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RESUMO

O conhecimento da composi¢do quimica de plantas superiores tem sido o objetivo principal de
estudo da quimica de produtos naturais, pois vasta quantidade de espécies botanicas permanece
sem qualquer estudo quimico ou farmacoldgico, dificultando assim, o aproveitamento racional
da biodiversidade botanica. Uma aplicacdo importante deste aproveitamento esta na descoberta
de compostos de fontes naturais, potencialmente candidatos a novos farmacos. Este trabalho
relata o estudo quimico e farmacoldgico de duas espécies nativas da flora nordestina, Senna
cana | & B e Senna pendula | & B. As etapas compreendidas no desenvolvimento do trabalho
incluem a desreplicacdo por CLAE-DAD, o isolamento e identificacdo de substancias dos
extratos hexanicos e etanolico de S. pendula, uma proposta de metodologia para otimizacéo da
extracdo de flavonoides, aplicada a S. fistula e S. obtusifolia, e o estudo in silico do potencial
antimal&rico de antraquinonas e flavonoides de Senna spp. A anélise dos resultados possibilitou
a identificacdo de 13 flavonoides nas duas espécies estudadas, que foram posteriormente
quantificados por CLAE-IES-EM. O tratamento cromatografico dos extratos hexanico e
etanolico de S. pendula, possibilitou o isolamento e identificacao de trés triterpenos: fridelina,
a e B-amirina, e dois flavonoides, a epicatequina e a quercetina. A elucidacdo estrutural foi
realizada através de técnicas espectroscOpicas como: ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio-1 e carbono-13, mono e bidimensional do tipo HSQC. Os potenciais farmacoldgicos
destas espécies também foram investigados, através dos ensaios de atividade antioxidante, teor
de fendlicos e flavonoides totais, atividades anticolinesterasica, larvicida frente a Aedes aegpti,
toxicidade frente a Artemia salina e inibi¢do da enzima conversora da angiotensina I. Todas as
substancias isoladas e identificadas estdo sendo relatadas pela primeira vez nas espécies Senna

cana e Senna pendula.

Palavras-chave: Senna; antioxidante; flavonoide; insilico; antimalarico.



ABSTRACT

The knowledge of the chemical composition of higher plants has been the main objective of the
study of the chemistry of natural products, since vast amount of botanical species remains
without any chemical or pharmacological study, which makes difficult the rational use of
botanical biodiversity. An important application of this use is the discovery of compounds from
natural sources, potentially candidates for new drugs. This work reports the chemical and
pharmacological study of two native species of the Northeastern flora, Senna cana | & B and
Senna pendula | & B. The steps of the development of the work include tha dereplication by
HPLC-DAD, the isolation and identification of substances from extracts of S. pendula, a
proposal of methodology for optimization of the extraction of flavonoids, applied here, to S.
fistula and S. obtusifolia, and the in silico study of the antimalarial potential of anthraquinones
and flavonoids of Senna spp. The analysis of the results allowed the identification of 13
flavonoids in the two species studied, which were afterward quantified by HPLC-1ES-MS. The
chromatographic treatment of the hexane and ethanolic extracts of S. pendula made possible
the isolation and identification of three triterpenes: frideline, a and B-amirin, and two
flavonoids, epicatechin and quercetin. Structural elucidation was performed using
spectroscopic techniques such as MS and NMR H?, C** mono and bi-dimensional (HSQC). The
biopharmacological potential of these species were also investigated by antioxidant activity,
total phenolic and flavonoid content, anticholinesterase activity, larvicide against Aedes
aegypti, toxicity against Artemia saline and inhibition of the angiotensin | converting enzyme
(ACE). All reported substances are being registered for the first time in the species Senna cana

and Senna pendula.

Keywords: Senna; antioxidant; flavonoid; insilico; antimalarial.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas superiores com propriedades medicinais € um recurso
terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela populacéo e pesquisadores do mundo inteiro
tem interesse em que sejam utilizadas plantas cujas atividades farmacologicas tenham sido
investigadas cientificamente, comprovando sua eficacia e seguranca. O conhecimento da
composi¢do quimica de plantas superiores tem sido o objetivo principal de estudo da quimica
de produtos naturais até os dias de hoje, pois vasta quantidade de espécies botanicas
permanecem sem qualquer estudo quimico ou biolégico, observando-se que na ultima década,
as investigacdes cientificas com estudos quimicos envolvem além de vegetais, organismos
marinhos e fungos. (NOLDIN et al., 2003).

O estudo de produtos naturais tem como um de seus objetivos, a descoberta de
compostos potencialmente candidatos a novos farmacos. Para se introduzir um novo
medicamento no mercado, € um processo oneroso e demorado, podendo-se esperar de 12 a 15
anos, para a comercializagdo do novo medicamento. Estima-se que cerca de 40% do insucesso
no desenvolvimento de novos farmacos, se deve a um perfil farmacocinético inadequado e 10%
a toxicidade. Um dos maiores desafios das industrias farmacéuticas é o desenvolvimento de
ferramentas com grande eficacia em predizer o mais cedo possivel se uma molécula possui
propriedades farmacocinéticas favoraveis ou ndo (CAMPQOS, 2013). Os estudos in silico sdo
muito utilizados pela indUstria farmacéutica, diminuido significativamente o insucesso na
elaboracdo de moléculas a serem desenvolvidas como novos farmacos, permitindo diminuir o
tempo de pesquisa e de recursos gastos na sintese e avaliacdo de moléculas ndo promissoras,
permitindo direcionar as pesquisas para compostos com perfil farmacocinético adequado.

Neste trabalho é relatado o estudo quimico e farmacoldgico de duas espécies nativas da
flora nordestina, Senna cana H. S. Irwin & Barneby, conhecida popularmente como sdo-joéo,
e Senna pendula H. S. Irwin & Barneby conhecida como candieiro-preto.

As plantas do género Senna, sdo muito apreciadas pela beleza de suas flores amarelas e
pelas propriedades de uso popular como purgativa e corante, embora atualmente seja verificada
uma grande diversidade na atividade bioldgica deste género, como antioxidante, antiviral,
bactericida, antimicrobiana, fungicida, dentre outras. (ABUBAKAR et al, 2015; AKHARAIY
et al, 2015; Macedo et al, 2017; KOLAWOLE et al, 2015). A composi¢do quimica descrita na
literatura para varias espécies de Senna apresenta entre 0s compostos ja descritos, polidis,
alcaloides, esteroides, estilbenos, triterpenos, sendo que antraquinonas e flavonoides nas formas

livres e glicosiladas as classes mais frequentemente relatadas. (Macedo et al, 2016).
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A importancia destas classes de compostos justifica a investigacdo quimica e
farmacologica das duas espécies selecionadas, bem como o fato de que pesquisa bibliografica
para Senna cana e Senna pendula, realizado no Chemical Abstract utilizando como ferramentas
de busca eletrdnica o Scifinder Scolar 2007, Web of Science, Science direct, Scopus e Google
académico, ndo revelou nenhum estudo quimico e/ou farmacolégico sobre estas duas espécies
até o ano de 2017.

Esse trabalho compreende a descricdo dos procedimentos utilizados na obtencdo do
perfil cromatogréfico destas espécies fazendo uso da técnica CLAE-DAD, da metodologia
otimizada para a extracdo de flavonoides e também o isolamento e determinag&o estrutural dos
compostos isolados de Senna cana e Senna pendula.

Adicionalmente foi realizado o estudo in silico de antraquinonas e flavonoides isolados
de espécies de Senna descritas na literatura, com o objetivo de verificar através de ensaios
virtuais, o perfil farmacocinético destes compostos, bem como seu potencial farmacoldgico
frente a atividade antimalérica.

A elaboracdo dessa tese obedece aos padrdes preestabelecidos pela Coordenacdo do
Curso de Pos-Graduagdo em Quimica da Universidade Federal do Ceara, bem como as regras
e normas bésicas da ABNT.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Contribuir para o conhecimento e valorizacdo da biodiversidade do Cerrado e

Caatinga; com a descoberta de substancias quimicas bioativas, potencialmente Uteis,

notadamente de espécies de Senna. Para atender a este objetivo geral, propGe-se:

2.2 Objetivos Especificos

f)

9)
h)

Estudar a variabilidade quimica de duas espécies de Senna (S. cana e S. pendula);
Identificar e quantificar os constituintes majoritarios detectados na desreplicacéo;
Isolar e purificar o0s constituintes presentes nos extratos utilizando técnicas
cromatograficas;

Identificar os constituintes quimicos isolados utilizando métodos espectrométricos, tais
como RMN H, RMN *3C, dentre outros.

Criar bibliotecas “in house” com compostos antraquindnicos e flavonoidicos isolados
de espécies de Senna;

Fazer o estudo in silico para os compostos das bibliotecas obtidas, com foco no seu
potencial antimalarico;

Aplicar metodologia para a extracao seletiva de flavonoides

Identificar novas fontes de agentes antioxidantes;

Divulgar conhecimentos adquiridos sobre a diversidade quimica e farmacolodgica de
espécies de Senna nativas do Cerrado e Caatinga através de publicagdes em eventos

cientificos e periddicos especializados;
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3 CONSIDERACOES BOTANICAS

3.1 Consideracdes botanicas sobre a familia Leguminosae

A familia Leguminosae é a terceira maior familia de angiospermas, apds Asteraceae
e Orchidaceae. Compreende aproximadamente 750 géneros e 2100 espécies, espalhadas em
todo o mundo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais, sendo dividida em trés
subfamilias: Caesalpinodeae, Mimosoideae e Papilionoideae. (WINK, 2003). No Brasil,
ocorrem aproximadamente 188 géneros e cerca de 2.100 espécies, distribuidas em quase todas
as formagdes vegetacionais, compreendendo cerca de um terco da vegetacdo da caatinga
(BARROSO et al., 1984).

A caracteristica botanica que define essa familia, € um fruto em forma de vagem,
conhecido popularmente como legume. Apresentam-se com habitos variados, desde grandes
arvores das matas tropicais, subarbustos, arbustos, arvores de pequeno porte, ervas anuais ou
perenes, eretas, prostradas, difusas e também muitas trepadeiras, elas vivem nos mais variados
ambientes. (JOLY, 1985).

As folhas das Leguminosae, apresentam-se como folhas compostas, alternas, com
pulvino; pétala adaxial diferenciada e ovario monocarpelar. (JOLY, 1985).

A Papilionoideae, ¢ a maior das trés subfamilias, onde nos dominios da Mata
Atlantica no Brasil, sdo encontradas cerca de 518 espécies da subfamilia, sendo 177 endémicas
desta regido. Nessa subfamilia, € onde se encontra a maioria das leguminosas mais conhecidas,
como o grédo de soja (Glycine max L.), ervilha comum (Pisum sativum), gréo de bico ( Cicer arietinum),
lentilha( Lens culinaris). (Sdo- Mateus et al., 2013).

A Caesalpinodeae é constituida por 171 géneros e aproximadamente 2.700 espécies
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais. Uma caracteristica dessa subfamilia, sdo as
folhas pinadas ou bipinadas e flores zigomorfas. Vérias plantas dessa subfamilia sdo usadas
como plantas ornamentais, como por exemplo o flamboyant (Delonix regia) e o flamboyant-
de-jardim (Caesalpinia pulcherrima). (DUTRA et al., 2014).

A subfamilia Mimosoideae, apresenta 78 géneros e aproximadamente 3.270
especies (LEWIS et al., 2005). Possuem folhas bipinadas, com uma a muitos pares de pinas
opostas com estipulas e estipelas, &s vezes transformas em espinhos. Em algumas espécies do
género Mimosae, as folhas sdo capazes de fechar em conjunto durante a noite ou se fecham
guando tocados. (JOLY, 1985).

O género Senna Mill. pertence a tribo Cassieae Bronn, subtribo Cassinae Irwin &

Barneby e subfamilia Caesalpinodeae. As espécies de Chamaecrista e Senna eram incluidas em
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Cassia s. |. até o tratamento taxondmico de Irwin & Barneby (1981), quando estes géneros
foram separados. Senna distingue-se de Cassia principalmente pelos filetes retos, mais curtos
ou até duas vezes o comprimento das anteras, pelas anteras basifixas e pela presenca de
nectarios extraflorais na maioria das espécies. Por outro lado, Senna difere de Chamaecrista
principalmente pela auséncia de bractéolas (excepcionalmente presentes), pelo androceu
zigomorfo e pelos legumes que podem ser indeiscentes. Sdo caracterizados como arvores,
arbustos ou subarbustos (PAROLIN, 2001). No nordeste do Brasil, ja foram identificadas e
coletadas 58 espécies de Senna, cujas exsicatas estdo depositadas no Herbario Prisco Bezerra-
UFC.

3.2 Consideracdes botanicas sobre o género Senna cana.

Senna cana (Nees & Mart.) H.S. Irwin & Barneby, € uma espécie pertencente a
familia Leguminosae, popularmente conhecida como S&o Jodo e candieiro-preto, ocorre
principalmente em cerrados e campos rupestres, e apresenta-se como arbusto, caracterizando-
se por apresentar flores amarelas, vistosas, sem nectarios, e anteras amarelas, rigidas, poricidas
(QUEIROZ, 2009).

E uma espécie distribuida principalmente em cerrado e campo rupestre, sendo
encontrada nos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais e Espirito Santo. A espécie Senna cana,
ocorre em cinco variedades, porém na caatinga, apenas a variedade cana ocorre, geralmente em
zonas de transigdo caatinga/cerrado, ou nas montanhas da Chapada da Diamantina-MG, sobre

solo arenoso, em altitudes de 400 a 1000 metros.

Figura 1 - Fotos das flores de Senna cana H. S. Irwin & Barneby. (Foto: Edilberto Rocha
Silveira.

3.3 Consideracdes botanicas sobre o género Senna pendulam.
Senna pendula (H.S. Irwin & Barneby) é uma espécie que aparece na America entre

0 Mexico e a Argentina. No Brasil costuma ser encontrada principalmente em campos cerrados
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e rupestres, porém também ocorre na caatinga em altitudes que variam de 400-900 m. Se
apresenta como uma pequena arvore de 2 a 3 metros de altura. Suas folhas possuem dois pares
de foliolos obovais e seu fruto € cilindrico e carnoso. Suas flores possuem aproximadamente 3-
4 cm de didmetro e se apresentam na cor amarelo-ouro. (QUEIROZ, 2009).

Figura 2 - Fotos das flores de Senna pendula H. S. Irwin & Barneby. (Foto: Edilberto Rocha

Silveira.)
- Y
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4 PESQUISA BIBLIOGRAFICA: ANTRAQUINONAS E FLAVONOIDES ISOLADOS
DOS GENEROS SENNA E CASSIA.

4.1 Consideragdes sobre antraquinonas.

As antraquinonas sdo o0 maior grupo conhecido de quinonas naturais. Existem
inimeros relatos na historia, onde se faz 0 uso de plantas ricas em quinonas e antraquinonas
para diferentes fins terapéuticos, como por exemplo a babosa, onde seu componente principal
é uma mistura de dois diastereoisdbmeros, a aloina—A (conhecida como barbaloina) e a aloina-
B (conhecida com isobarbaloina), glicosideos antraquindnicos, com propriedades laxativas,
bactericidas, emolientes e cicatrizantes. Existem relatos na Biblia, que é considerado um dos
livros mais antigos, do uso de aloes (babosa) para o preparo do corpo de Jesus para o
sepultamento. (FREITAS et al., 2014).

As antragquinonas (conhecidas como antranoides, derivados antracénicos ou
derivados hidroxiantracénicos) sdo compostos derivados do antraceno com grupos ceténicos
nos carbonos C-9 e C-10 (Figura 3). Sdo vastamente encontradas na natureza, tanto em fungos
e liquens, como nas angiospermas, principalmente nas Fabaceas (S.), Rubiaceas, Poligonaceas,

Rhamnaceas (Cascara sagrada), Liliaceas (Aloes) e Escrofulariaceas. (THOMSOM, 1971).

Figura 3 - Esqueleto basico da antraquinona

Geralmente se apresentam como substancias cristalinas de cor amarela, vermelha
ou alaranjadas. As antraquinonas podem possuir diferentes tipos de ligantes, mas os principais
sdo hidroxilas, metoxilas, metilas e glicosilas. As antraquinonas interconvertem-se facilmente
em hidroquinonas, sendo produzidas a partir de reacdes de oxidacdo de antrandéis e antronas
(Figura 4).
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Figura 4 - Reacéo de transformacéo de uma antraquinona em uma hidroquinona.
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As antraquinonas apresentam uma variedade de propriedades farmacoldgias, tais
como laxativa, antioxidante, fungicida, antipsoriatica, bactericida, tuberculostatica e
antitumoral (ABUBAKAR et al, 2015; AKHARAIY1 et al, 2015; MACEDO et al, 2016;
KOLAWOLE et al, 2015). Extratos contendo antraquinonas e derivados sdo cada vez mais
usados pelas industrias de cosmeéticos, alimenticia e farmacéutica, devido suas propriedades
terapéuticas (ALVES, 2004). Essas diferentes propriedades, podem ser correlacionadas com a
posicdo dos ligantes no esqueleto antraquindnico e pesquisas comprovam que quanto maior o

nivel de oxidacdo maior a bioatividade do composto. (L1O et al., 2009).

4.2 Pesquisa bibliogréafica das antraquinonas isoladas de Senna e Cassia spp

Foi realizado uma pesquisa bibliografica de todas as antraquinonas isoladas de
espécies de Senna ja relatadas na literatura até o ano de 2018, utilizando como ferramentas de
busca eletronica o Scifinder Scolar 2007, Web of Science, Science direct, Scopus e Google académico.
Foram utilizadas diferentes palavras-chave, as quais encontram-se enumeradas na Tabela 1.

Tabela 1- Numero de registros da pesquisa bibliogréfica

PALAVRAS -CHAVE REGISTROS NA
LITERATURA

Senna 7335

Cassia 9254

Anthraquinone 20776
Cassia/antraquinona 767
Senna/antraquinona 567
Senna./atividade 3334

Antraquinona/atividade 12758
Antraquinona/antioxidante 3141
Antraquinona/larvicida 125

Antraquinona/acetilcolinesterase 364
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A pesquisa dos dados foi realizada com a palavra-chave “Senna” e “Cassia”, isto
decorre do fato das espécies de Senna ser incluidas no género Cassia.até o tratamento
taxonémico de Irwin & Barneby (1981), quando esses géneros foram separados.

Na Tabela 2, est4 exposta todas as antraquinonas isoladas de espécies de Senna.,
com suas respectivas atividades encontradas. As antraquinonas encontradas foram agrupadas
de acordo com o grau de oxigenacdo dos substituintes diretamente ligados ao esqueleto
antraquinénico. Ao todo foram 184 compostos encontrados, sendo 5 antraquinonas néo
oxigenados (ANO), 3 antraguinonas monooxigenadas (AMO), 29 antraquinonas dioxigenadas
(ADO), 40 antraguinonas trioxigenadas (ATO), 26 antraguinonas tetraoxigenadas (AQO), 45
antraquinonas pentaoxigenadas (APQO), 7 antraquinonas hexaoxigenados (AHO), 11
biantraquinonas tetraoxigenadas (BAT), 7 biantraquinonas pentaoxigenadas (BAP), 11
biantraquinonas hexaoxigenadas (BAH) e 2 biantraquinonas octaoxigenadas (BAO). Algumas
representacfes das estruturas apresentadas, sdo mostradas com a estereoquimica definida de
acordo como foi encontrado na literatura.

O potencial farmacoldgico das espécies de Senna” e “Cassia. estudadas,
apresentou-se bastante diversificado na pesquisa realizada, comprovando a importancia do
género nesta area. Foram relatadas para as antraquinonas isoladas, inimeras atividades, dentre
elas atividades antiflngica, antibacteriana, antitumoral, analgésica, antioxidante, dentre outras,
sendo a atividade antiviral a mais relatada, pois 16 dos 184 compostos apresentaram esta
atividade. O perfil farmacoldgico de Senna e Cassia spp. esta apresentado no Grafico 1 e o
numero de antraquinonas isoladas e separadas por seu grau de oxigenacao, esta apresentado no
Grafico 2. Vale salientar que ndo foram encontrados trabalhos de identificacdo e isolamento
nas espécies de Senna cana e Senna pendula.

Gréfico 1 - Perfil farmacologico de Senna e Cassia spp
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Gréafico 2 - Numeros de antraquinonas isoladas de Senna e Cassia spp, agrupadas por seu
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Tabela 2 - Antraquinonas isoladas de espécies de Senna e Cassia e suas respectivas atividades

farmacologicas.

Antraguinona Planta Local Atividade Referéncia
9,10- antraquinona (ANO1) S. obtusifolia sementes Bactericida SUNG et al,
2004
2- carboxiantraquinona S. tora sementes Antiflngica KIM et
(ANO2) al,2004
2- metilantraquinona (ANO3) S. siamea - Antiviral KOYAMA et
al,2008
2- etilantraquinona (ANO4) S. siamea - Antiviral KOYAMA et
al,2008
1-carboxiantraguinona (ANO5) C. laevigata folhas Antifungica PANIGRAHI
etal, 2014
3,7- Diformil-1- S. obtusa raiz - SEKAR et
hidroxiantraguinona (AMOQO1) al, 1999
1-Hidroxiantraquinona S. angustifolia; - Carcinogénica, | MORI etal.,
(AMO2) S. siamea Antiviral 1990;
KOYAMA et
al,2008
1-Hidroxi-2-metil- S. siamea - Antiviral KOYAMA et
antraquinona al,2008
(AMO3)
1,4- Dihidroxiantraquinona S. obtusifolia sementes Bactericida SUNG et al,
(ADO1) 2004
1,2- Dihidroxiantraquinona S. obtusifolia sementes Bactericida SUNG et al,
(alizarina) 2004
(ADO2)
1,8- Dihidroxiantraquinona S. obtusifolia; S. | sementes Bactericida, SUNG et al,
(criazina) siamea Antiviral 2004;
(ADO3) KOYAMA et

al,2008
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8- O- glicopiranosil-1,8-di- S. angustifolia folhas - KINJO et al,
hidroxi-3- 1994
hidroximetilenoantraquinona
(ADO4)
5- metoxi-2-metil-1-0-a-L- S. tora caule - RAIl e
ramnosilantraquinona (ADO5) KUMARI,
2005
1,8-dihidroxi-3- S. obtusifolia; S. Caule, Antioxidante, SUNG et al,
metilantraquinona (crisofanol) racemosa; S. raiz, citotoxica, Anti- | 2004;
(ADO 6) siamea; S. folhas, hipertensiva, MEHTA,
septemtrionalis; raiz , Atiinflamatéria, | 2002;
S. alata; semente Analgésica, KOYAMA et
S. reticulata Antimicrobiana | al,2008;
Anticonvulsionant | ALEMAYEH
e, Antiparasitaria | O et al, 2010;
IBRAHIM et
al, 1995;
SANTOS,200
7
3- Carboxi-1,8-di S. fistula, S. Antilcera, PAGUIGAN
hidroxiantraguinona alata Folhas, antifdngica , etal, 2014;
(rheina) raiz, Antimicrobiana | BAHORUN
(ADOT7) vagem et al 2005;
IBRAHIM et
al, 1995;
1-Hidroxi-8-metoxi-3 S. macranthera caule - BRANCO et
metilantraguinona (ADO 8) al, 2011
Hidroxi-5-metoxi-2- S. tora caule - RAIl e
metilantraguinona (ADQ9) KUMARI,
2005
1-(O-B-gentiobiosil)-8-hidroxi- S. obtusifolia | Sementes, - ZHANG et al,
3-metilantraquinona (ADO10) folhas 2011; Ll et
al,2006
1-[0-B-D- S. obtusifolia Sementes, - ZHANG et al,
glicopiranosil)(1—3)-O-B-D- folhas 2011;L1 et al,
glicopiranosil-(1—6)-B-D- 2004
glicopiranosil]-8-hidroxi-3-
metilantraguinona
(ADO11)
3-Acetil-1,8- S. fistula caule - LEE et al,
diidroxiantraquinona 2001
(ADO 12)
1,5-Di-hidroxi-3- S. fistula caule - LEE et al,
metilantraquinona(ziganeina) 2001
(ADO13)
3- Carbinol-1,8- S. alata, C. Folha,, Antimicrobiana, | IBRAHIM et
diidroxiantraquinona (aloe- roxburghii, vagem e Antioxidante, al, 1995; EL-
emodina) raiz Antiflngica TOUMY et
(ADO14) al,2012;
AGARWAL
et al,2000;
WUTHI-
UDOMLERT

et al,2010.
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4-(3-Acetil-2,6-di-hidroxi-4- | S. didymobotrya | vagem Citotoxica ALEMAYEH
metoxifenil)-1,8-diidroxi-2- U etal, 1996
metilantraquinona (knifolona)
(ADO15)
3- Formil-1-hidroxi-8- S. fistula vagem Hepatoprotetora | RANI e
metoxiantraquinona (ADO16) KALIDHAR,
1998; DAS et
al, 2008
1-Hidroxi-7-metoxi-3- S. obtusifolia raiz Bactericida GUO et al,
metilantraquinona (ADO17) 1998
8-Hidroxi-1-metoxi-3- S. obtusifolia raiz Bactericida GUO et al,
metilantraquinona 1998
(ADO18)
1,8-Di-metoxi-3- S. obtusifolia raiz Bactericida GUO et al,
metilantraquinona 1998
(ADO19)
5-Hidroxi-2-metil-1-O- S. alata folhas - RAl e
rutinosil antraquinona PRASAD,
(ADO20) 1994
8-Hidroxi-6-metoxi-3-metil-1- C. glauca caule - RAIl e ROY,
O-rutinosil antraquinona 1991
(ADO21)
8-(B-D-glicopiranosil)-1- S. angustifolia folhas - KINJO et al,
hidroxi-3-carbinol 1994
antraguinona
(ADO22)
1,3-Di-hidroxi-2- S. tora, C. raiz - RAI et
metilantraguinona (rubiadina) multijuga al,2009;
(ADO23) TIWARI e
SINGH, 1983
1-Hidroxi-7-metoxi-3-metil S. obtusifolia galhos - SOB et al,
antraquinona (ADO24) 2010
2,6-Di-hidroxiantraquiinona S. siamea - Antiviral KOYAMA et
(ADO25) al,2008
3-Carboxi-8-monoglicosideo- S. acutifolia Folhas e - RASTOGI e
1-hidroxiantraquinona caule MEHROTRA
(ADO26) 1990
1-(O-B-gentiobilsil)-8-hidroxi- S. obtusifolia semente - LI etal, 2006
3-metilantraquinona (ADO27)
1-[O-B-D- glicopiranosil- S. obtusifolia semente - LI et al, 2004
(1—6) —p- D- glicopiranosil]-
8-hidroxi-3-metilantraquinona
(ADO28)
Crisofanol- 1- O- - D- S. obtusifolia semente - XU et al,2015
glicopiranosil-(1—3)- O- B- D-
glicopiranosil-(1—6)- O- B- D-
glicopiranosil-(1—6)- O- B- D-
glicopiranosideo
(ADO29)
1,6,8-Tri-hidroxi-3- S. alata, C. Vagem, Antimicrobiana, | IBRAHIM et
metilantraquinoa ( emodina) roxburghii,S. Raiz, Antioxidante, al, 1995; EL-
(ATO1) siamea, C. Caule fungicida, TOUMY et
ocidentalis, S. Analgésico, al,2012;
didymobotrya Hepatoprotetora, | KOYAMA et
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Antitumoral, al,2001;
Antiinflamatéria, | CHUKWUJE
Citotoxica KWU et al,
2006;
ALEMAYEH
U etal, 2010
1,8-Di-hidroxi-6-metoxi-3- S. alata, S. Raiz, Antimicrobiana, | IBRAHIM et
metilantraquinona (fisciona) racemosa, S. caule Hepatoprotetora, | al, 1995;
(ATO2) didymobotrya, Antioxidante, MENNA-
Antiinflamatéria, | REJON et al,
Analgésica, 2002;
Citotoxica ALEMAYEH
U et al, 2010
1,3-Di-hidroxi-6-metoxi-7- S. obtusa Raiz - SEKAR et al,
metilntraquinona (ATO3) 1999
1,8-Di-hidroxi-6-metoxi-3- S. Folhas, - ALEMAYEH
metilantraquinona (isofisciona) | longiracemosa, Raiz, U etal, 1993;
(ATOA4) C. caule ZAMAN et
artemisioides, S. al, 2011;
fistula, S. LEDWANI et
siamea al, 2009
1,6-Diidroxi-8-metoxi-3- S. Raiz - BARBA et al,
metilantraquinona (questina) lindheimeriana 1992
(ATO5)
8-p-D-glicopiranosil-1,6-di- S. angustifolia Folhas - KINJO et al,
hidroxi-3-metilantraquinona 1994
(8-p-D-glicopiranosil
emodina)
(ATO6)
3-Carboxi-1,8-di-hidroxi-7- S. didymobotrya Folhas ALEMAYEH
metoxiantraquinona (acido U etal, 1989
parientinico)
(ATO7)
2,8-Di-hidroxi-1-metoxi-3- S. obtusifolia Semente Antiviral GUOQO et al,
metilantraquinona 1998;
(obtusifolina) KOYAMA et
(ATO8) al, 2008
1-(O-B-gentiobiosil)-6,8-di- S. obtusifolia semente - LI et al, 2006
hidroxi-3-metilantraquinona
(1-(O-B-gentiobiosideo
emodina)
(ATO9)
1-B-D-Glicopiranosil-8- C. occidentalis | semente - LAL e
hidroxi-6-metoxi-3- GUPTA,
metilantraquinona(1-(O-p-D- 1973
glicosideo fisciona)
(ATO10)
1,8-Di-hidroxi-6-metoxi-3,7- C. singueana raizes - MUTASA e
dimetilantraquinona (7- KAHN, 1990
metilfisciona) (ATO11)
1-Hidroxi-6,8-dimetoxi-3- S. tora semente Antifangico KIM et al,
metilantraquinona( questina-6- 2004

metil éter)
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(ATO12)
3-Carbinol-1,6,8-tri- S. fistula caule - LEE et al,
hidroxiantraquinona(citreorosei 2001
na)
(ATO13)
1,4,8-Tri-hidroxiantraquinona S. fistula caule - LEE et al,
(5-hidroxiquinizarina) 2001
(ATO14)
2-Carboxi-1,6,8-tri- S. corymbosa folhas - DE RUIZ et
hidroxiantraguinona (ATO15) al., 1996;
1-Hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3- S. grandis vagem - VERMA et
dimetilantraquinona (ATO16) al,1997
2-B-D-Glicopiranosil-8- S. tora sementes Antidiabético CHOI et
hidroxi-1-metoxi-3- al,1996;
metilantraquinona (ATOL17) JANG et
al,2007
1,5-Di-hidroxi-8-metoxi-2,3- S. grandis folhas - AMBASTA
dimetilantraquinona (ATO18) et al, 1996
3-Formil-1,2,8-tri- S. alata raiz - YADAYV e
hidroxiantraguinona KALIDHAR,
(alquinona) (ATO19) 1994
1,5-Di-hidroxi-7-metoxi-3- S. italica folhas - OGUNKUNL
metilantraguinona (ATO20) Ee
LADEJOBI,
2006
2-Formil-1,3,8-tri- S. alata Folhas - HENNEBEL
hidroxiantraguinona (AT0O21) LE et al, 2009
2-B-D-Glicopiranosil-5,7- S. grandis semente - SIDDIQUI et
dimetoxi-3-metilantraquinona al, 1993
(ATO22)
1,8-Di-hidroxi-6-mmetoxi-2- C. mimosoides raiz - MUKHERJE
metilantraguinona (ATO23) E et al, 1987
1,8-Di-hidroxi-2-metil-3- C. sophera raiz - JOSHI et
neohesperidosilantraquinona al,1985
(ATO24)
1,8-Di-hidroxi-2-metil-3-O- C. multijuga raiz - SINGH, 1981
rutinosilantraguinona (AT0O25)
8- a-L-Arabiopiranosil-1,3-di- C. maginata semente - DUGGAL e
hidroxi-2-metilantraquinona MISRA,
(ATO26) 1982;
GUPTA,1989
1-Hidroxi-6-metoxi-3-metil-8- C. maginata semente - DUGGAL e
a-L-xilopiranosilantraquinona MISRA,
(8-a-L-xilopiranosideo 1982;
fisciona) GUPTA,1989
(ATO27)
8-a-L-Arabinopiranposil-1,6- C. maginata semente - DUGGAL e
di-hidroxi-3-metilantraguinona MISRA,
(ATO28) 1982;
GUPTA,1989
8-B-D-Galactopiranosil- C. laevigata vagem - TIWARI e
hidroxi-6-metoxi-3- SINGH,1980

metilantraquinona
(ATO29)
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8-0-p-D-Galactopiranosil- C. laevigata vagem - TIWARI e
(1—4)-O-B-D-galactopiranosil - SINGH,1980
1-hidroxi-6-metoxi-3-
metilantraquinona
(ATO 30)
1,6-Di-hidroxi-3-metill-8-O-a- C. javanica Raiz - TIWARI e
L-ramnosilantraquinona (ATO SINGH,1980
31)
1-B-D-Glicopiranosil-6,8-di- S. angustifolia vagem - KHORANA e
hidroxi-3-metilantraquinona SANGHAVI,
(ATO 32) 1964
1-Hidroxi-8-metoxi-2-metil-3- C. reginera Raiz - TIWARI e
O-a-L-ramnosilantraquinona SINGH,1980
(ATO 33)
1,3,8-tri-hidroxiantraquinnona S. reticulata caule - SANTOS,200
(ATO 34) 7
1,8- Di-hidroxi-3-hidroximetil- S. alata folhas - OKWU etal.,
6-metoxiantraguinona 2009
(alatinona)
(ATO 35)
1,5,7-Tri-hidroxi-3-metil- S. alata caule Antimicrobiana | IBRAHIM et
antraquinona (alatinona) al, 1995;
(ATO 36)
1,8-Di-hidroxi-2-acetil-6- C. artemisioides | Casca da - ZAMAN et
metoxi-3-metil-antraquinona raiz al,2011
(2-acetilfisciona)
(ATO 37)
1,3,8-Tri-hidroxi-2-metil- S. alata raiz Antimicrobiana | IBRAHIM et
antraquinona al, 1995;
(ATO 38)
1,5-Di-hidroxi-3-metoxi-7- S. obtusifolia galhos - SOB et al,
metil-antraquinona 2010
(ATO 39)
1-B-D-Glicopiranosil-8- C. roxburghii Folhas Antioxidante EL-TOUMY
hidroxi-6-hidroximetil- et al, 2012
antraquinona
(ATO 40)
1,5,8-Tri-hidroxi-6-metoxi-3- S. angustifélia, Raiz, - BARBA et
metilantraquinona (xantorina) S. sophera semente al,1998;
(AQO1) ALEMAYEH
U et al,1998
1,3-Di-hidroxi-2-isoprenil-6,8- | C. marginata sementes - GUPTA et
dimetoxiantraquinona (AQQO2) al,1989
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2-Hidroxi-1,6,8- C. reginera - RANI e
trimetoxiantraquinona KALIDHAR,
(AQO3) 1997
1,2,6,8-Tetra-hidroxi-3- S. tora sementes CHOI et
metilantraguinona (AQO4) al,1996
1,8-Di-hidroxi-6-metoxi-2- C. multijuga vagem TIWARI e
metil-3-O- SINGH, 1983
rutinosilantraquinona
(AQO5)
8-a-L-Glicopiranosil-1,5,6-tri- | S. angustifdlia, Raiz BARBA et
hidroxi-3-metilantraquinona al,1998;
(AQO6)
2-B-D-Glicopiranosil-1,6,8-tri- S. tora semente LEE et
hidroxi-3-metilantraquinona al, 1998
(AQQO7)
1-Hidroxi-6,8-dimetoxi-2- C. marginata raiz SINGH, 1987
metil-3-O-
rutinosilantraquinona
(AQO8)
1-B-D-Glicopiranosil-3- C. auriculata cerne RAI et
hidroxi-6,8-dimetoxi-2- al,1997
metilantraquinona
(AQQ9)
1,3-Di-hidroxi-6,8-dimetoxi-2- C. javanica Casca do SINGH, 1988
metilantraquinona caule
(AQO10)
1,8-Di-hidroxi-6,7-dimetoxi-2- C. nodosa Casca da YADAV et
metilantraquinona Raiz al, 1998
(AQO11)
1,6,8-Tri-hidroxi-3- S. reticulata Cascas do SANTOS,
metoxiantraguinona (AQO12) caule 2007
7,8-Di-hidroxi-1,6-dimetoxi-3- C. greggi Raiz GONZALEZ,
metilantraguinona (AQO13) 1992
3-p-D-Glicopiranosil-1,5,8-tri- C. marginata Raiz SINGH, 1987
hidroxi-2-metilantraquinona
(AQO14)
2- B-D-Glicopiranosil-1,4-di- C. nodosa Raiz SINHA et
hidroxi-5-metoxi-3- al, 1986
metilantraguinona (AQO15)
1,3,8-Tri-hidroxi-6-metoxi-2- C. multijuga Semente SINGH, 1981
metilantraquinona
(AQO16)
1,5,6,8-Tetra-hidroxi-3- C. reginera Semente TIWARI e
metilantraquinona RICHARDS,
(AQO17) 1979
1,5,6-Tri-hidroxi-3-metil-8-O- C. reginera Semente TIWARI e
a-L-ramnosilantraguinona RICHARDS,
(AQO18) 1979
1,3-Di-hidroxi-6,8-di-metoxi- C. marginata Semente SINGH, 1987
antraguinona
(AQQO19)
1,3,5,8-Tetra-hidroxi-2-metil- C. marginata Raiz DAVE e
antraguinona LEDWANE,
(AQO20) 2012
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8,5- Diidroxi- 7-metil-2,3- S. fistula Semente | Hepatoprotetora | LAL e
dimetoxi-6-carboxil- Leishimanicida | GUPTA,
antraguinona Antiparasitaria 1972;
(AQO21) DAS et
al,2008;
SARTORELL
I et al,2007;
SARTORELI
et al, 2009
1,2,4,5-Tetraidroxi-7- S.obtusifolia Semente - GUAN et
metilantraquinona al,2009
(AQO22)
2-O-p-D-Glicopiranosiloxi- S. obtusifolia Semente - XU etal.,
1,7,8-trimetioxi-3- 2015
metiylantraquinona (AQO23)
2-O- B -D-Glicopiranosiloxi-8- S. obtusifolia Semente - XU etal.,
hidroxi-1,7-dimetoxi-3- 2015
metilantraquinona
(AQO24)
6-O-B-D- Glicopiranosiloxil-1- S. obtusifolia Semente - XU etal.,
hidroxi-2,8- dimetoxi-3- 2015
metilantraguinona (AQO25)
1,7,8-Triidroxi-3- S. Folhas - ALEMAYEH
metilantraquinona (nataloe- longiracemosa U etal, 1993
emodina) (AQO26)
1-Hidroxi-2,6,7,8-tetrametoxi- S. Raiz - BARBA et
3-metilantraquinona lindheimeriana al, 1992
(APO 1)
8-Hidroxi-1,4,6,7-tetrametoxi- Chamaecrista Casca da - BARBA et
3-metilantraquinona greggi raiz al,1994
(APO 2)
1,8-Di-hidroxi-4,6,7-trimetoxi- Chamaecrista Casca da - BARBA et
3-metilantraquinona greggi raiz al,1994
(APO 3)
1-Hidroxi-4,6,7,8-tetrametoxi- Chamaecrista Casca da - BARBA et
3-metilantraquinona gregoi raiz al,1994
(APO 4)
1,6-Di-hidroxi-4,7,8-trimetoxi- | Chamaecrista Casca da - BARBA et
3-metilantraquinona greggi raiz al,1994
(APO 5)
1,4,6-Tri-hidroxi-7,8-dimetoxi- | Chamaecrista Casca da - BARBA et
3-metilantraquinona (APQOG6) greggi raiz al,1994
1,7-Di-hidroxi-4,6,8-trimetoxi- Chamaecrista Casca da - BARBA et
3-metilantraquinona greggi raiz al, 1994

(APO 7)
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1-Hidroxi-4,6-dimetoxi-7,8- Chamaecrista Casca da - BARBA et
metilenodioxi-3- greggi raiz al,1994
metilantraquinona
(APO 8)
1-Hidroxi-3-hidroximetileno- Chamaecrista Casca da - BARBA et
4,6,7,8- greggi raiz al, 1994
tetrametoxiantraquinona (APO
9)
1,7-Di-hidroxi-3- Chamaecrista Casca da - BARBA et
hidroximetileno-4,6,8- greggi raiz al, 1994
trimetoxiantraquinona
(APO 10)
1,6-Di-hidroxi-3- Chamaecrista Casca da - BARBA et
hidroximetileno-4,7,8- greggi raiz al, 1994
trimetoxiantraquinona (APO
11)
8-Hidroxi-1,4,6,7-tetrametoxi- C. greggi Raiz - GONZALEZ,
3-metilantraquinona 1992
(APO 12)
4,6,8-Tri-hidroxi-1,7-dimetoxi- C. greggi Raiz - GONZALEZ,
3-metilantraquinona 1992
(APO 13)
7,8-Di-hidroxi-1,4,6-trimetoxi- C. greggi Raiz - GONZALEZ,
3-metilantraquinona 1992
(APO 14)
4-Hidroxi-1,6-dimetoxi-7,8- C. greggi Raiz - GONZALEZ,
metilenodioxi-3- 1992
metilantraquinona
(APO 15)
2-Hidroxi-1,6,7,8-tetrametoxi- S. tora, sementes Antiviral CHOI et
3-metilantraquinona (APO 16) S. obtusifolia al,1996;
GUO et al,
1998
3-Carboxi-1,4,8-tri-hidroxi- S. fistula - Antioxidante BAHORUN
6,7-dimetoxi-2- et al,2005
metilantraquinona (APO 17)
3-B-D-Glicopiranosil-1- S. grandis Semente - SIDDIQUI et
hidroxi-6,7,8-trimetoxi-2- al,1993
metilantraquinona (APO 18)
2-B-D-Glicopiranosil-1,4,8-tri- S. grandis Semente - SIDDIQUI et
hidroxi-6-metoxi-2- al, 1993
metilantraquinona (APO 19)
2,8-Di-hidroxi-1,6,7-trimetoxi- S. tora semente Antiviral, CHOI et
3-metilantraquinona (obtusina) S. obtusifolia Antimicrobiana | al,1996;
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(APO 20) KOYAMA, et
al 2008;
TAKIDO et
al, 1960;
TAKIDO e
KITANAKA,
1986
2,6,8-Tri-hidroxi-1,7-dimetoxi- | S. obtusifolia, semente Antimicrobiana | YANG et
3-metilantraquinona (aurantio- S. tora al,2012; TAKI
obtusin) DO et al,
(APO 21) 1960;
TAKIDO e
KITANAKA,
1986; CHOI
et al, 1996
1,2-Di-hidroxi-6,7,8-trimetoxi- S. tora - - SHABANA
3-metilantraquinona (1- et al, 2000
desmetilcrisoobtusina)(APO
22)
1-Hidroxi-3,6,7,8-tetrametoxi- C. javanica Casca do - SANGHI et
2-metilantraquinona (APO 23) caule al,1999
3-[0-a-Ramnopiranosil- C. occidentalis Folhas - CHAUHAN
(1—6)O-p-D-galactopiranosil]- et al,2001
1-hidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-
metilantraquinona (APO 24)
2-B-D-Glicopiranosil—6,8-di- S. tora - - SHABANA
hidroxi-1,7-dimetoxi-3- et al, 2001
metilantraquinona (APO 25)
1-[O-a-Ramnopiranosil- S. tora - - SHABANA
(1—6)O-p-D-galactopiranosil]- et al, 2000
1-hidroxi-3,6,7,8-tetrametoxi-
2-metilantraquinona
(APO26)
1-[2-O-B-D-mannopiranosil -B- C. javanica Casca do - SANGHI et
D-alopiranosil]- 3,6,7,8- caule al,1999
tetrametoxi-2-
metilantraquinona
(APO27)
1,7,8-Tri-hidroxi-2,3- S. obtusifolia Semente Antiviral
dimetoxiantraquinona Bactericida GUO et al,
(APO28) 1998
1-Hidroxi-2-isopropil-3,6,7,8- | S. angustifolia | Semente - GUPTA et al,
tetrametoxiantraquinona 1998
(APO29)
3-B-Galactopiranosil-1,7,8-tri- S. grandis Vagem - VERMA et
hidroxi-4-metoxi-2- al,1996
metilantraquinona
(APO30)
2-B-Glicopiranosil-1-hidroxi— S. siamea - - ABDALLAH
6,7,8-trimetoxi-3- et al, 1994

metilantraguinona
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(APO31)
1,4-Di-hidroxi-6,7,8-trimetoxi- S. grandis Vagem - VERMA e
2-metilantraquinona SINHA,1994
(APO32)
1,3,5,8-Tetra-hidroxi-6- C. javanica Casca do - SING, 1988
metoxi-2-metilantraquinona caule
(APO33)
1,3,5,8-Tetrahidroxi-7-metoxi- C. javanica Casca do - SING, 1988
2-metilantraquinona caule
(APO34)
1,2,5,6-Tetrahidroxi-7,8- C. sophera Cerne - MALHOTRA
dimetoxi-3-metilantraquinona e MISRA,
(APO35) 1982
1,2,7-Tri-hidroxi-6,8-dimetoxi- C. sophera Cerne - MALHOTRA
3-metilantraquinona e MISRA,
(APO36) 1982
1,8-Di-hidroxi-3,5,7-trimetoxi- C. reginera Raiz - TIWARI e
2-metilantraquinona SINGH,1980
(APO37)
4,8-Di-hidroxi-1,6,7-trimetoxi- | Chamaecrista Casca da - BARBA et
3-metilantraquinona greggi raiz al,1994
(APO38)
1,4,6,7,8-Pentametoxi-3- Chamaecrista Casca da - BARBA et
metilantraquinona gregoi raiz al,1994
(APO39)
1,3,7-Tri-hidroxi-2,8-di- S. tora - Inibidor da HYUN et
metoxi-6-metil-antraquinona angiotensina al,2009
(APO40)
2,6- Di-hidroxi-1,7,8-tri- C. seeds - - XIE et
metoxi-3-metil-antraquinona al,2007
(APO41)
1,2- Di-hidroxi-6,7,8- C. seeds - - XIE et
trimetoxi-3-metilantraquinona al,2007
(APO42)
1,2,6-Tri-hidroxi-7,8-dimetoxi- C. seeds - - XIE et
3-metilantraquinona al,2007
(APO43)
1,2,6,8-Tetraidroxi-7-metoxi- C. seeds - - XIE et
3-metil-antraquinona al,2007
(APO44)
2-[B-D-glicopiranosil]- 1,6,7,8- | S. obtusifolia semente - ZHANG et
tetra-metoxi 3- al,2012;
metilantraquinona YANG et
(APOA45) al,2012
1,2,5,8-Tetra-hidroxi-6- S. grandis sementes - VERMA et
metoxi-3-metilantraquinona al, 1997
(AHO1)
2-[pB-D-glicopiranosil]- 1,4-di- S. grandis Vagem - VERMA e
hidroxi-5,6,7-trimetoxi 3- SINHA,1994
metilantraquinona
(AHO2)
1,2,4,8-Tetra-hidroxi-5,6- S. grandis Vagem - VERMA e
dimetoxi-3-metilantraquinona SINHA,1994

(AHO3)




43

1,3,5,8-Tetra-hidroxi-6,7- S. grandis Vagem - VERMA e
dimetoxi-2-metilantraquinona SINHA,1994
(AHO4)
1,2,4-Tri-hidroxi-5,6,7- S. grandis Vagem - VERMA e
trimetoxi-3-metilantraguinona SINHA,1994
(AHO5)
1,2,4,7-Tetra-hidroxi-5,8- C. javanica Casca do - SINHA e
dimetoxi-3-metilantraquinona caule VERNA,1994
(AHO6)
1,5,8-Tri-hidroxi-6,7-dimetoxi- C. reginera Raiz - TIWARI e
2-metil -3-O-a-L- SINGH,1979
ramnosilantraquinona
(AHO7)

1,1°,8,8’-Tetra-hidroxi-3,3’- S. siamea Casca da Antiviral, KOYAMA et

dimetil-2,2’-biantraquinona raiz Antitumoral al,2001;
(C.min C) KOYAMA et
(BAT1) al,2008

1,1°,8,8-Tetra-hidroxi-3,3’- C. occidentalis flores - TIWARI e

dimetil-4,4’-biantraquinona SINGH, 1977
(BAT2)

Crisofanol-10,10’- biantrona S. reticulata lenho - SANTOS,200
(BAT3) 7

Acido 1',1,8' 8-Tetrahidroxi- S. fistula vagem - MODI e
10,10'-biantraquinona-3°,3- KHORANA,
dicarboxilico (sennidina A) 1952

(BAT4)

Acido 1',1,8',8-Tetrahidroxi- S. fistula vagem - MODI e
10,10'-biantraquinona-3,6’- S. acutifolia KHORANA,
dicarboxilico (sennidina B) 1952; NAZIF

(BATS) et al,2000
Acido 1,1’-B-D-glicopiranosil- S. alata, S. Raiz Antillcera, PUTALUN et
3,8’ di-hidroxi-6,3’-carboxil- fistula Antiflngica al,2006;
10,10’-biantraquinona PAGUIGAN
(senosideo B) et al,2014
(BAT6)
Acido 1,1’-B-D-glicopiranosil- S. alata, S. Raiz Antillcera, PUTALUN et
8,8 di-hidroxi-6,6’-carboxil- fistula Antiflngica al,2006;
10,10’-biantraquinona PAGUIGAN
(senosideo A) et al,2014
(BAT7)
3,3’-Di-carbinol-1,1°,8,8°- S. tora, C. Semente - ETONIHU et
tetra-hidroxi-2,2’- occidentalis al,2008
biantraquinona
(BAT8)
Martianina (10,10'-crisofanol- S. martiana Talo Citotdxica, MACEDO,20
10-0xi-10,10'-bi-glucosideo) Antioxidante 09.
(BAT9)
1,1',8,8'-tetraidroxi-3,3'- S. tora Sementes - ETONIHU et
bis(hidroximetil)-2,2’- al,2008
biantraquinona
(BAT10)
Torosanina-9,10-quinona S. Folhas - ABEGAZ et
(BAT11) multiglandulosa al., 1994
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1,1°,6,8,8’-Penta-hidroxi-3,3’- S. siamea Casca da Antiviral KOYAMA et
dimetil-2,2’- Raiz al,2001;
biantraquinona(C.min A) KOYAMA et
(BAP1) al,2008
7’-Cloro-1,1°,6,8,8’-penta- S. siamea Casca da Antiviral, KOYAMA et
hidroxi-3,3’-dimetil-2,2’- Raiz Antitumoral al,2001;
biantraquinona KOYAMA et
(BAP2) al,2008
1,1°,6,8,8’-Penta-hidroxi-3,3’- S. siamea Casca da Antiviral, KOYAMA et
dimetil-2°,7-biantraquinona Raiz Antitumoral al,2001;
(siamin A) KOYAMA et
(BAP3) al,2008
1,1°,6,8,8’-Penta-hidroxi-3,3’- S. siamea Casca da Antiviral, KOYAMA et
dimetil-4,4’-biantraquinona Raiz Antitumoral al,2001;
(BAP4) KOYAMA et
al,2008
3’-Carbinol-1,1°,3,8,8’-penta- S. tora, C. Semente - ETONIHU et
hidroxi-6-metil-2,2’- occidentalis al,2008
biantraquinona
(BAP5S)
10-(Crisofanol-7-il)-10- S. Folhas - ALEMAYEH
hidroxicrisofanol-9-antrona longiracemosa U et al, 1993
(BAP 6)
5,10-Diidroxi-2-metil-9- S. didymobotrya | vagem - ALEMAYEH
(fisciona-7’-il)-1,4- U et al,1996
antraguinona
(BAPT)
1,1°,6,6°,8,8’-Hexa-hidroxi- S. siamea Casca da Antiviral, KOYAMA et
3,3’-dimetil-2,6’- Raiz Antitumoral al,2001,
biantraquinona(madagascarin) KOYAMA et
(BAH1) al,2008
1,1°,6,6’,8,8’-Hexa-hidroxi- S. siamea Casca da Antiviral, KOYAMA et
3,3’-dimetil-2,2’- Raiz Antitumoral al,2001;
biantraquinona (C.min B) KOYAMA et
(BAH2) al,2008
8-B-D-glicopiranosil-1,1",8’- C. torosa folhas - KITANAKA
tri-hidroxi-6,6’-dimetoxi-3,3’- e TAKIDO,
dimetil-5,7’-biantraquinona 1995
(toroside A)
(BAH3)
1,1°,8,8’-Tetra-hidroxi-6,6’- | C. didymobotrya | Folhas - DELLE et
dimetoxi-3,3’,7,7’-tetrametil- al,1991
5,5’-biantraquinona
(BAH4)
1,1°,8,8’-Tetra-hidroxi-6,6’- S. sophera Sementes - ALEMAYEH
dimetoxi-3,3” -dimetil-5,7’- U et al, 1998
biantraquinona
(BAH5)
Floribundona 1 C. floribunda, Folhas, - ALEMAYEH
(BAH6) C. torosa Flores U et al,1988;
KITANAKA

e
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TAKIDO,199
4
Floribundona 2 C. floribunda, Folhas, ALEMAYEH
(BAHT) C. torosa Flores U et
al,1988;KITA
NAKA e
TAKIDO,199
4
9-(Fisciona-7’-il)-5,10- S. sophera Semente ALEMAYEH
diidroxi-2-metoxi-7-metil-1,4- U et al, 1998
antraquinona(Sengulona)
(BAHS8)
9-(Fisciona-7’-il)-5,10- S. sophera Semente ALEMAYEH
diidroxi-7-metoxi-2-metil-1,4- U et al, 1998
antraquinona(lsosengulona)
(BAH9)
10-(Fisciona-7-il)-10- S. didymobotrya | vagem ALEMAYEH
hidroxicrisofanol-9-antrona U et al, 1996
(BAH10)
4.,4°.5,5’-Tetrahidroxi-2,2’- S. ocidentalis Semente SASTRY et
metoxi-9,9’-Biantraquinona al,2011
(BAH11)
1,1°,3,3’-Tetra-hidroxi- S. siamea Cerne SINGH et
6,6°,8,8’-tetrametoxi-2,2’- al,1992
dimetil-4,4’-biantraquinona
(BAO1)
1,1°,3,3’,8,8’-Hexa-hidroxi- C. hirsuta Semente SINGH e
6,6’-dimetoxi-2,2’-dimetil- SINGH, 1986

4,4’-biantraquinona (BAO2)

Representacdo Estrutural das antraquinoonas isoladas de espécies de Senna e Cassia
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4.3 Consideragdes sobre flavonoides.

Os flavonoides sdo considerados o maior grupo de metabdlitos secundarios das
plantas, s@o encontrados vastamente em frutas, folhas, chas e vinhos. Sdo também pigmentos
naturais importantes e as suas principais funcdes nas plantas € a protecdo da radiacdo UV, a
protecdo contra microrganismos, acao antioxidante, inibicdo enzimatica, entre outras. (LOPES
et al. 2000) Devido a essa caracteristica, sdo amplamente utilizados nas inddstrias
farmacéuticas, alimenticias, cosmetica, como antioxidantes naturais.

Flavonoides é uma classe de compostos fendlicos que possuem em sua estrutura um
difenil propano (C6-C3-C6), com dois anéis benzénicos (A e B), ligados a um anel pirano (C)
Figura 5.

Figura 5 - Esqueleto basico dos flavonoides

Os flavonoides podem sofrer variagfes quimicas em seus trés anéis, principalmente
no anel pirano (C), ele é o responsavel pela formacédo da maioria das diferentes classes destes
compostos. Atualmente sdo conhecidos mais de oito mil compostos flavonoidicos, sendo as
suas principais classes os flavondis (quercetina), flavonas (luteolina), flavanonas (naringenina),
flavanas (epicatequina), isoflavonoides (genisteina) e antocianinas (cianidina) (Figura 6).
(PIETTA, 2000; BHAGWAT, 2011).

Os flavonoides fazem parte de uma ampla classe de substancias quimicas de origem
natural, cuja sintese ndo ocorre em seres humanos. Entretanto, apresentam uma série de
propriedades farmacoldgicas que lhes permite atuar em sistemas bioldgicos e assim favorecer
a salde humana. (PETERSON et al.,2003).

As principais fontes de flavonoides incluem frutos (uvas, cerejas, maca, groselhas,
frutas citricas, entre outros) e hortalicas (pimenta, tomate, espinafre, cebola, brocolis, dentre
outras folhosas), sendo seu consumo ideal estimado para a dieta humana, entre 1-2g por dia
(HOLMMAN et al., 1997). A quercetina, 0 mais abundante flavondide presente na dieta
humana, representa cerca de 95% do total dos flavonoides ingeridos (NIJVELDT et al., 2001).



63

Figura 6 - Estruturas basicas das principais classes de flavonoides

ISOFLAVONOIDE ANTOCIANINA

FLAVANAS

4.4 Pesquisa bibliogréafica dos flavonoides isoladas e Senna e Cassia spp.

Foi realizado uma pesquisa bibliografica de todos os flavonoides isolados de
espécies de Senna e “Cassia ja relatadas na literatura até o ano de 2017, utilizando como
ferramentas de busca eletronica o Scifinder Scolar 2007, Web of Science, Science direct, Scopus
e Google académico. Foram utilizadas diferentes palavras-chave, as quais encontram-se

expostas na Tabela 3.

Tabela 3 - NUmero de registros da pesquisa bibliografica

PALAVRAS -CHAVE REGISTROS NA
LITERATURA

Senna 7335

Cassia 9254

Flavonoide 76734
Cassia/flavonoide 1537
Senna/flavonoide 504

Flavonoide/atividade 63134

Flavonoide/antioxidante 40513
Flavonoide/larvicida 569
Flavonoide/acetilcolinesterase 1607

Foi possivel identificar 38 espécies de Senna e Cassia. com relatos de identificacédo
e isolamento de diferentes flavonoides. Ao todo foram identificados 124 flavonoides, sendo que

55% do banco de dados encontram-se na forma glicosilada e 45 % na forma livre (aglicosilada).
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Na Tabela 4, encontram-se listados todos os flavonoides encontrados nas 38 espécies de Senna
e Cassia e suas respectivas bioatividades comprovadas.

Foram relatadas para os flavonoides, inumeras atividades, dentre elas, atividade
antimaldrica, antiviral, hepatoprotetora, antifingica, dentre outras, sendo a atividade
antioxidante a mais relatada, onde 34 dos 124 compostos apresentaram essa atividade,
comprovando que que os flavonoides sao reconhecidos antioxidantes naturais, sendo utilizados
vastamente pelas industrias farmacéuticas e alimenticias. O perfil biofarmacologico dos
flavonoides isolados de Senna e Cassia spp. esté apresentado no grafico 3 e a representacdo da
porcentagem de flavonoides glicosilados e aglicosilados, esta representado no gréafico 4.

Gréfico 3 - Perfil farmacoldgico dos flavonoides isolados de Senna e Cassia spp.
40
B Antimalarica
W Antioxidante

B Antifiingica

m Antiviral
20
15 W Hepatoprotetora
10 mInibidor da Angiotensina
: ' I I Antimicrobiana
0 =
Inibidor da

Numero de composios Acetilcoline sterase

Gréfico 4 - Representacdo grafica da porcentagem de flavonoides glicosilados e aglicosilados.
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Tabela 4 - Flavonoides isolados de espécies de Senna e Cassia e suas respectivas atividades

farmacologicas.

Flavonoide

Planta Local Atividade Referéncia
2, 4-trans-7, 4' — C. abreviata - Antimalarica MUTHAURA et
diidroxi-4-metoxi al. (2007);
flavona (FLAV1) DEHMLOW et
al.,. (1998)
Quercetina C. absus; Todas as partes | Antimicrobiana; RAO et
(FLAV2) S.didymobotrya das plantas Antioxidante; al,1979;MALPA
; C.glauca;C. Antiviral; NI e RAJPUT
javanica;C. Hepatoprotetora 2013;DELLE
laevigata; MONACHE et
C.nodosa; al,1991; HATA
S.occidentalis; etal,1979; RAI
S. obtusifolia; etal., 1997;
C. reginera; TIWARI e
S. siamea; S. YADAVA,
splendida; S. 1971;SINGH e
surattensis; S. TIWARI, 1978;
skinneri; S. tora DAULAT et
al,2012; SINGH
et al,2011; LI et
al,2015;
OLIVEIRA,201
5; EL-SAWI e
SLEEM, 2010;
BAEZ et
al,1999; VATS e
KAMAL, 2014
Rutina S.skinneri; S. | Todas as partes | Hepatoprotetora; EL-SAWI e
(FLAV 3) surattensis; das plantas Inibidor da SLEEM, 2010;
S.splendida; Angiotensing; OLIVEIRA et
S.multijuga; S. Antioxidante; al., 2015;
macranthera; Inibidor da SERRANO et
C. italica; S. Acetilcolinesteras al,2010;
hirsuta; C. e; Antimicrobiana GUARIZE et
glauca; S. al,2012;0LIVEI
gardneri; S RA, 2015 ;
cana; S. GHANADI et
auriculata; al,2000; EL-
C.absus SAYED et
al,1992; RAO et
al,1999; EL-
SAYED et
al,2011;
OLIVEIRA
2015; ZHANG
et al,2015; RAO
etal,1979
Apigenina C. absus; S. Sementes; Antioxidante; KOSTOVA e
(FLAV 4) didymobotrya; Antimicrobiana | RANGASWAM
C. glauca; C. 11977; DELLE
italica; C. MONACHE et
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occidentalis; S. al,1991; EL-
siamea SAYED et
al,2011; EL-
SAYED et
al,1992;
YADAYV et
al,2010;
KRISHNA &
NARAYANA
(1978)
Luteolina S. tora; C. Folhas; Caule; Antioxidante; VATS e
(FLAVS) torosa; S. Raiz Antimicroniaba | KAMAL, 2014;
splendida; S. KITANAKA e
siamea; C. TAKIDO, 1992;
nomame; C. OLIVEIRA
glauca; S. 2015;
didymobotrya; KRISHNA &
C. absus NARAYANA,
1978, EL-
SAYED et
al,2011; DELLE
MONACHE et
al,1991;
KOSTOVA e
RANGASWAM
11977
Campferol-3- S. alata Folhas - MORIYAMA et
gentiobiosideo al,2001;
(FLAV®6) HENNEBELLE
et al,2009;
Campferol S. tora; S. Todas as partes Antioxidante; VATS e
(FLAVTY) siamea; C. das plantas Antiviral; KAMAL, 2014;
regenera; Antimicrobiana; LI et al,2015;
C.nodosa; S. Antifertilidade; SINGH et
fistula; S. Fungicida al,2011; SINGH
didymobotrya; et al,2012;
S. alata LUXIMON-
RAMMA et
al,2002; DELLE
MONACHE et
al,1991;
RAHMAN et
al,2008
2,5,7,4’-Tetraidroxi S. alata Folhas Fungicida RAHMAN et
isoflavona al,2008
(FLAVS)
Crisoeriol-7-O-(2”’- S. alata Sementes - HENNEBELLE
O-B-D- et al,2009.

mannopiranosil)-p-D-
allopiranosideo
(FLAV9)
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Campferol-3-O-B-D- S. alata; S. Folhas HENNEBELLE
glucopiranosideo angustifolia; et al,2009;
(FLAV10) SINGH et
al,1995
Ramnetin-3-O-(2°’- S. alata Sementes HENNEBELLE
O-p-D- et al,2009.
mannopiranosil)-p-D-
allopiranosideo
(FLAV11)
Santal (7-O- S. alata Caule HENNEBELLE
metillorobol) et al,2009.
(FLAV12)
5,7,.4’-Triidroxi- S. angustifolia Sementes - GUPTA et
6,8,3”,6’-tetrametoxi- al,2002
2,3-diidroflavonol
(FLAV13)
Campferol-3-O- S. angustifolia Folhas - WU et al, 2009
[(6°°-O-trans-
sinnapoil)-B-D-
glucopiranosil(1—6)]
-B-D-
glucopiranosideo
(FLAV14)
Epicatequina C. angustifolia; | Folhas; Flores; Antioxidante LAGHARI et
(FLAV15) S. fistula; S. Raizes; Caule al,2011; LEE et
macranthera al,2003;
OLIVEIRA
2015;
(-)-(2S)-6-metoxi- S. angustifolia | Folhas; Flores Antioxidante LAGHARI et
[2°°,37°:7,8]furano al,2011
flavanona
(FLAV16)
Camperol-3-O- S. angustifolia | Folhas; Flores Antioxidante LAGHARI et
sulfato-7-O-c- al,2011
arabinopiranosideo
(FLAV17)

(25)-7,8,bis-3,4’- S. angustifolia Folhas; Flores Antioxidante LAGHARI et
(2,2-dimetil- al,2011
cromano)-5-

hidroxiflavanona

(FLAV18)
3,7-diidroxi-4’,8- S. angustifolia Folhas; Flores Antioxidante LAGHARI et
dimetoxiflavona al,2011
(FLAV19)
14-Hidroxiartinina E | S. angustifolia Folhas; Flores Antioxidante LAGHARI et
(FLAV20) al,2011
Penduletina C. corymbosa Frutos - DE RUIZ et al.,
(FLAV21) 1996;
Auricuoflavonosideo C. auriculata Sementes - ZHANG et
I (FLAV22) al,2015

Isoramnetina-3-O- C. auriculata Sementes - ZHANG et

rutinosideo al,2015
(FLAV23)
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quercetina 3-O-f-D- | C. auriculata; Sementes; Antioxidante; ZHANG et
glucopiranosideo S. gardineri; C. | Raizes; Folhas Antimicrobiana al,2015;
(FLAV24) glauca; S. OLIVEIRA
macranthera 2015; EL-
SAYED et
al,2011;
5-methoxyluteolin -7- | C. auriculata; Sementes - ZHANG et
O- B -D- al,2015
glucopyranoside
(FLAV25)
7,4’-diidroxi-5,3’- C. auriculata; Sementes - ZHANG et
dimetoxiflavona 7-O- al,2015
p -D-
glucopiranosideo
(FLAV26)
Vicenina Il C. auriculata; Sementes - ZHANG et
(FLAV27) al,2015
Lucenina Il C. auriculata; Sementes - ZHANG et
(FLAV28) al,2015
Stellarina 2 C. auriculata; Sementes - ZHANG et
(FLAV29) al,2015
quercetina 3-O- B -D- | C. auriculata; Sementes - ZHANG et
glucopiranosil(1—2)[ al,2015
o-L-
ramnopiranosil(1—6)
1B -D-
glucopiranosideo
(FLAV30)
Miricetina-3-0O-a-L- C. biflora - - AHMAD et
ramnopiranosideo al,1991
(FLAV31)
Quercetina — 3-O-[ B C. biflora - - AHMAD et
- D - galactopiranosil- al,1991
(1—6)-0-L —
Ramnopiranosideo
(FLAV32)
Quercetina 3-metil S. Raiz - DELLE
éter (FLAV33) didymobotria; MONACHE et
S. al,1991;
lindheimeriana BARBA et
al,1992
7,4’-diidroxi-5,3’- S. didymabotria - - DELLE
dimetoxiflavona MONACHE et
(FLAV34) al,1991
7,4-diidroxi-3,5,3’- | S. didymaobotria - - DELLE
trimetoxiflavona MONACHE et
(FLAV35) al,1991
(-)Epiafzelequina S. fistula Sementes; Antioxidante PATIL e
(FLAV36) Flores DESHPANDE,
1982;
LUXIMON-
RAMMA et

al,2002
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(-) Catequina S. fistula; S. Sementes; Raiz Antioxidante PATIL e
(FLAV37) grandis; S. DESHPANDE,
macranthera 1982;
GONZALEZ et
al,1996;
OLIVEIRA
2015;
(+)Epiafzelequina S. fistula Sementes; Antioxidante PATIL e
(FLAV38) Flores DESHPANDE,
1982;
LUXIMON-
RAMMA et
al,2002
Procianidina B2 S. fistula; S. Folhas, Raizes, Antioxidante LUXIMON-
(FLAV39) macranthera Flores RAMMA et
al,2002;
OLIVEIRA
2015;
Licoisoflavona S. fistula Caule Antiviral ZHAO et
(FLAV 40) al,2013
Ramnetina-3-O- S. fistula Flores Antioxidante LUXIMON-
Gentiobiosideo RAMMA et
(FLAV 41) al, 2002
(3S)-3°,7-diidroxi- S. fistula Caule Antiviral ZHAO et
2’4’5 8- al, 2013
tetrametoxisoflavan
(FLAV 42)
(3S)-7-Hidroxi- S. fistula Caule Antiviral ZHAO et
2°,3°,4,5 8- al, 2013
tetrametoxiisoflavan
(FLAV 43)
MorusiunnansinsF S. fistula Caule Antiviral ZHAO et
(FLAV 44) al,2013
(2S)-2’,4’-diidroxi-7- S. fistula Caule Antiviral ZHAO et
metoxi-8-prenil- al, 2013
flavan (FLAV 45)
Fistulaflavonoide B S. fistula Caule Antiviral ZHAO et
(FLAV 46) al,2013
Fistulaflavonoide C S. fistula Caule Antiviral ZHAO et
(FLAV 47) al,2013
Rhamnocitrina C. garretiana Cerne - HATA et
(FLAV 48) al, 1979
Rhamnetina C. garretiana Cerne - HATA et
(FLAV 49) al, 1979
Quercitrina S. gardineri; Folhas; Raizes Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV 50) S. georgica 2015
Quercetina S. splendida; S. | Folhas, Caule, Antioxidante OLIVEIRA
glicoarabinose gardineri Flores 2015
(Peltatosideo)
(FLAV51)
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Rutina pentosideo S. gardineri; Folhas; Raizes Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV 52) 2015

Di-hidromiricetina S. gardinert; Folhas; Raizes Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV 53) S. georgica 2015

Rutina glicosideo S. georgica Folhas; Raizes; Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV 54) Caule 2015

Quercetina 3, 4°- S. gedrgica Folhas; Raizes; Antioxidante OLIVEIRA

diglicosideo Caule 2015
(FLAV55)

Camperol-3-0-a- S. glauca; S. Folhas; Flores Antioxidante EL-SAYED et
rutinosideo hirsuta; S. al,2011; RAO et
(FLAV56) macranthera al,1999;

OLIVEIRA
2015;
5,7-Diidroxi-4’- C. glauca Vagem - RAI, KUMAR e
metoxi flavonol-3-0O- SINGH,1997
p-D-

galactopiranosideo
(FLAV57)

Centaureidina S. grandis Raiz - GONZALEZ et
(FLAV58) al, 1996
Camperol 3-O-a-L- S. hirsuta Flores - RAO et al, 1999
ramnopiranosil (1-2)-
o-L-

ramnopiranosideo
(FLAV59)

Isoramnetina S. italica Toda a planta - EL-SAYED et
(FLAV60) al,1992
Tamarixetin 3-O- S. italica Toda a planta - EL-SAYED et
rutinosideo-7-O- al,1992

rhamnosideo
(FLAV61)

Naringenina-7- C. javanica Flores - PERVEZ et
glucosideo al, 1995
(FLAV62)

7,4,3-glucosideo de C. javanica Flores - PERVEZ et
pelargonidina al,1995
(FLAV63)
Javanina C. javanica Folhas - CHAKRABART
(FLAV64) Y etal,1984
leucocianidina- 4’- C. javanica Flores - TIWARI e
O-metil eter-3-O-B- YADAVA, 1971
D-galactopiranosideo
(FLAV65)
Diidroramnetina-3-O- C. javanica Flores - TIWARI e
B-D glucopiranosideo YADAVA, 1971
(FLAV66)
Quercetina-3’,4>, 7- C. javanica Flores - TIWARI e
trimetil eter-3-O-f3- YADAVA, 1971
D-ramnopiranosideo
(FLAVE7)
Ombuina C. laevigata Folhas - SINGH e
(FLAV68) TIWARI, 1980




3,5,3triidroxi—7,4'- C. laevigata Vagem - SINGH e
dimetoxi flavona—3— TIWARI, 1977
0-B-D(+)
galactopiranosideo
(FLAV69)

3,5-diidroxi—7,3',4'— C. laevigata Vagem - SINGH e

trimetoxi flavona—3— TIWARI, 1977

O-B-D(+) galactosil—

O-B-D(+)
galactopiranosideo
(FLAV70)
3,7,3’,4’-Tetraidroxi- S. Raiz - BARBA et
flavona lindheimeriana al,1992
(FLAVT1)
7,3°,4’-Triidroxi-3- S. Raiz - BARBA et
metoxi-flavona lindheimeriana al,1992
(FLAV72)
3,7,3’.4’-Tetraidroxi- S. Raiz - BARBA et
5-metoxi-flavona lindheimeriana al, 1992
(FLAV73)

(2R*,35",4S"2°R*3” | S. macranthera | Folhas, Caule Antioxidante; KLIKA et
S™)-guibourtinidol- al,2015;
(4a—8)-catequina OLIVEIRA

(FLAV74) 2015

Galocatequina S. macranthera | Folhas, Caule Antioxidante; OLIVEIRA
(FLAV75) 2015

Quercetina 3-0-a-L- C. marginata | Casca do caule - CHAUHAN et
ramnopiranosil (1- al,2002

>2)- B-D-
glucopiranosil (1-
>6)- B -D-
galactopiranosideo
(FLAV76)
Campferol 3-0- a - C. marginata | Casca do caule - CHAUHAN et
ramnopiranosil (1 - al,2002
>2)- B -D-
glucopiranosil (1 -
>6.)- B -D-
galactopiranosideo
(FLAVTT)
5,7 diidroxi-6-metoxi C. marginata Sementes - GUPTA et
flavone 4’-O- al,1989
neohesperidoside
(FLAV78)
5,7 diidroxi-3°,4’- C. marginata Sementes - GUPTA et
metilenedioxil al,1989
flavona (FLAV79)

Camperol-3-O- C. nodosa Folhas - KUMAR et
ramnosideo al,2006;
(FLAVS80) ILYAS et

al, 1995

Quercetina-3-0O- C. nodosa Folhas - ILYAS et

ramnosideo

al, 1995
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(FLAV81)

Quercetina-3-0O- C. nodosa Folhas - KUMAR et

arabinosideo al,2006;

(FLAVS2)

Camperol-7-O- C. nodosa; C. Flores Antifertilidade; SINGH et
glucosideo reginera Antimicrobiana | al,2012; SINGH
(FLAV83) etal, 2011

Flavona C. nodosa Folhas - KUMAR et

(FLAV84) al,2006

Demetil C. nomame Folhas - KITANAKA e
torosaflavona C TAKIDO,1992

(FLAVS85)

Demetil C. nomame Folhas - KITANAKA e
torosaflavona D TAKIDO,1992

(FLAV86)

Vitexina C. nomame Folhas - KITANAKA e

(FLAVS7) TAKIDO,1992

Luteolina-7- C. nomame Folhas - KITANAKA e
glucosideo TAKIDO,1992

(FLAVS3)

7,3°,4- C. nomame Folhas - KITANAKA e
triidroxiflavanona TAKIDO,1992

(FLAV89)

C. occidentalina A C. occidentalis Partes aéreas - HATANO et
(FLAV90) al, 1999
C.occidentalins B C. occidentalis Partes aéreas - HATANO et
(FLAV91) al, 1999
C.occidentalins C C. occidentalis Partes aéreas - HATANO et
(FLAV92) al, 1999

5,3’,4’-Tetraidroxi-7- | C. occidentalis Vagens - SINGH e

metoxiflavona 3-O- SINGH 1985
(2”’-ramnosil
glucosideo)

(FLAV93)
5,4’-Triidroxi-3,6,3’- | C. occidentalis Vagens - SINGH e
trimetoxiflavona-7- SINGH 1985

0-(2’-ramnosil
glucosideo)

(FLAV94)

4'7-Di- O C. petersiana Caule - COETZEE et
metilC.flavan-(40— al,2000
8)-3'.4'5,7-tetra- O -

metil-3- O -
acetilepicatequina

(FLAV95)

4'7-Di- O -metil-ent- | C. petersiana Caule - COETZEE et
C.flavan-(4p—8)- al,2000
3',4'5,7-tetra- O -

metil-3- O -
acetilepicatequina

(FLAV96)

4' 7-Di- O - C. petersiana Caule - COETZEE et

metilC.flavan-(4 o— al, 2000

6)-3'4'5,7-tetra-




O -metil-3- O -
acetilepicatequina
(FLAV97)

4'7-Di- O -
metilC.flavan-
(4p—8)-3'4"'5,7-
tetra-

O -metil-3- O -
acetilepicatequina
(FLAV98)

C. petersiana

Caule

COETZEE et
al, 2000

4'7-Di- O -
metilC.flavan-
(4B —8)-
3'.4'5"5,7-penta- O
-metil-3- O -
acetilepigallocatequin
a (FLAV99)

C. petersiana

Caule

COETZEE et
al,2000

4'7-Di-O-
metilC.flavan-
(40—8)-
3.4'5"5,7-penta-O-
metil-3-O-
acetilepigallocatequin
a (FLAV100)

C. petersiana

Caule

COETZEE et
al,2000

Quercetagetina-3,7-
dimetil éter
(FLAV101)

C. reginera

Casca do Caule

TIWARI e
BAJPAI, 1977

5-Hidroxi-6,7,3’,4,5’-
pentametoxiflavanon
a5-0O-a-L-
ramnopiranosideo
(FLAV102)

C. reginera

Casca do Caule

TIWARI e
BAJPAI, 1977

(3R) 7,2',4'-triidroxi-
3'-metoxi-5-
metoxicarbonil-
isoflavanona
(FLAV103)

S. siamea

Caule

Antiviral

HU et al, 2013

(3R) 7,2'-dihidroxi-
3',4'-dimetioxi-5-
metoxicarbonil-
isoflavanona
(FLAV104)

S. siamea

Caule

Antiviral

HU et al, 2013

Uncinanone E
(FLAV105)

S. siamea

Caule

Antiviral

HU et al,2013

5,7-Diidroxi-2’-
metoxi-3°,4’-

metilenodioxi-
isoflavanona
(FLAV106)

S. siamea

Caule

Antiviral

HU et al,2013

Campferol 3-O-
ramnosideo-7-O-
glucosideo
(FLAV107)

S. spectabilis

Flores

GANAPATY et
al,2002
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Isoramnetina S. splendida Folhas; Raizes Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV108) 2015
Miricetina S. splendida; S. Caule; Raiz Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV109) gardneri 2015
Campferol S. splendida Folhas Antioxidante OLIVEIRA
glucoarabinosideo 2015
(FLAV110)

Campferol 4°, 7- S. splendida Folhas Antioxidante OLIVEIRA
diglicosideo 2015
(FLAV111)

Quercetina 3, 4°- S. splendida; S. | Folhas, Flores; Antioxidante OLIVEIRA
diglicosideo gardineri Caule 2015
(FLAV112)

Quercetina-3-0O- S. splendida; S. | Folhas; Raizes Antioxidante OLIVEIRA

glucoside 7-0O- gardineri; S. 2015
ramnosideo macranthera
(FLAV113)

5,7-Dimetoxi Rutina S. skinneri Raiz - BAEZ et al, 1999

(FLAV114)

5,7-Dimetoxi S. skinneri Raiz - BAEZ et al, 1999
Quercetina
(FLAV115)

Torosaflavona C C. torosa Folhas - KITANAKA e
(FLAV116) TAKIDO, 1991

Torosaflavona D C. torosa Folhas - KITANAKA e
(FLAV117) TAKIDO, 1991

Torosaflavona B 3'- C. torosa Folhas - KITANAKA e
O-D- TAKIDO, 1992
glucopiranosideo
Diosmetina
(FLAV118)
Diosmetin 3'-O-B-D- C. torosa Folhas - KITANAKA e

glicopiranosideo TAKIDO, 1992
(FLAV 119)

Luteolina-7-O-f- C. torosa; S. Folhas Antipsoriatica KITANAKA e

glucopiranosideo tora TAKIDO, 1992;
(FLAV120) GEETHA, 2014;

S. tora Folhas Antipsoriarica GEETHA, 2014;
Formononetina-7-O-
glicosideo
(FLAV 121)
Quercetin-3-0O-p-D- S. tora Folhas Antipsoriarica GEETHA, 2014;
glicuronideo
(FLAV 122)

Procianidina B1 S. macranthera Caule Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV123) 2015

Epigalocatequina S. macranthera | Folhas; Raizes Antioxidante OLIVEIRA
(FLAV124) 2015

Representacdo Estrutural dos flavonoides isolados de espécies de Senna e Canna
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospecgdo Quimica
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A prospeccdo quimica dos extratos hexanicos obtidos de S. cana e S. pendula,
EHSCC, EHSCF, EHSPC, EHSPF e EHSPFI foram positivas apenas para antraquinonas,
triterpenos. J& os extratos etandlicos EESCC, EESCF, EESPC, EESPF e EESPFI apresentaram

resultados positivos para presenca de antraquinonas, flavonoides, triterpenos, taninos e

xantonas Os resultados para a triagem quimica dos extratos etandlicos estdo expostos na Tabela

5. Estes metabolitos sdo freqlientemente encontrados em espécies de Senna (MACEDO et al,

2016). Para os extratos de S. fistula e S. obstusifolia, todos apresentaram resultado positivo para

flavonoides (flavonas, flavonols).

Tabela 5 - Prospec¢do Quimica para os extratos etanélicos das espécies de Senna.

EESCF EESCC EESPF EESPC EESPFI

CLASS!ES DE
METABOLITOS
Alcaloides (-)
Antocianidinas (-)
Antraquinonas (+)
Esteroides (+)
Flavonas (+)
Flavonols (+)
Saponinas (-)
Taninos (+)
Xanonas (+)

(-)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(-)
(+)
(+)

(-)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(-)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(-)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

“(+) presenca (- ) auséncia

“Espécies denominadas por: (EESCC) Extrato etandlico S. cana caule, (EESCF) Extrato etan6lico
S.cana folhas, (EESPC) Extrato etan6lico S. pendula caule, (EESPFI) Extrato etandlico S. pendula
flores, (EESPF) Extrato etandlico S.pendula folhas.
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5.2 Desreplicagdo dos extratos etanolicos de Senna cana e Senna pendula por
CLAE/DAD/EM

5.2.1 Anélise Qualitativa em extratos de espécies de Senna

Os extratos etanolicos das diferentes partes de S. cana e S. pendula, foram
submetidos a analise por CLAE/DAD/EM, de acordo com a metodologia descrita no capitulo
de procedimento experimental (capitulo 7) deste trabalho. Esta metodologia utilizada, foi
baseada em Owen et al., 2000 e Khallouki et al. 2007

Os espectros obtidos para um dos extratos estudados (EHSPFI) séo apresentados na
figura 7. Os demais cromatogramas encontram-se no Anexo (Anexo A - D pags. 253-256). Os
cromatogramas obtidos por CLAE/DAD foram adquiridos em 278, 340 e 257nm. Para a
identificacdo dos constituintes, os espectros de absorcdo nas regides do visivel e ultravioleta
(UV-VIS) obtidos para cada composto detectado no cromatograma (Figura 8), sdo comparados
com espectros de padrdes existentes na espectroteca do equipamento. Para confirmacdo da
identificacdo realizada por UV-VIS, os espectros de massas (EM) de cada substancia detectada,

também séo obtidos e comparados com os EM de padrdes (Figura 9).

Figura 7 - Cromatogramas obtidos por CLAE/DAD do extrato etanolico das flores de Senna
pendula (EHSPFI) adquiridos em 278, 340 e 257nm.

uvares

1 ]
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. ! 1 ‘_,/WL
20 -"‘—'—m'-\N‘*
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*Compostos fendlicos majoritarios identificados: (1) Epigalocatequina; (2) Epicatequina; (3) Quercetina diglicosideo; (4)
Rutina; (5)Quercetina glicosideo; (6)Guiboutinidol; (7)Quercetina; (8)Luteolina.
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Figura 8 - Espectros de absorcao nas regides do visivel e ultravioleta (DAD) das substancias
identificadas no extrato etandlico das flores de Senna pendula.

DADI, 17,629 (15, ImAU, Epizalocatequina

DADI, 23,383 ( 27,3 mAL, -) Epicatequina

nat
s OH
1 3
i [
]
" w :
) o
A
5
s T T T T T T T T ¥ T T T T T T T T
200 ez} 0 i el k] 200 i Ll il = =0 s 30 3 350 k) i
DADI, 20,090 19.1 mAT, -}Quercetina diglicosiden )JC[::H DADI, 33694 ( 11.6 mAL, -) Rotina oH
maALl OH
128 o KJ: m:
10 I
75 : . HO,
5 UH O a H<‘\o _~OH
25
2 — —0H
o HE
28 4 o ) }
oy T T T T LA T o i i i . . \AD %
ELL ki) 20 204 £l £ o S nm 2 25 25 218 am 325 e
DA, 36515 21, Ap) Querceina glicasen oH i DADL, 37,372 (19,3mAU, -} Guiboutinidol
nall - .-/—Er\
] s AT
Ta- =
.
54 L 0. O
1 = l T |
& | e CH,
a2 ETE .__ o z
= /
2 T T T T T T T T 0w e }J‘
M 225 50 a5 m 328 30 375 im| = = N T = 7. ~ R ~ R =" "N T. "R =
DADL, 30,105 (64.4 mAL, -) Quercetina o DADI, 40,075 (14.2 mAU, -) Luteclina on
mAl mild
- 0OH o b, 0OH
= \ HO o, ‘ LR 0 O
: 4@ : g
m \ oH i3 \\
10 02 O 2 OH ©
i 7
N T T T T T T T T " T T T T T T T T
m b 25 s 0 nE 38 pri m a0 12 75




91

Figura 9 - Espectros de massas das substancias identificadas no extrato etanolico das flores de
Senna pendula
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Nos ultimos anos a técnica de desreplicacdo de metabdlitos tem sido utilizada, com
0 intuito de encontrar novos marcadores quimicos para géneros e espécies de plantas e
substancias estruturalmente inéditas que apresentem diferentes atividades bioldgicas e
farmacologicas orientando a selecdo dos extratos a serem investigados mais profundamente.
Esta técnica esta em continuo desenvolvimento e aqueles baseados no uso de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-IES/EM) em especial, sdo muito sensiveis e ja fornecem
informagdes estruturais, mecanismo de fragmentacdes e ainda podem ser acopladas a outras
técnicas, como por exemplo, ultravioleta (UV) e ressonancia magnética nuclear (RMN),
acoplado ao banco de dados e injecdo de padrbes (OLIVEIRA, 2015).

Com o uso da desreplicacdo, é possivel avaliar a variabilidade quimica inter e
intraespecifica de espécies, permitindo a comparacgdo do perfil, a verificacdo da ocorréncia de
metabolitos descritos em extratos ndo estudados, sem a necessidade de isolamento e localizacéo

de fontes adicionais de substancias de interesse. Sabe-se que, para algumas espécies, a
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composi¢do quimica quali e quantitativa pode sofrer variagbes (SANTOS, 2007), e estas
informacdes podem orientar aplicacdes e estudos futuros destas espécies.

A desreplicacéo aplicada aos cinco extratos estudados, possibilitou a identificacdo
de 13 compostos diferentes, em que os mais frequentes foram a epicatequina e a (2R, 3S, 4S,
2’’R, 3°’S)-guibourtinidol-(40—28)- catequina, que estiveram presentes em quatro dos extratos
utilizados (Fig 10). o flavonoide glicosilado rutina, destacou-se também, tendo sido
identificado em trés dos cinco extratos. A rutina foi isolada pela primeira vez em 1930, quando
foi classificada e denominada de vitamina P, sendo posteriormente incluida como um
flavonoide, muito frequente em espécies de plantas e que apresenta significantes propriedades
biofarmacoldgicas. Em estudos anteriores, realizados no nosso grupo de laboratdrio, a rutina ja
tinha sido identificada e isolada em outras espécies de Senna, tais como a Senna gardneri,
S.splendida, S.macrantera var pudibunda e S. trachypus (OLIVEIRA, 2015).

O extrato das flores da S. pendula, foi 0 que apresentou a maior variabilidade
quimica, tendo como compostos majoritarios, a quercetina-3-O-glicosideo, quercetina e

luteolina.

Tabela 6 - Compostos identificados nos extratos de espécies de Senna estudados.

TEMP DAD HPLC-IES-EM Espécies de

®) Compostos Senna

mln ;\. nm [M‘H]- [ZM‘H]-

16,332 Epigalocatequina (1) 230,275 305 611 (SPF), (SPFI)

(SCQO)

17,270 (+)-Catequina( 11) 235,280 289 579 (SPC)

21,127 Procianidina B2 ( 111) 235,280 577 --- (SPC)
21,695 Epicatequina (1V) 230,280 289 579 (SPF) (SPFI),
(SPC), (SCF)

29,090 Quercetina 3, 4°-diglicosideo (V) 260,360 625 1251 (SPFI)
29,376 Quercetina glicoarabinose 255,355 595 1191 (SCC), (SCFH)

(Peltatosideo) (V1)
31,076 Campferol glicoarabinosideo (VII) | 230,275, 579 1159 (SCF)
355

32,649 Rutina (VIII) 255,355 609 1219 (SPFI),
(SCQ), (SCF)

36,503 Quercetina-3-O-glucosideo ( 1X) 256,350 463 927 (SPFI)

36,942 Campferol rutinosideo ( X) 230,260, 593 1187 (SCF)

350
36,240 (2R, 38, 4S,2°R,3°S)- 545 1091 | (SPF), (SPFI),
Guiboutinidol-(40—38)- catequina (SPC), (SCF)
(X1)
40,080 Quercetina ( XI1) 260,370 301 603 (SPFI)
43,142 Luteolina ( XI11) 255,350 285 571 (SPFI)




95

Espécies denominadas por: (SCC) S. cana caule, (SCF) S.cana folhas, (SPC) S. pendula caule, (SPFI)
S. pendula flores, (SPF) S.pendula folhas.
Figura 10 - Representacdo estrutural dos 13 compostos identificados nas espécies de Senna.
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Das substancias identificadas nos extratos etandlicos em analise, pode-se perceber
que as duas espécies de Senna estudadas apresentaram diferencas e similaridades em sua
composicdo quimica. Inesperadamente, ndo foram detectados nestes extratos, compostos
antraquindnicos na forma glicosilada, embora estes compostos na forma livre tenham sido
isolados do extrato hexanico das mesmas espécies. Pode-se atribuir esta auséncia a uma possivel
variabilidade quimica sazonal, como ocorre com outras espécies (DASTMALCHI e
DHAUBHADEL, 2015; MONTEIRO et al, 2006; YARIWAKE et al, 2005), mas ainda nao
registrada para o género Senna.

5.2.2 Anédlise quantitativa dos extratos de Senna pendula e Senna canna

A analise quantitativa dos cinco diferentes extratos de Senna foi executada por
CLAE/DAD através de uma curva analitica obtida em seis diferentes concentracdes de oito
compostos detectados na anélise qualitativa. Os dados obtidos foram utilizados para determinar
o teor de cada um destes compostos, nos extratos investigados, pelo método do padrdo externo.

Os dados foram plotados pela média das areas e pela concentragdo em (ug.mL™) e o coeficiente


https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=56414695200&amp;eid=2-s2.0-84929134722
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=6507754905&amp;eid=2-s2.0-84929134722

97

de correlacdo e a equacgdo de cada curva foram construidos utilizando regressao linear e o
método dos minimos quadrados. Os resultados expressos em mg/g de material boténico seco.
As analises foram realizadas em duplicata e a confiabilidade foi verificada pelo desvio padréo
relativo (DPR), onde foram aceitos somente valores < 5% (ANVISA 2017). Os dados de
regressao obtidos pelo método dos minimos quadrados apresentaram valores de coeficiente de
determinacdo R?> 0,99 As equacdes utilizadas para as analises quantitativas encontram-se
abaixo (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracterizacdo das curvas analiticas dos padrdes usados na quantificagdo dos

compostos presentes em Senna cana e Senna pendula.

Nome do Tempo Concentragdo Equacéo da reta A R?
composto de (umol.L?) (nm)
retencao
(min.)

Epigalocatequina 16,33 1000-0,025 y = 2,2384x — 278  0,9996
3,0126

Procianidina B2 19,54 1000-0,025 y = 3,8934x + 278  0,9993
2,0571

Catequina 17,27 1000-0,025 y = 6,6024x + 278  0,9920
17,338

Epicatequina 21,69 1000-0,025 y =7,2572x + 278  0,9996
2,2692

Peltatosideo 29,37 1000-0,025 y =4,3682x + 340 0,9952
16,569

Rutina 32,65 1000-0,025 y = 16,386x + 340 0,9984
160,1

Quercetina 40,08 1000-0,025 y =20,437x — 340  0,9990
54,512

Luteolina 43,14 1000-0,025 y =18,863x + 340 0,9981
19,303

Tabela 8 - Analise quantitativa de compostos identificados em espécies de Senna.

Compostos SCC SCF SPF SPC SPFI
identificados? (mg.gh)P (mg.g™h) (mg.g™h) (mg.g™h) (mg.g™h)
Epigalocatequina 4,274 +£1,5 ND 8,708 £ 0,8 ND 2,567 2,01
Catequina ND ND ND 6,528 = 1,50 ND

Procianidina B2 ND ND ND 0,956 + 3,01 ND

Epicatequina ND 0,409+0,75 9,5512+0,01 3,169+1,43 0,902 +0,87
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Peltatosideo 233+£175 1,857+131 ND ND ND
Rutina 0,723+2,05 13,311+1,31 ND ND 0,502 +1,43
Quercetina ND ND ND ND 1,497 + 2,13
Luteolina ND ND ND ND 0,902 + 0,65

8 (SCC) S. cana caule, (SCF) S.cana folhas, (SPC) S. pendula caule, (SPFI) S. pendula flores, (SPF) S.pendula folhas;
bmg/g: mg do composto/grama de material botanico seco + DPR % (Desvio padréo relativo)
°ND :N&o detectado

Nos extratos das folhas e do caule de S. cana, foi possivel a identificacdo e
quantificacdo do peltatosideo (quercetina glicoarabinose, V1) e rutina (VIII), observando-se
que no extrato das folhas, V111 apresentou o valor mais elevado (13,311 mg.g?) de todos os
extratos analisados. A quercetina glicoarabinose (V1) ja tinha sido identificada no extrato das
folhas de S. gardneri em teor semelhante a S. cana (11,99 mg.g) e em menor teor em S.
splendida (3,24 mg.g!) (OLIVEIRA, 2015). A epicatequina (IV), foi identificada em todas as
partes botanicas estudadas de S. pendula, apresentando o maior teor (9,512 mg.g™) no extrato
das folhas. 1V também ja tinha sido detectada nas raizes e no caule de S. macranthera var.
pudibunda, porém em menores valores (0,87 mg.g*e 1,32 mg.g™, respectivamente) que em S.
cana (OLIVEIRA, 2015). O extrato das flores foi onde se encontrou o maior nimero de
substancias identificadas e quantificadas, 0 composto que se apresentou em maior teor neste
extrato (8,708 mg.g™), foi a epigalocatequina (1), cuja presenca ja foi relatada também nas
folhas de S. macranthera var. pudibunda (1,68 mg.g™l) (OLIVEIRA, 2015). No entanto, a
catequina (1) e a Procianidina B2 (I11), foram detectadas somente no extrato do caule de S.
pendula. Estes dois compostos, ja foram detectados anteriormente no caule de S. macranthera
var. pudibunda (OLIVEIRA, 2015).

5.3 Extracdo seletiva de flavonoides em espécies de Senna (Senna fistula e Senna
obtusifolia)

A presenca significativa de flavonoides em S. pendula e S. cana, despertou o
interesse em empregar extracéo seletiva de flavonoides, propondo-se para alcancar este fim, a
reproducdo de uma técnica relatada na literatura (SPAGOLLA et al., 2009). Devido a pouca
guantidade de material botanico disponivel das espécies S. cana e S. pendula e a dificuldade
para fazer uma nova coleta, selecionou-se duas outras espécies de Senna, que ocorrem
frequentemente em Fortaleza: Senna fistula e Senna obtusifolia, ambas encontradas no Campus

do Pici e que apresentam varios flavonoides ja isolados (MACEDO et al, 2016).
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Apos a preparacdo dos extratos, foram realizados os ensaios espectrofotomeétricos
para quantificar os flavonoides. Através do resultado desse ensaio, foi possivel observar quais
as condicdes extrativas que foram mais eficientes. Foram obtidos 72 (setenta e dois) extratos e
selecionados 6 (seis) que apresentaram o maior teor de flavonoides, para a anélise em
Cromatogafia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com o intuito de verificar se esses extratos
realmente tinham um teor significativo de quercetina, padrdo utilizado no ensaio
espectrofotométrico. Adicionalmente, também foram utilizados os padrées luteolina e rutina
nesta quantificagdo. Os padrdes foram identificados no extrato, utilizando-se dois parametros:
0 tempo de retencdo dos picos e 0s espectros de UV.

Para a semi-validacdo da metodologia, foram levados em consideracdo os seguintes
parametros analiticos: Linearidade, Precisdo, Limite de quantificacdo e de deteccdo. (ANVISA,
2017). O limite de detecgédo e quantificacdo para as amostras foi calculado de acordo com a
comparacao do sinal analitico obtido para cada amostra em concentracGes baixas dos padroes,
com o sinal de uma amostra do branco. Foi considerado a relacdo sinal-ruido de 10:1 parao LQ
e de 2:1 para o LD (RIBEIRO et al., 2008). Os dados foram plotados pela média das areas e
pela concentragdo em (ug.mL™) e o coeficiente de correlagdo e a equagdo de cada curva foram
construidos utilizando regresséo linear e 0 metodo dos minimos quadrados. As analises foram
realizadas em triplicata e a confiabilidade foi verificada pelo desvio padrdo relativo (DPR), em
que foram aceitos somente valores < 5%. (ANVISA 2003). As curvas analiticas dos padrbes
obtidas, encontram-se na tabela 9 e os valores da quantificacdo obtida para cada extrato,

encontram-se expostos na Tabela 12.

Tabela 9 - Caracterizacdo das curvas analiticas utilizadas na quantificacdo de quercetina,

rutina e luteolina em Senna fistula e Senna obtusifolia.

Tempode  Concentracéo A R?
Nome do retencéo (ug.mL™?) Equacéo da reta (nm)
composto (min.)
Rutina 12,77 0,1-50 y =9912,3x + 52,252  259/340 1
Quercetina 18,40 0,1-50 y =41404x — 5286,7 259/340 0,9987
Luteolina 18,87 0,1-50 y =19643x — 7509,6  259/340 0,9949

A precisdo intradia foi avaliada pela injecdo em triplicata em trés concentracdes
diferentes para uma solucdo de quercetina, sendo que as amostras foram preparadas no

mesmo dia pelo mesmo analista sob as mesmas condi¢des cromatograficas. J& a preciséo
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interdia foi avaliada também pela injecdo em triplicata de trés concentracGes distintas de
quercetina ao longo de uma semana de analise. Os desvios padrao relativos foram calculados
com base nas concentragdes observadas (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 - Preciséo Intradia de trés niveis de concentracdo para a solucdo padrao de

quercetina.
Amostra Nivel de Concentracgéo Concentracéo de
Quercetina (ppm)
1 1 10,23
2 10,89
3 11,03
DPR (%) 3,923
1 2 50,38
2 50,95
3 50,01
DPR (%) 0,939
1 3 100,04
2 100,25
3 99,89
DPR (%) 0,1807

DPR: Desvio padrdo relativo

Tabela 11 - Precisdo Interdia de trés niveis de concentracao para a solucao padréo de
quercetina em dias intercalados durante uma semana.

Dia Amostra Nivel de Concentracéo Concentracéao
Quercetina (ppm)

1 10,23
10,89
11,03
10,19
10,77
10,51
9,87
10,03
10,15
DPR (%) 4,041
1 2 50,38
50,95
50,01
50,87
49,95

1

WNPFPWNEFE WN -

N, WN -
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50,11
49,88
49,96
50,25
DPR (%) 0,797

1 3 100,04
100,25
99,89
100,13
100,05
100,20
99,85
100,33
100,15

DPR (%) 0,158
DPR: Desvio padrao relativo

WN PP W

WNPFPOWDNEFE WN -

Tabela 12 - Andlise quantitativa de flavonoides presentes em Senna fistula e Senna obtusifolia

Extratos®  Solventes Quercetina Rutina Luteolina
(mg.g™)° (mg.g™) (mg.g™)
SOFFM  MeOH 100% 2,93 £ 0,385 192,91 + 1,809 ND
SOFFA  Acetona 60% 12,46 £+ 3,105 620,24 £ 0,962 ND
SFFQA  Acetona 60% Abaixo do LQ 10,37 £ 0,351 20,05 £ 0,601
SFFFE1 EtOH 60%  Abaixodo LQe LD 81,49 + 0,908 ND
SFFFE2 EtOH 100% Abaixo do LQ Abaixodo LQelLD  3,68+0,218
SOVQM  MeOH 100% 86,65 + 0,549 18,36 + 3,301 63,90 + 1,257

28SOFFM:Senna obtusifolia folhas Metanol 100% a temperatura ambiente; SOFFA: Senna obtusifolia folhas Acetona 60% a
temperatura ambiente; SFFQA: Senna fistula folhas Acetona 60% sob refluxo; SFFFEL: Senna fistula folhas Etanol 60% a
temperatura ambiente; SFFFE2: Senna fistula folhas Etanol 100% a temperatura ambiente SOVQM: Senna obtusifolia vagens
metanol 100% sob refluxo.

b mg/g : mg do padrdo/ em 1 grama do extrato + DPR % (Desvio padréo relativo)

°ND: Padrdo ndo detectado.;

Para o extrato SOVQM, foi necessario co-injetar o padrdo em uma quantidade
conhecida, pois estava havendo sobreposicdo da quercetina e da luteolina, pois essa amostra
apresentou um teor bastante elevado das mesmas, entdo primeiramente foi adicionado uma
concentracdo conhecida de quercetina, no extrato, foi feito a injecdo, e a area do pico de
(quercetina padrédo+ area do pico da amostra), foi subtraida da area do pico sobreposto, assim,
sendo possivel calcular a area referente ao teor real de quercetina na amostra. Em seguida esse
processo foi repetido com a luteolina.

Para a comparacdo dos dados, iremos levar em consideracdo os teores de mg do

padrdo/g de extrato, ja que a quantificacdo dos flavonoides por espectrofotometria também é
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fornecida nessa unidade e a finalidade da técnica em questdo, é analisar a eficiéncia do método
dos diferentes meios de extracéo.

Ao observar os valores expostos na Tabela 12, verifica-se que a amostra SOFFA,
se destacou tanto no teor de quercetina (12,46 mg de quercetina/ g de extrato), como
principalmente no elevado teor de rutina (620,24 mg de rutina/ g de extrato), ao observar 0s
cromatogramas do extrato, é possivel verificar que a rutina € uma das substancias majoritarias
dessa amostra, por isso o valor tdo elevado. O extrato SOVQM foi 0 Gnico a possuir em sua
composicdo, os trés flavonoides utilizados como padrdes, sendo possivel a quantificacdo dos
mesmos. Esse extrato apresentou teores relevantes de quercetina (86,65 mg de quercetina/g de
extrato), rutina (18,36 mg de rutina/g de extrato) e luteolina (63,90 mg de luteolina/g de
extrato), quando comparados aos outros extratos analisados.

Nos extratos SFFQA, SFFFE2 foi possivel fazer a identificacdo da quercetina,
porém ndo a quantificacdo, pois apresentou teores abaixo do limite de quantificacdo (LQ). A
analise dos cromatogramas do extrato SFFFE1 ndo permitiu identificar nem quantificar
quercetina, apresentando os valores abaixo do limite de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ). O
extrato SFFFE2 também n&o permitiu identificar e nem quantificar a rutina, pois apresentou
valor abaixo do LQ e LD. Os extratos SFFQA, SFFFE2 e SOVQM apresentaram luteolina em
sua composicdo, em diferentes teores. Estes resultados indicam que uma modificagdo na
condicdo extrativa, permite concentrar em diferentes propor¢des, metabdlitos da mesma classe,
mas que apresentam diferencas estruturais, inclusive para extratos obtidos da mesma parte da
planta, a exemplo de SFFFE1 e SFFFE2.

Abaixo se encontram 0s cromatogramas obtidos para os extratos SOFFA e SOVQM
figuras 11 e 12 respectivamente, os cromatogramas obtidos para 0s outros extratos encontram-
se no Anexo (Anexo E-I, pags. 257-261).

De acordo com Spagolla et al., 2009, o melhor método de extracdo foi com o
solvente etanol a 60%, independente da temperatura, resultado este que nao foi confirmado com
as espécies estudadas neste trabalho, ja que os solventes metanol (100%) e acetona (60%)

apresentaram os melhores resultados.
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Figura 11 - Espectros de absor¢do nas regides do visivel e ultravioleta (DAD) dos padrdes
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos por CLAE/DAD dos padroées utilizados para as
quantificacGes adquiridos em 259, 278 e 340 nm.
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Figura 13 - Cromatogramas (CLAE-DAD) obtidos do extrato SOFFA adquiridos a 259, 340 e

278 nm.
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Figura 14 - Cromatogramas (CLAE-DAD) obtidos do extrato SOVQM a 259 e 278 nm.
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5.4 Determinacdo das antraquinonas aglicosiladas em extratos de Senna spp.

As espécies de Senna, sdo conhecidas fontes de compostos antraquindnicos, entao
por esse motivo, é de grande importancia a realizacdo de ensaios espectrofotométricos para a
quantificacdo desses compostos. Como foi possivel o isolamento de antraquinonas do extrato
etandlico de Senna cana (MONTEIRO, 2012), foi realizado o ensaio de quantificacdo das
antraquinonas na sua forma livre (agliconas) dos extratos de Senna cana e Senna pendula.Vale

ressaltar que existem também metodologias para quantificar as antraquinonas glicosiladas (O-
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glicosiladas e C-glicosiladas), que ndo foram realizados neste trabalho por ndo possuirmos os
padrdes necessarios para a construcéo das curvas. (LEAO et al., 2015; PEREZ et al., 2005). Na
tabela 13 estdo descritos os valores de antraquinonas agliconas em cada extrato, usando

crisofanol, como padréo.

Tabela 13 - Quantificacdo do teor de antraquinonas nos extratos etanolicos de S.cana e

S.pendula, por espectrofotometria, expresso em crisofanol

EXTRATOS? Teor de Antraquinonas
(mg.g™)°
EESCC 0,214 + 0,021
EESCF 0,034 £ 0,079
EESPC 0,491 + 0,015
EESPF 0,832 + 0,033
EESPFI 0,120 + 0,027

3EESCC: extrato etandlico do caule de S.cana; EESCF: extrato etandlico das folhas de S.cana; EESPC: extrato etandlico do
caule de S.pendula; EESPF: extrato etandlico das folhas de S.pendula; EESPFI: extrato etandlico das flores de S.pendula;
Pmg/g : mg de crisofanol por grama de extrato + DPR%

Dentre os extratos estudados, 0 EESPF (extrato etanolico das folhas de S. pendula),
apresentou o teor mais elevado na quantificacédo espectrofotométrica (0,832 mg de crisofanol.g"
! de extrato). Vale ressaltar que esse extrato também demonstrou ter um alto teor de compostos
da classe flavonoidicas, porém para os ensaios da atividade antioxidante, ele ndo teve o melhor
desempenho, mesmo este extrato sendo rico em compostos fenolicos. I1sso pode ser devido ao
fato dos flavonoides poderem atuar tanto como oxidantes, como pro-oxidantes, ou seja, ao inves
de protegerem contra os efeitos dos radicais livres, eles produzem radicais livres para 0 meio,
aumentando assim o stress oxidativo. Em um estudo feito por Hanasaki et al.(1994) percebeu-
se que flavonoides com mdultiplos grupos hidroxila, especialmente presentes no anel B,
aumentaram significantemente a producao de radicais hidroxil no sistema de Fenton. Esse efeito
pré-oxidante é responsavel pelos efeitos citotoxicos e pré-apoptéticos dos flavonoides isolados
de varias ervas medicinais. (UEDA et al., 2002).

O extrato EESPC, apresentou o segundo melhor resultado neste teste (0,491 mg de
crisofanol/g de extrato), este extrato apresentou também um excelente resultado para a
capacidade antioxidante. J& em relacdo ao teor de flavonoides, este extrato apresentou um dos
menores teores, 0 que em parte confirma a teoria exposta anteriormente, que alguns flavonoides,

podem agir como substancias pro-oxidantes.
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Figura 15 - Curva do padréo crisofanol.
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5.5 Determinacéo estrutural das substancias isoladas da Senna pendula

Através do fracionamento cromatografico do extrato hexanico de S.cana, foi
possivel o isolamento de um 4&cido carboxilico de cadeia longa, denominado de &cido
triacontandico, de duas antrauinonas 1,8-diidroxiladas, crisofanol e fisciona, dois triterpenos
pentaciclicos conhecidos como lupeol e friedelina. Com o fracionamento do extrato etandélico
de S. cana, foi possivel o isolamento de uma mistura de esteroides, B-sitosterol e estigmasterol.

Neste trabalho é relatado o fracionamento cromatogréfico de S.pendula.

5.5.1 Determinacao estrutural de EHSPC1

O tratamento cromatogréafico da fragdo EHSPC-D 9-16 do extrato hexénico do
caule de S. pendula (Fluxograma 1, p.154), forneceu 17,8 mg de um sélido incolor em forma
de agulhas, soltvel em diclorometano apresentando faixas de fusdo entre 235-240 °C.e foi
denominado de EHSPC1, que ao ser realizado o teste de Lieberman-Buchard baseado em
(MATOQOS, 2009), indicou que esse sélido apresentava caracteristica triterpénica, tendo maior
solubilidade em cloroférmio.

O espectro de RMN *H 500 MHz (Figura 16) para EHSPC1 mostram absorcdes
caracteristicas para triterpenos, o que foi confirmado pela presenca de 8 sinais com
deslocamentos entre 64 0,75 - 1,2 ppm, sendo que 7 destes sinais apresentaram-Se como
singletos ( 0,73; 0,87; 0,88; 0,95; 1,0; 1,01 e 1,18) referentes aos hidrogénios dos carbonos C-
24, C-25 e C-29, C-30, C-26, C- 27, e C-28 respectivamente. E possivel observar também os
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sinais para hidrogénio metinicos com deslocamentos em 64 2,25(q); 61 1,54(m); 64 1,38(m) e
dn 1,55(m). Verificou-se também um grande nimero de hidrogénios na forma de multipletos
ligados a carbonos sps, caracteristico dos terpenos: dx 2,28(m), on 1,47(m), on 1,35(m) e OH
1,29(m).

Com base nos dados obtidos no espectro de RMN *C — BB a 125 MHz (Figural7),
foi possivel identificar um total de trinta &tomos de carbonos na regido com deslocamento
abaixo de 70ppm, sinal caracteristico para carbonos sps. Foi possivel observar também um
deslocamento caracteristico de carbono carbonilico em 6¢c 213,41. Os deslocamentos em dc
28,38; 6c 30,21; d¢c 37,66; oc 38,51; ¢ 39,91 e 6¢c 42,35 para carbonos néo hidrogenados. Os
deslocamentos em dc 58.44; 6c 53,31; d¢c 59,69; dc 43,01, sdo caracteristicos de carbonos
metinicos. Foi possivel observar também as absorcdes referentes a carbonos metilénicos na
regido de 6 18,4 — 41,7 ppm (6c 22,49; dc 41,74; dc 41,54; 6c 18,45; d¢c 59,69; dc 35,69; d¢c
36,63; oc 36,23; d¢c 35,24; dc 32,99 e oc 39,47) e sinais para carbonos metilicos em: 6c 7,03; dc
14,87; 6c18,16; 6c 18,45; dc 20,47; dc 32,00; dc 32,30 e dc 35, 24. Com os dados obtidos no
espectro de RMN C e RMN *3C-DEPT 135° e RMN 3C- APT (Figura 19 e 19) obtidos para
EHSPC1, foi possivel confirmar que o composto possui quatro carbonos terciarios (CH), onze
secundarios (CHy), oito primérios (CHs) e sete quaternarios.

Ao comparar os dados obtidos, com a literatura, foi possivel identificar EHSPC1
como o triterpeno friedelan-3-ona (friedelina). Esta é a primeira referéncia da presenca desta
substancia na espéecide Senna pendula. Friedelina ja foi identificada em Senna cana e
spectabilis var excelsa (MONTEIRO, 2012 e SILVA, 2010).

De acordo com a literatura, a friedelina apresenta inUmeras atividades, dentre elas,
antiulcerogénica, anti-inflamatoria, leishimanicida, dentre outras (TORRES et al., 2004,
QUEIROGA et al., 2000; ANTOSINAMY et al., 2011).

2
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//,/,' 30

28

23
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Tabela 14 — Comparagao dos valores de deslocamento quimico de de RMNC (125 MHz,
CDCls3) de EHSPC1, comparados com valores registrados na literatura (CUNHA, 2016).

Carbono dc Friedelina oc EHSC-D1
1 21,9 22,5
2 41,2 41,7
3 212,6 213,4
4 57,9 58,4
5 41,8 42,3
6 41,0 41,5
7 18,3 18,4
8 52,8 53,3
9 37,1 37,6
10 59,2 59,7
11 35,3 35,8
12 30,2 30,7
13 39,4 38,5
14 38,0 39,9
15 32,1 32,6
16 35,7 36,2
17 29,7 30,2
18 42,5 43,0
19 35,0 35,2
20 27,8 28,3
21 32,5 32,9
22 38,9 39,4
23 6,4 7,0
24 14,3 14,8
25 17,8 18,1
26 19,9 18,4
27 17,9 20,4
28 31,7 32,0
29 34,6 32,3

30 31,7 35,2




Figura 16 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCL3) de EHSPC1
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Figura 17 - Espectro de RMN C - BB ( 125 MHz, CDCL3) de EHSPC1
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Figura 18 - Espectro de RMN 3C — BB- DEPT 135° (CDCL3) de EHSPC1
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Figura 19 - Espectro de RMN *3C — BB- APT (CDCL3) de EHSPC1
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5.5.2 Determinacao estrutural de EESPCD1

O estudo da fragdo EESPCD 48- 61, derivada do extrato etanolico do caule de S.
pendula, (Fluxograma 1, pag.154), forneceu 15 mg de um solido branco em forma de agulhas,

apresentando uma faixa de fusdo de 179-183 °C. O qual foi denominado de EESPCD1, que ao
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ser realizado o teste de Lieberman-Buchard baseado em (MATOS, 2009), indicou que esse
solido apresentava caracteristica triterpénica, tendo maior solubilidade em cloroférmio.

O espectro de RMN *H 500 MHz ( Figura 20), mostra diversas absor¢des que
apresentam um padrao caracteristico de triterpeno. Apresentou sinais de singleto na regido de
0,8 —1,2, caracteristico de hidrogénios de esqueleto triterpénico. Destaca-se também a presenca
do sinal em 6w 3,25, caracteristico de triterpenos do tipo 3f-OH e também os sinais em 6 5,18
e 615,13 (J = 3,5 Hz) caracteristico de H- 12a.

O espectro de RMN *C — BB a 125 MHz (figura 21), mostra diversas absorcoes de
carbono sp? em 8¢ 121,9 e 145,2; ¢ 124,6 e 139,8, caracteristicos respectivamente a ocorréncia
de uma mistura de triterpendides pentaciclicos de esqueleto oleano (olean-12- eno) e esqueleto
ursano (urs-12-eno). Foi possivel. observar também, uma absorcéo do carbono carbinélico em
3¢ 79,29. A comparagao entre os dados espectrais de RMN *C — BB e RMN 3C — DEPT 135°
( Figura 22), obtidos para a amostra EESPCD1, foi possivel concluir que trata-se de uma
mistura de dois triterpenos pentaciclicos monohidroxilados conhecidos na literatura como Urs-
12-en-3B-ol (a- amirina) e olean-12-en-3p-ol (B- amirina). (SILVA, 2010).

Existem inimeros relatos na literatura, onde essa mistura é frequentemente obtida
e tida como substancias puras, pois essa separacao € inviavel. (SILVA, 2010). Esta mistura de
triterpenos possuem diversas atividades biologicas relatadas, dentre elas, analgésica, anti-
inflamatdria, antidepressivo dentre outras. (ARAGAO et al., 2006; ARAGAO et al., 2008 e
TORRES-SANTOS et al., 2004). Esta ¢é a primeira referéncia da presenca desta substancia na
espécie de Senna pendula.

Olean-12-en-3B-ol (B- amirina).
's de deslocamento quimico de RIMIN**C (125 MHz,

; Urs-12-en-3-ol (a- amirina)

CDClz) de EESPCD1, comparados com valores registrados na literatura (CUNHA, 2016).
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Carbono dc o- amirina  dc - amirina o0c EESPCD1  6cEESPCD1
(o- amirina) (B- amirina)
1 39 39 38,83 38,95
2 27 26,5 27,68 27,68
3 79,4 79,4 79,29 79,29
4 39 39 39,01 39,01
5 55,6 55,7 55,54 55,43
6 17,7 18,7 18,59 18,59
7 32,8 31,7 32,90 32,90
8 39,9 40 41,07 41,07
9 47,6 48 47,87 47,87
10 37,2 37,3 37,19 37,14
11 23,6 23,7 23,77 23,77
12 124.8 122,1 124,66 121,96
13 139,9 145,5 139,82 145,92
14 41,9 42,1 42,32 41,96
15 28,5 27,6 28,34 26,39
16 26,3 26,5 26,86 26,86
17 33,6 32,8 33,99 33,99
18 59,5 47,6 59,31 59,31
19 39,2 47,2 39,03 47,07
20 40 30 40,25 31,31
21 31,6 34,1 31,49 34,52
22 40,2 37,3 41,77 37,38
23 28,7 28,4 28,36 28,36
24 15,8 15,9 15,85 15,73
25 15,9 15,8 15,91 15,91
26 17,1 15,9 17,04 17,04
27 23,9 26,3 23,77 26,23
28 28,5 27,3 28,63 28,98
29 15,9 33,3 23,93 33,56
30 21,6 23,7 21,63 23,60
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Figura 20 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCL3) de EESPCD1
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Figura 21 - Espectro de RMN *3C - BB (125 MHz, CDCL3) de EESPCD1
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Figura 22 - Espectro de RMN 3C — BB- DEPT 135° de EHSPC1
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5.5.3 Determinacéo estrutural de SPFFI 1

O estudo da fracdo EFISP 4, derivada do extrato etanolico das flores de S. pendula,
apos tratamento para extracdo de flavonoides, (Fluxograma 1, p.154), forneceu 9,7 mg de um
solido esbranquigado, apresentando uma faixa de fusdo de 279 - 285 °C. O qual foi denominado
de SPFFIL.

O espectro de RMN *H 500 MHz (Figura 23), apresentou dois dubletos em 8y 5,94
(J= 2,25Hz) e dn 5,92 (J= 2,25Hz), referentes aos hidrogénios aromaticos H-6 e H-8,
respectivamente. E possivel observar a presenga de 2 duplos dubletos em dn 2,74 ¢ 8n 2,85,
cada um com uma integracdo referente a um hidrogénio, esses sinais podem ser relacionados
aos hidrogénios diastereotdpicos H-4a ( J= 4,6 Hz e 16,7 Hz) e H-4b (J= 2,75 Hz e 16,7 Hz),
respectivamente. E possivel observar também, um deslocamento em 8n 4,81 referente ao
hidrogénio metinico H-2. Em &y 4,17 é possivel observar um singleto que pode ser
correlacionado a um hidrogénio ligado a um carbono carbindlico. Na regido de hidrogénio
aromatico, ¢ possivel observar deslocamentos em on 6,76 ( J=8,17, H-5) e 61 6,80 (J=1,75 ¢
8,17 Hz, H-6’), e um dubleto em o1 6,99 ( J=1,7 Hz), caracteristico de acoplamento meta,
referente ao H-2".

O espectro de RMN *C — BB a 125 MHz (figura 24), é possivel visualizar 15 sinais,
caracteristico de flavonoides. Na regido espectral em 6c 29,40 ppm, pode ser relacionado a um
carbono sps do anel C. Em dc 67,63 e 80,02, pode-se relacionar esses deslocamentos aos
carbonos oximetinicos C-3 e C-2, respectivamente. E possivel visualizar trés sinais em 8¢
157,51, 157,80 e 158,13, relativos aos carbonos nédo hidrogenados C-7, C-5 e C-9. Em ¢ 96,05
e 96,56, pode-se relacionar esses deslocamentos aos carbonos C-6 e C-8, confirmando o padréo
5,7= dissubstituido para o anel A de flavonoides. Os deslocamentos em 6c 115,47, 116,05 e
119,55, foram atribuidos aos carbonos C-2°, C-5’ e C-6’, respectivamente, referentes ao anel
aromatico B.

A comparagdo entre os dados espectrais de RMN *C — BB e RMN 3C — DEPT
135° ( Figura 25), mostra a presenca de um carbono metilénico com deslocamento em 6¢ 29,40.
E possivel observar também, o desaparecimento de 6 sinais de C, referentes aos carbonos no
hidrogenados.

O espectro bidimensional de RMN HSQC H X ¥C (Figura 26) foi possivel
correlacionar os hidrogénios e seus respectivos carbonos. A analise desse espectro € muito
importante, principalmente para a determinacdo de hidrogénios diastereotdpicos.

A comparacao entre os dados espectrais obtidos para a amostra SPFFI1, foi possivel

concluir que se trata de um flavonoide conhecido como epicatequina. Na literatura existem
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inimeros relatos de atividades atribuidas a epicatequina, dentre elas, atividade antioxidante,
antiiperglicémica, antiviral, antiipertensiva dentre outras (BERNATOVA, 2018; IACOPINI et
al., 2008).

EPICATEQUINA
Tabela 16— Comparacéo dos valores de deslocamento quimico de RMN3C (125 MHz,

CD30D) de SPFFI1, comparados com valores registrados na literatura (BARREIROS, 2000).

Carbonos 6c SPFFI1 oc Epicatequina
2 80,02 78,4
3 67,63 66,1
4 29,40 27,8
5 157,80 156,2
6 96,05 95,1
7 157,51 156,5
8 96,56 94,6
9 158,13 155,9
10 100,24 98,2
1 132,43 130,9
2’ 115,47 114,0
3 145,92 1443
4’ 146,08 1445
5’ 116,05 1146

6’ 119,55 118,3




Figura 23 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDsOD) de SPFFI1
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Figura 24 - Espectro de RMN *3C - BB ( 125 MHz, CD3;0D) de SPFFI1
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Figura 25 - Espectro de RMN *C — BB- DEPT 135° de SPFFI1
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Figura 26 - Espectro de RMN HSQC *H X *3C de SPFFI1
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5.5.4 Determinacao estrutural de SPFFI 2

O estudo da fracao EFISP 4, derivada do extrato etandlico das flores de S. pendula, apds
tratamento para extracdo de flavonoides, (Fluxograma 1, p.154), forneceu 12,85 mg de um
solido amarelo, apresentando uma faixa de fusdo de 308-315°C, o qual foi denominado de
SPFFI2.

O espectro de RMN 'H 500 MHz (Figura 27), mostrou sinais caracteristicos de
flavonoides. Apresentou dois dubletos em 64 6,39 (J=1,7 Hz) e 6,18 (J= 1,7 Hz), cuja constante
de acoplamento, indicam se tratar de hidrogénios meta um ao outro, atribuidos ao H-6 ¢ H-8
respectivamente, do anel A. E possivel observar 3 deslocamentos na regido de aromaticos S+
7,73(J= 1,8 Hz), 7,63 (J= 8,5 Hz) e 6,88 (J=8,5 Hz).

No espectro de RMN *C — BB a 125 MHz (figura 28),é possivel visualizar 15 sinais.
Apresentou um deslocamento em o&c 177,82, referente ao carbono carbonilico C-4.
Deslocamentos em d¢ 94,91 e 99,74, referentes aos carbonos C-6 e C-8, o que confirma o padréo
5,7 dissubstituido para o anel A. Apresentou 3 deslocamentos em dc 166,04, 162,97 e 158,72,

referentes aos carbonos nédo hidrogenados C-7, C-5 e C-9, respectivamente.
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Ao comparar os dados espectrais de RMN *C — BB e RMN *3C — DEPT 135° ( Figura
29), € possivel confirmar a presenca de 10 atomos de carbono ndo hidrogenados e 5 carbonos
hidrogenados.

O espectro bidimensional de RMN HSQC 'H X ¥C (500 x 125 MHz, CDCls) (Figura
30) possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénio aos seus respectivos carbonos.

A comparacdo entre os dados espectrais obtidos para a amostra SPFFI2, foi possivel
concluir que se trata de um flavonol bastante conhecido como quercetina.

Na literatura, existem inimeros relados de atividades atribuidas a quercetina, dentre elas
a principal é a antioxidante, ja que esse composto é utilizado por industrias alimenticias,
cosmetica e farmacéutica, como um antioxidante natural, aléem de ser o flavonoide mais
encontrado nos alimentos. (LESJAK et al., 2018; MUROTA e TERAO, 2003).

QUERCETINA

Tabela 17— Comparagéo dos valores de deslocamento quimico de de RMNC (125 MHz,
CD30D) de SPFFI1, comparados com valores registrados na literatura (OLIVEIRA, 2015).

Carbonos 6c SPFFI2 6c Quercetina
2 149,25 149,97
3 137,70 136,08
4 177,82 176,13
5 162,97 161,13
6 99,74 98,46
7 166,04 164,30
8 94,91 93,60
9 158,72 156,63
10 105,01 103,40
I 124,63 122,36
2’ 116,50 115,45
3 146,70 145,38
4 148,51 147,99
5 116,73 116,27

6’ 122,18 120,36




Figura 27 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CD3z0D) de SPFFI2
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Figura 28 - Espectro de RMN 3C - BB (125 MHz, CD30D) de SPFFI2
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Figura 29 - Espectro de RMN *C — BB- DEPT 135° de SPFFI2
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Figura 30 - Espectro de RMN HSQC *H X *3C de SPFFI2
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6 POTENCIAL FARMACOLOGICO

6.1 Avaliacdo do potencial farmacooldgico de Senna cana e Senna pendula
6.1.1 Potencial antioxidante através de cinco diferentes técnicas (DPPH, ABTS, p-
CAROTENO, FRAP e ORAC)

Os testes antioxidantes podem ser divididos em dois tipos, o0 método direto
(ORAC), que é usado para verificar a cinética quimica, e métodos indiretos (DPPH, ABTS e
FRAP), que sdo medidos pela transferéncia de elétrons. Cada método tem sua especificidade.
Alguns métodos envolvem um meio acido, como é o caso do ensaio FRAP, enquanto outros ja
estdo em meio neutro, como o ensaio ABTS e outros testes sdo realizados em um meio basico,
como o ensaio de fendis totais. O pH do meio pode ter um efeito importante sobre a capacidade
antioxidante dos compostos (HUANG et al., 2005). Os resultados obtidos para os testes
antioxidantes sdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Concentracdo inibitoria dos extratos das espécies de Senna nos ensaios: DPPH,
ABTS, B-CAROTENO, FRAP, ORAC.

EXTRATOS DPPH ABTS FRAP ORAC

(I1Cso ug.mL )2 (TEAC)b  (ECmg.mL%)c (UNITS)d

EESCC 87,5+0,01 1398,1 + 0,03 828,2 £ 0,02 2,06 £0,01
EESCF 59,5+0,01 4440,4+0,01  304,8+£0,04 4,72 £0,03
EESPC 62,1 £ 0,04 4886,7 £0,03 329,17+ 0,01 5,01+ 0,04
EESPF 70,6 £ 0,02 3963,1£0,09 520,87£0,01 3,83+ 0,07
EESPFI 64,08 £ 0,02 3927,5+0,02 982,56+ 0,01 2,58+ 0,01

BHT 350,1+0,03 - - -

RUTINA 81,2+0,04 - 485,1+ 0,07 3,75 0,05

2]C50: concentragdo de cada amostra (ug/mL) onde 50% do radical DPPH é capturado + DPR

PTEAC: atividade antioxidante equivalente ao Trolox (umol TE g™ peso da matéria seca) + DPR

°EC: concentracdo da amostra (mg/L) capaz de fornecer um aumento na leitura de absorbancia

equivalente a aquela obtida com uma solu¢do 1mM de Fe(ll) + DPR

d9ORAC UNITS: corresponde a inibigdo da reducéo da fluorescéncia induzida por 1mmol.L ! de Trolox + DPR

“(EESCC) Extrato etanélico S. cana caule, (EESCF) Extrato etandlico S.cana folhas, (EESPC) Extrato etan6lico S. pendula
caule, (EESPFI) Extrato etanolico S. pendula flores, (EESPF) Extrato etandlico S.pendula folhas.

Os extratos que apresentaram o melhor desempenho frente aos ensaios DPPH /
FRAP foi o extrato etanélico das folhas de S. cana - EESCF (ICso, 59,5 pg.mL™ e EC, 304,8
mg.mL™) e o extrato etandlico do caule de S. pendula - EESPC (ICso, 62,1 ng.mL* e EC, 329,17
mg.mL™Y). Para os ensaios ABTS / ORAC, os melhores resultados foram obtidos para as
mesmas amostras dos dois testes anteriores, mas ocorreu uma inversao entre o0 primeiro e o

segundo lugar, onde o extrato etanélico do caule de S. pendula - EESPC (4886,7 umol TE. g !
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e 5.01 UNITS) apresentou 0 melhor desempenho, seguido do extrato etandlico das folhas de S.
cana — EESCF (4440,4 pmol pmol TE. g e 4,72 UNITS).

O extrato que apresentou o pior desempenho em todos 0s ensaios antioxidantes foi
0 extrato do caule de S. cana — EESCC, em contraste com o excelente desempenho apresentado
pelas folhas de S. cana (EESCF). Isso indica que os contituintes e as classes de compostos
encontrados podem variar bastante de acordo com a parte da planta.

De acordo com a literatura, os métodos diretos (neste caso ORAC) sdo mais
adequados para a avaliacdo da atividade antioxidante, especialmente aqueles baseados no
modelo de reagdo em cadeia controlada, porque, em geral, sdo mais sensiveis.Na pratica é
sempre melhor fazer uma comparacao entre os dados obtidos por ambos os métodos (diretos e
indiretos), para se obter uma maior seguranca analitica. (HUANG et al., 2005; PRIOR et al.,
2005)

Ao comparar todos os resultados obtidos nos quatro testes diferentes, pode-se
constatar que o extrato etanolico da S. cana folha, apresentou o melhor potencial antioxidante
em dois dos ensaios (DPPH e FRAP), no ABTS e ORAC esse mesmo extrato ficou com o
segundo melhor desempenho. Essa boa capacidade antioxidante deve-se ao fato do sinergismo
entre os constituintes presentes nesta planta, ao observar os constituintes desta planta, pode-se
verificar que ela apresentou teores significativos de rutina, quercetina e epicatequina, cuja
atividades individuais para esses compostos puros, foram bem satisfatdrias (OLIVEIRA, 2015).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que todas as partes de ambas
as espécies apresentaram capacidade antioxidante relevante quando comparados com 0s
padrdes utilizados. Através de pesquisas e relatos na literatura, sabe-se que o potencial
antioxidante esta correlacionado diretamente ao grau de hidroxilacdo e que a presenca de
estrutura de glicosideos na molécula, diminui grandemente a capacidade de capturar radicais
livres. (PIETTA, 2000).

o Correlacgao entre as atividades antioxidantes
De acordo com a analise estatistica e uma comparacéo da correlacéo entre os 4
testes, foi possivel observar uma correlagcdo mais forte entre os ensaios antioxidante DPPH e

FRAP (r =0.8908; n = 5) (Fig. 31) e os ensaios ABTS e ORAC (Fig. 32) (r =0,8353; n =5).

Tabela 19 - Correlagéo entre 0s ensaios antioxidantes



Ensaios antioxidantes

Correlagao

DPPH vs. FRAP
DPPH vs. ORAC
DPPH vs. ABTS
ABTS vs. FRAP
ABTS vs. ORAC
FRAP vs. ORAC

r = 0,8908 (p= 0,0422) (n= 5)

r=-0,7453 (p = 0,148) (n=5)

r=-0,95681 (p = 0,011) (n=5)
r=0,79056 (p = 0,111) (n=5)

r=0,8353 (p =0,078) (n=5)
r=-0,37563 (p = 0,533) (n=5)

Figura 31 - Correlacdo entre DPPH e FRAP
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6.1.2 Quantificacao espectrofotométrica de fendis totais e flavonoides em extratos de Senna
cana e Senna pendula

Os extratos etanolicos das espécies em estudo foram submetidos a quantificacéo
dos flavonoides e fenolicos, de acordo com as metodologias ja citadas anteriormente. Estes
ensaios realizados sdo ensaios rapidos e baixo custo, apresentando assim boa reprodutibilidade
e repetibilidade.

Na quantificacdo espectrofotométrica do teor de flavonoides totais (Tabela 20), o
extrato etandlico das folhas de S. cana (EESCF) apresentou os melhores resultados (228,9 mg.g-
1, seguido do extrato etandlico das folhas de S Pendula (EESPF), que apresentou um valor de
221,1 mg.g™.

Tabela 20 - Quantificacdo espectrofotométrica de fendlicos e flavonoides, nos extratos
etanolicos de Senna pendula e Senna cana.

EXTRATOS Flavonoides Fendlicos Totais
(mg.g™h)? (mg de EAG.gY)P
EESCC 103,7 + 4,51 473,7£2,33
EESCF 228,9 + 3,73 7245+ 1,76
EESPC 87,04 +1,72 541,2+2,41
EESPF 221,1+4,71 557,9 + 3,63
EESPFL 139,7£1,42 5716 £491

*Os valores extdo espressos como média + DPR

®mg de quercetina por grama de extrato;

bmg de equivalente de acido galico por grama de extrato

“(EESCC) Extrato etandlico S. cana caule, (EESCF) Extrato etandlico S.cana folhas, (EESPC) Extrato etanélico S. pendula
caule, (EESPFI) Extrato etandlico S. pendula flores, (EESPF) Extrato etandlico S.pendula folhas.

Em relagdo ao teor de fenois totais, o extrato etandlico das folhas de S. cana
(EESCF) também apresentou o melhor resultado (724,5 mg de extracto EAG. g1), o que
confirma que esse extrato possui um alto teor de fendlicos e automaticamente um alto teor de
compostos antioxidantes, uma vez que os compostos fendlicos sdo excelentes antioxidantes
naturais. Ao verificar a quantificacdo de compostos majoritarios pra esse extrato, observou-se
que o flavonoide glicosilado rutina, é 0 composto com o maior teor encontrado, comparado a
todos 0s outros extratos (9,512 mg.g* de material botanico seco), o que confirma a correlagéo
com a quantificacdo espectrofotométrica. Para a quantificagdo de flavonoides, o segundo

extrato a apresentar o maior teor, foi o extrato etanolico das folhas de Senna pendula (EESPF),
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ao reanalisar os resultados da desreplicacdo, verifica-se que as substancias majoritarias
quantificadas neste extrato foram a epicatequina e a epigalocatequina, o que confirma a
quantificacéo espectrofotométrica.

Vale ressaltar que os extratos que apresentaram os melhores resultados tiveram um
desempenho mais satisfatorio do que os padrdes utilizados (BHT e rutina), embora a rutina seja
um flavonoide, vastamento conhecido por ser um antioxidante natural. Isto sugere que o
sinergismo dos compostos presentes nos extratos pode ter influenciado este excelente resultado.
Compostos fendlicos sdo vastamente relatados na literatura por possuirem uma boa atividade
antioxidante (CUYCKENS et al., 2004; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Tal como nos ensaios antioxidantes, o extrato etanolico do caule de S. cana
(EECSC) apresentou o menor teor de fenolicos e o segundo menor teor de flavonoides. Esses
resultados explicam em parte o fraco desempenho deste extrato nos ensaios antioxidantes, pois
quanto menor o teor de compostos fendlicos e flavonoides , menor a capacidade antioxidante.
(LICZANO et al., 2010; YEN et al., 2000).

Outro fator que pode ser considerado para o bom desempenho do extrato das folhas
de S. cana, tanto em relacdo aos diferentes ensaios antioxidantes quanto ao teor de fenolicos
totais, pode ser o alto teor de flavonoides presentes no extrato, considerando que o extrato foi
preparado em um solvente organico, o que aumenta a solubilidade destes flavonoides na
solucdo. Enquanto os testes ORAC e Folin-Ciocalteu ndo sdo adequados para medir
antioxidantes lipossoltveis, 0 ABTS pode medir a atividade de antioxidantes solUveis em agua
e lipossoliveis, e DPPH, por sua vez, é solivel somente em solventes organicos.
(BOUSSAHEL et al., 2015; DEHIMI et al., 2016).

Ao comparar os valores obtidos com os valores relatados na literatura, o valor de
ABTS encontrado para o extrato etandlico das folhas de Senna alata foi de 125 pmol trolox.g
1 (31,29 mg Trolox.g), um valor bem abaixo dos valores obtidos para todos os extratos
estudados neste trabalho (PUKUMPUANG et al., 2012). De acordo com Liczano et al., (2010),
0 extrato aquoso das folhas de S. reticulata apresentou para o ensaio ORAC um teor de 226,6
umol trolox.g™ e para o ABTS, um valor de de 34,04 umol trolox.g™*. Ambos os resultados s&o
inferiores aos encontrados para todos os extratos apresentados aqui. Com base nos dados
observados, os extratos de S. cana e S. pendula apresentaram excelente desempenho nos
diferentes ensaios antioxidantes e contém altas concentracbes de compostos fenolicos e
flavonoides na sua composicao.

Também em comparagdo com os valores na literatura, Mak et al. (2013) relatou que

0 extrato etanolico das flores de S. bicapsularis L. apresentou um teor de flavonoides e de
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fendlicos totais respectivamente de 12,93 mg de quercetina.g™ e 262,23 mg de EAG . extrato
gL, Ja os extratos de S. cana e S. pendula estudados, apresentaram um teor de flavonoides e
fenois totais superior, mesmo o extrato que apresentou 0 menor de teor de flavonoides — extrato
etanolico do caule de S.pendula (EESPC), obteve um valor de 87,04 mg de quercetina.g™* de
extrato. Para o teor de fendis totais, o menor valor encontrado foi para o extrato etandlico do

caule de S. cana, o qual apresentou um teor de 473,7 mg de EAG.g™* de extrato.

e Correlacdo entre o teor de fenolicos totais e a atividade antioxidante
A melhor correlacdo, isto é, a correlacdo positiva entre os compostos fendlicos
totais e a capacidade antioxidante foi obtida no ensaio ABTS (r = 0,595982; n = 5), sequido do
ensaio ORAC (r = 0,576957; n = 5).

Tabela 21 - Correlacéo entre o teor de fendlicos totais e 0s ensaios antioxidantes.

Ensaios antioxidantes Correlagao
DPPH vs. teor de fendis totais r=-0,73995 (p = 0,153) (n =5)
ABTS vs. teor de fendis totais r=0,595982 (p = 0,287) (n=5)
FRAP vs. teor de fendis totais r=-0,55417 (p =0,332) (n=5)
ORAC vs. teor de fendis totais r=0,5769571 (p = 0,308) (n =5)

e Correlacdo entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante
A melhor correlacéo entre o teor de flavonoides e a antioxidante foi obtida no ensaio
ABTS (r = 0,29654; n = 5) seguido do ensaio ORAC (r = 0,28349; n =5).

Tabela 22 - Correlagéo entre o teor de flavonoides e os ensaios antioxidantes.

Ensaios antioxidantes Correlagdo
DPPH vs teor de flavonoides r=-0,33765 (p =0,578) (n =5)
ABTS vs. teor de flavonoides r=0,29654 (p =0,628) (n =5)
FRAP vs. teor de flavonoides r=-0,1616 (p=0,791) (n=5)
ORAC vs. teor de flavonoides r=0,28349 (p =0,643) (n =5)

6.1.3 Determinagéo de flavonoides de extratos etandlicos de Senna cana e Senna pendula
apods extracao seletiva
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Partindo-se dos extratos etanolicos das espécies de S. cana e S. pendula, foi
realizado uma nova extracdo, utilizando trés métodos diferentes, um com etanol a 60% a
temperatura ambiente, outro com etanol a 60% quente e o terceiro método, uma extracdo com
solvente quimicamente ativo (etanol/HCI). Na tabela 23, estdo expostos os teores de flavonoides

obtidos no ensaio espectrofotométrico, antes (a nivel de comparacao) e apos as extracoes.

Tabela 23 - Quantificacdo dos flavonoides apds as extracdes.

Teor Extracao com Extracio com Extracao com
de flavonoides antes etanol 60% a etanol 60% a  Etanol: HCI 1,5

Extratos da extragio (mg.gl)? frio quente mol/L

(mg.g™)? (mg.g™)* (85:15)

(mg.g?)*

EESCC 103,7 £ 4,51 1355+ 3,81 233,7+4,31 155+1,24
EESCF 228,99+ 3,73 106,8 + 3,52 241,1+1,81 0,48 £ 0,023
EESPC 87,04 +1,72 106,6 £+ 3,73 151,1 £ 2,33 0,07 £ 0,029
EESPF 221,1+471 102,5+ 1,94 1359+ 3,11 1,11 + 0,068
EESPFI 139,7 £1,42 143,5 + 3,91 241,1 + 3,97 0,93 £ 0,077

8mg/g: mg de quercetina/g de extrato + DP.
*(EESCC) Extrato etanélico S. cana caule, (EESCF) Extrato etanélico S.cana folhas, (EESPC) Extrato etandlico S. pendula
caule, (EESPFI) Extrato etanolico S. pendula flores, (EESPF) Extrato etandlico S.pendula folhas.

E possivel observar que houve uma variagéo significativa, no teor de flavonoides
totais, pelos métodos das extragdes com etanol 60% em temperaturas diferentes. 1sso deve-se
ao fato de a polaridade do meio extrator aliado a temperatura, facilite a extracdo de agliconas
flavonoidicas por isso 0 aumento do teor destes compostos (SPAGOLLA et al., 2009). Pode-se
destacar os extratos etanolicos do caule de S. cana (EESCC) e das flores de S. pendula
(EESPFI), com o maior incremento dentre os extratos. O extrato EESCC passou de 103,7 mg
de quercetina.g™* de extrato, para 233,7 mg de quercetina.g™ de extrato na extracio a quente. E
0 extrato EESPFI aumentou de 139,7 mg de quercetina.g™ de extrato para 241,1 mg de
quercetina.g™ de extrato, também na extracio a quente.

Esta metodologia pode ser utilizada para o isolamento de flavonoides, partindo-se
ja de uma fragdo comprovadamente com alto teor desta classe de compostos, diminuindo assim
0 tempo de anélise, como demonstrado neste trabalho, que a partir de uma dessas fracGes
(EESPFI), foi possivel o isolamento de 2 flavonoides.

A extracdo em meio acido, ja era de se esperar um valor bem baixo, pois esta
extracdo extrai preferencialmente antocianinas, cuja a quantificacdo por CLAE dos extratos

etandlicos de S. cana e S. pendula, ndo apresentaram nenhuma antocianina em sua composicao.
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Porém este teste poderd ser repetido e feito a quantificagdo espectrofotométrica, utilizando uma
antocianina como padrédo. (LOPES et al., 2000; BARRETO et al., 2005).

6.2 Avaliacao do potencial farmacoldgico de Senna fistula e Senna obtusifolia.

Dentre os 72 extratos submetidos a determinacdo de flavonoides, tabela em Anexo
J, pag. 262, pode-se destacar 6 que apresentaram 0s maiores teores desta classe de composto,
sendo divididos de acordo com a temperatura de extracdo e meio extrator utilizado. Foi
realizado também com os 72 extratos, ensaio antioxidante pelo método de DPPH, bem como a

determinacdo dos fendlicos totais (Tabela 24).

Tabela 24 - Resultados dos extratos que apresentaram maior teor de flavonoides

Extrato Solventes Flavonoides FTP DPPH(IC(:;;o
(mg.gh)*  (mg EAG.gY) Ho/mL)

SOFFM MeOH 100% 236,85 + 3,17 131,58 + 1,35 421,5 = 0,063
SOFFA Acetona 60% 429,90 £ 3,13 238,44 £ 2,94 122,4 + 0,034
SFFQA Acetona 60% 171,30+ 1,24 95,16 £1,51 208,1 £ 0,034
SFFFE1 EtOH 60% 168,52 + 3,11 93,62 + 3,51 186,6 £ 0,093
SFFFE2 EtOH 100% 267,78 + 3,94 204,32 + 3,16 250,01 £ 0,024

SOVQM MeOH 100% 373,89+ 2,71 207,72 £ 2,80 37,2+ 0,015

Quercetina - - - 59,2 £ 0,023
Rutina - - - 161,2 £ 0,050
Luteolina - - - 104,7 £ 0,071

28SOFFM: Senna obtusifolia folhas Metanol 100% a temperatura ambiente; SOFFA: Senna obtusifolia folhas Acetona 60% a
temperatura ambiente; SFFQA: Senna fistula folhas Acetona 60% com Soxhlet; SFFFEL: Senna fistula folhas Etanol 60% a
temperatura ambiente; SFFFE2: Senna fistula folhas Etanol 100% a temperatura ambiente SOVQM: Senna obtusifolia vagens
metanol 100% com Soxhlet,;

®mg de quercetina/ g de extrato;

bET: fendlicos totais

¢ mg EAG/mg extrato: mg equivalente de &cido gélico/ g de extrato

dICs0: Concentragdo necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH;

De acordo com os resultados obtidos, é possivel observar, que para as extracdes
com Soxhlet, o solvente que mais se destacou foi 0 metanol 100%, seguido de acetona 60%. Ja
nas extragdes a temperatura ambiente, podemos verificar uma sequéncia inversa, onde a acetona
60% apresentou a melhor capacidade extrativa seguida do etanol 100% e metanol 100%. A
extracdo que apresentou um maior teor de flavonoides, foi a extragdo com acetona 60% das
folhas da S. obtusifolia (SOFFA; 429,20 mg de quercetina/g de extrato), como mostra a tabela
22, seguido da extracdo com metanol 100% das vagens de S. obtusifolia (SOVQM, 373,89 mg
de quercetina/g de extrato) De acordo com Spagolla et al., 2009, o melhor método de extracdo
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foi para o solvente etanol a 60%, independente da temperatura, resultado este que nao foi
confirmado neste trabalho.

Na quantificacdo por CLAE, os extratos, SOFFA e SOVQM, também apresentaram
0s maiores teores de flavonoides, sendo que o extrato SOFFA apresentou um elevado teor de
rutina e quercetina, enquanto que o o extrato SOVQM apresentou um teor significativo de
rutina, quercetina e luteolina, o que confirma que o meio extrator e as condi¢cdes de extracdo
(temperatura e maceracao), podem sim otimizar a extracdo de flavonoides. Ao observar a
atividade antioxidante, dentre os 6 compostos, o extrato SOVQM (Tabela 24), foi o que
apresentou a melhor capacidade antioxidante, com um ICso de 37,2 pug.mL™, resultado superior
ao padrdo quercetina. Essa elevada atividade antioxidante apresentado por este extrato, deve-se
em parte, ao fato do sinergismo que ocorre entre essas substancias presentes nos extratos.

Ao analisar a tabela que encontra-se no Anexo J, pag. 262, com foco somente para
a atividade antioxidante, é possivel observar que o extrato das vagens de S. fistula extraido a
frio com acetona 60% apresentou a melhor capacidade antioxidante, cujo valor de ICs foi de
11,3 pg.mL?, sendo superior até ao padrdo utilizado. O extrato de S. obtusifolia vagens,
extraido a temperatura ambiente com acetona 100%, também apresentou uma capacidade
antioxidante bem elevada, cujo valor de I1Cso foi de 20,4 pg.mL™, superando também a atividade
do padrdo quercetina, cujo 1Cso foi de 59,2 pg.mL™. Nas figuras 34 e 35, pag 161, pode-se
observar, atraves dos graficos de dispersdo das extracdes por soxhlet e a temperatura ambiente,

as amostras que apresentaram um maior teor de flavonoides.

e Correlacdo entre o teor de fenodlicos totais, teor de flavonoides e atividade
antioxidante

Ao observar os valores exposto na tabela 25, podemos verificar uma linearidade

entre os teores de flavonoides e fenolicos encontrados nas amostras, onde de acordo com a

correlagédo de Pearson, (r=1, p<0,0001, n=72), o que significa uma correlacdo positiva perfeita,

ou seja, quanto maior o teor de flavonoides na amostra, maior o nimero de compostos fendlicos.

J4 a atividade antioxidante apresentou uma correlacdo ndo linear, tanto com o teor de

flavonoides como com os fendlicos.

Tabela 25 - Coeficiente de correlacdo entre os teores de flavonoides, fendlicos totais e

atividade antioxidante.

Atividades Correlagao
Flavonoides x fendlicos r=1(p<0,0001) (n=72)




Flavonoides x capacidade antioxidante
Capacidade antioxidante x fenélicos
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r=0,0456 (p= 0,6447) (n=72)
r=0,0996 (p= 0,4527) (n=72)

Figura 33 - Correlag&o entre o teor de flavonoides e o teor de fendlicos
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Figura 34 - Gréfico de disperséo das extragdes a temperatura ambiente (TA) de Senna fistula e
Senna obtusifolia.
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Figura 35 - Gréfico de dispersdo das extracfes com Soxhlet de Senna fistula e Senna

obtusifolia.



141

400,00 i

» 350,00

@

S 300,00

e

§ 250,00

£ 200,00

L

% 150,00 N

5 100,00 e

F 5000 -II_| ] -I |-| S.obtusifolia

0.00 ..I' 2B = I = I-II‘I I‘II-Il I-I"I

R EEEEEEEE S IR
o o O o 2 0 o C QO 0O O O Qo Q0 o o o 0
§888g5555¢5g3¢¢28882¢¢%
2 =2« zxxzx 3 g3
38800000022 <2228¢8¢%¢%
CEESS o g Zz 2

Meio extrator

6.3 Teste de Inibigdo da Conversao da enzima angiotensina | (ECA):

O uso de farmacos conhecidos como inibidores da enzima conversora da angiotensina
(ECA) esta bem estabelecido como um dos principais agentes terapéuticos para o tratamento
da hipertensdo arterial, eles realizam bloqueio reversivel da enzima conversora de angiotensina,
reduzindo a formacdo de All que é um peptideo vasoconstritor e estimulante da secrecdo
adrenal de aldosterona. Este bloqueio da ECA, causa um efeito hipertensor causado pela
inibicdo dos efeitos vasoconstritores e estimulantes da secrecdo de aldosterona, indiretamente,
ocorre a prevencdo de doencas isquémicas cardiacas, doenca aterosclerdtica, nefropatia
diabética e hipertrofia ventricular esquerda (YUSUF et al., 2000).

Uma vantagem dos inibidores da ECA em relacdo a outros farmacos anti-
hipertensivos ¢ uma reducdo de quaisquer efeitos colaterais no SNC. Entretanto, todos os
farmacos sintéticos inibidores ECA, podem produzir alguns efeitos colaterais, como tosse,
erupgOes cutaneas e aversdo ao sabor, justificando, assim, a busca de novos inibidores naturais
da ECA, pois podem ser mais seguros e também mais econdmico (OLIVEIRA et al., 2015).

Os extratos etanolicos de Senna cana (caule e folhas) e S. pendula (caule, folhas e
flores), foram testados no ensaio de inibicdo da enzima conversora da angiotensina I, com a

metodologia descrita no capitulo 7, Procedimento Experimental (Tabela 26).

Tabela 26 - Extratos e compostos puros testados pela Inibi¢do da enzima conversora da
angiotesina | (IECAS).
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Extratos % de inibicao I1Cs0 (ug/mL)
Captopril (controle positivo) 99,00 6,85 nmol/L
EESCC 93,55 125,81
EESCF 85,31 364,53
EESPC 94,41 47,73
EESPF 91,58 72,11
EESPFI 95,11 38,91

3EESCC: extrato etandlico do caule de S.cana; EESCF: extrato etandlico das folhas de S.cana; EESPC: extrato etanélico do

caule de S.pendula; EESPF: extrato etandlico das folhas de S.pendula; EESPFI: extrato etan6lico das flores de S.pendula;

De acordo com os valores apresentados na Tabela 26, pode-se perceber que todos
0s extratos apresentaram altos valores de inibicdo da ECA, com destaque para o extrato das
flores da S. pendula, que apresentou o maior potencial de inibicao, 95,11%. (ICs 38,91 pg.mL"
1. Através da desreplicagdo, como foi mostrado anteriormente, sabe-se que o EESPFI,
apresentou como constituintes majoritarios, catequinas e flavonoides, onde na literatura
encontra-se trabalhos que mostram que a presenca desses constituintes estd diretamente
relacionada com o aumento do potencial de inibicdo da ECA (ACTIS-GORETTA et al, 2006).
Como todos os extratos estudados apresentaram essas classes de substancias, pode-se afirmar
que a presenca desses constituintes corroborou para este satisfatorio resultado de inibi¢do. O
potencial de inibicdo de enzima conversora de angiotensina | (ECA) de espécies Senna spp.
nativas do nordeste Brasileiro, foi avaliada pela inibi¢do da enzima conversora da angiotensina
(ECA), utilizando um ensaio de HPLC, o sistema de ensaio foi calibrado com captopril, um
controle positivo e mostrou atividade inibidora de ECA com um valor de ICso de 6,85 nmol.L
1.

Ao comparar os valores encontrados para os extratos de S.cana e S.pendula, com
os valores da literatura, é possivel perceber que dentre as espécies do género Senna e Cassia,
os valores de ICso estdo bem proximos aos valores para o extrato das sementes de Cassia tora
(1Cs0 34,21 pg.mL™) por exemplo. (HYUN et al., 2009). Ja entre os extratos das folhas e raizes
de Senna gardneri (1Cs027,82; 12,25 ng.mL™?), os extratos de S. pendula e S.cana, apresentaram
valores inferiores. (OLIVEIRA, 2015).

Embora os ICso dos extratos, foram significativamente maiores do que o de
captopril, ainda é evidente que os extratos de Senna tiveram potente atividade inibidoras da
ECA.
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6.4 Avaliacdo da toxicidade em Artemia salina

Segundo Silva et al. (2015), a determinacéo da toxicidade de amostras de plantas
contra Artemia salina L. permite a avaliacdo da toxicidade envolvendo apenas um parametro:
vida ou morte. Portanto, este modelo é considerado como uma forma preliminar de teste, com
baixo custo e facil manuseio, para identificar compostos bioativos. A auséncia de citotoxicidade
dos extratos testados contra A. salina é um indicador de que a planta pode ser bem tolerada pelo
sistema bioldgico.

Na avaliacdo in vitro da toxicidade dos extratos etandlicos e hexanicos de S.cana e
S.pendula contra A. salina, apenas os extratos EHSCC e EHSPF foram capazes de causar 50%
de mortalidade das larvas de A. salina e também apresentaram baixa toxicidade, com CLso de
790,94 e 746,35 pg.mL?, respectivamente (Tabela27).

Esses resultados confirmam a acdo tdxica para apenas esses extratos, uma vez que
apenas as amostras com CLso inferior a 1000 pg.mL? sdo consideradas toxicas de acordo com
a classificacéo descrita por Meyer et al,(1982).

Estes resultados corroboram com o possivel uso dos outros extratos testados como
fitoterapico, pois assim conforme relatado por Simdes e Almeida (2015), se a amostra ndo se
mostrou téxica para A. salina, seus efeitos também serdo os mesmos em humanos. Vale
salientar que os resultados de toxicidade do extrato Os resultados de toxicidade dos extratos
BHESC e LHESP, também sdo valorizados, pois amostras que sdo toxicas para A. salina podem
apresentar compostos bioativos com potencial antitumoral, antimalarial, tripanossomicida e
inseticida (SANTOS, 2010), antiplasmodica (AMARANTE et al., 2011), bem como
antimicrobiano (BRAQUEHAIS et al., 2016).

Parra et al. (2001), ao testar o extrato folhas de Senna alata, obteve um CLsg de
7,74 ng.mL, muito inferior ao que é considerado uma baixa toxicidade. Em outras palavras,
este extrato apresentou alta toxicidade, ao contrario dos extratos etanolicos de S. cana e S.

pendula mostrados neste trabalho.

Tabela 27 - Resultados de toxicidade para os extratos de S.cana e S.pendula frente a Artemia

salina L.
Potencial de
EXTRATOS? CL s0 (ng.mL)° .
Toxicidade®
EHSCF > 1000 Atbxico

EHSCC 790,94 Baixa toxicidade
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EESCF > 1000 Atdxico
EESCC > 1000 Atdxico
EHSPF 746,35 Baixa toxicidade
EHSPC > 1000 Atoxico
EHSPFI > 1000 Atoxico
EESPF > 1000 Atdxico
EESPC > 1000 Atdxico
EESPFI > 1000 Atdxico

28EESCF: extrato etandlico das folhas de S.cana; EESCC: extrato etandlico do caule de S.cana; EHSCF: extrato hexanico das
folhas de S.cana; EHSCC: extrato hexanico do caule de S.cana; EESPF: extrato etanélico das folhas de S.pendula; EESPC:
extrato etandlico do caule de S.pendula; EESPFI: extrato etanélico das flores de S.pendula; EHSPF: extrato hexanico das folhas
de S.pendula; EHSPC: extrato hexanico do caule de S.pendula; EHSPFI:

PCLso: concentrago letal para 50% das larvas de A. salina.

CAtoxico (CLso> 1000 ug.mL1); Baixa toxicidade (500 < CLso < 1000 pg.mL-1).

6.5 Teste de Inibicdo da Enzima Acetilcolinasterase

As plantas sdo fontes promissoras de novos medicamentos, incluindo algumas
usadas para tratar a doenca de Alzheimer (DA), como a galantamina. As drogas disponiveis
atualmente sdo efetivas apenas nos estagios iniciais da DA, cujo periodo & muito curto.
Portanto, é importante procurar novos medicamentos de origem natural que inibam a enzima
acetilcolinesterase (AchE), tanto nos estagios iniciais quanto nos estagios avancados de AD
(MOTA etal., 2012; MUKHERJEE et al., 2007)

Fendis e flavonoides sdo produtos naturais importantes que inibem a
acetilcolinesterase e, assim, restabelecem o nivel de acetilcolina, o que é essencial para a fungdo
cerebral (PENIDO et al., 2017). Uma vez que os extratos de Senna continham concentragdes
significativas de compostos fendlicos e flavonoides, a avaliacdo da atividade anticolinesterasica
foi realizada para confirmar este aspecto.

Até a data, ndo foram publicados artigos cientificos que avaliem a atividade
anticolinesterasica de extratos de espécies de Senna. Existem apenas dois relatos envolvendo
alcaldides isolados de Senna multijuga que tiveram essa atividade verificada (FRANCISCO et
al., 2012; SERRANO et al., 2009)

Os resultados obtidos para a inibicdo da acetilcolinesterase séo apresentados na
Tabela 26. Somente os extratos etandlicos do caule e folhas de S. cana ndo mostraram atividade
nesse teste qualitativo. Na avaliacdo anticolinesterasica o aparecimento de halos em tornos dos

"spots" das amostras € indicativo de que ocorreu a inibicdo da enzima AChE.
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Os extratos hexanicos de S. cana e extratos hexanicos e etandélicos de S. pendula
apresentaram atividade inibitdria e podem ser considerados para estudos futuros contra doenca
de Alzheimer, doencas neurodegenerativas e disfuncdo do sistema colinérgico.

Agora atraves da analise quantitativa da atividade anticolinesterasica, foi possivel
verificar um valor 1Cso diferente do valor obtido para o padrdo eserina. O extrato que apresentou
o melhor valor de ICso foi 0 EHSPF (extrato hexanico das folhas de S.pendula), de acordo com
0 resultado obtido no teste qualitativo, onde este extrato também apresentou o melhor
desempenho.

Outra observacao esta relacionada aos extratos etanolicos de S. cana, que no teste
qualitativo apresentaram resultado negativo, enquanto que no teste quantitativo apresentaram
resultados satisfatorios. O extrato EESCF (extrato etandlico das folhas de S.cana) apresentou o
terceiro melhor desempenho no teste quantitativo. Este fato pode estar relacionado ao alto teor
de compostos fenolicos e flavonoides encontrados neste extrato. (URIARTE-PUEYO e
CALVO, 2011). Em relacdo a atividade antioxidante, este mesmo extrato apresentou o melhor
desempenho frente aos ensaios DPPH e FRAP e o segundo melhor nos ensaios ABTS e ORAC.
Esses resultados reafirmam a descoberta de Penido et al. (2017), que quanto maior o teor de
compostos fendlicos e flavonoides, maior serd o desempenho contra a inibicdo da

acetilcolinesterase.

Tabela 28 - Avaliacdo qualitativa e quantitativa da atividade anticolinesterasica dos extratos

de Senna cana e Senna pendula.

Extracts® Tamanho Andlise

xtracts

(10 L Analise Qualitativa do halo Quantitativa (1Cso
mg.mL"

’ (mm) hg.mL)?
EESCF Negativo - 85,5+0,05
EESCC Negativo - 127,8 + 0,09
EHSCF Positivo 5 80,4 £ 0,001
EHSCC Positivo 4 101,5 £ 0,03
EESPF Positivo 6 215,5 £ 0,05
EESPC Positivo 6 106,8 £ 0,06
EESPFI Positivo 7 144,0 + 0,06
EHSPF Positivo 8 106,1 + 0,02
EHSPC Positivo 8 195,6 + 0,002
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EHSPFI Positivo 9 70,3 £ 0,001
Padréo (Eserina) Positivo 11 19,3+ 0,05

2inibicdo da acetilcolinesterase (AChEI) (1Cso pug.mL1);

PEESCF: extrato etandlico das folhas de S.cana; EESCC: extrato etandlico do caule de S.cana; EHSCF: extrato hexanico das
folhas de S.cana; EHSCC: extrato hexanico do caule de S.cana; EESPF: extrato etandlico das folhas de S.pendula; EESPC:
extrato etandlico do caule de S.pendula; EESPFI: extrato etanélico das flores de S.pendula; EHSPF: extrato hexanico das folhas
de S.pendula; EHSPC: extrato hexanico do caule de S.pendula; EHSPFI: extrato hexanico das flores de S.pendula.

6.6 Teste Larvicida de espécies de Senna frente a Aedes aegypti

Os ensaios de atividade larvicidas foram realizados no Laboratério de Produtos
Naturais e Biotecnoloia (LPNBio) da UFC. As larvas de Aedes aegypti, foram cedidas pelo
NUVET (Nucleo de Vetores do Estado do Ceard). Os resultados da atividade larvicida foram
analisadas no ORIGIN e interpretadas em valores de CLso (concentracdo letal para 50% das
larvas). Devido a baixa solubilidade dos extratos de hexano em DMSO, apenas 0s extratos de
etanol de cada parte das duas espécies de Senna foram utilizados.

De acordo com a literatura, para que os resultados sejam considerados bons, a
amostra deve ter CLso abaixo de 100 ppm. Conforme observado na Tabela 29, todos os
resultados encontrados para S. cana e S. pendula foram bem acima de 100 ppm, o que significa
que essas plantas ndo sdo consideradas fontes promissoras de substancias com atividade
larvicida relevante (CAVALCANTI et al., 2004).

Edwin et al. (2013), investigou a atividade larvicida dos extratos etanolicos e
aquosos de folhas e caule de Senna alata, para o extrato aquoso das folhas obteve valores de
0,840 (% p / v) e para 0 extrato aquoso do caule obteve 0,935 (% p / v), enquanto para o extrato
etandlico das folhas o valor foi de 0.791 (% p / v) e para o extrato etanélico do caule foi de
0.923 (% p / v). Ao contrario dos extratos de S. cana e S. pendula, os de S. alata (YAKUBU et
al., 2012) e S. occidentalis (MACEDO et al., 2016), apresentaram excelente atividade larvicida.
Ao comparar a composi¢do quimica dessas espécies de Senna, ha uma diferenca muito peculiar,
0 que pode explicar essa grande diferenca de toxicidade contra Aedes aegypti, descobriu-se que
S. alata contém cassiaindolina, um alcaldide indol dimérico, sendo que nem a S.cana e nem a

S.pendula, apresentaram alcaloides quando realizada a prospec¢do quimica.
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Tabela 29 - Valores de CLso de extratos etanolicos, para diferentes espécies de Senna e alguns

compostos presentes nestas espécies.

Espécies de Senna ClLso(ug.mL™)
SCC 1814,8
SCF 2182,5
SPC 1271,6
SPF 1248,3
SPFI 918,46

Quercetina 46,87
Rutina 472,6
Luteolina 69,71
Lupeol 437,65
Fridelina 156,25
o-p amirina 217,62

*SCC: Senna cana caule; SCF: Senna cana folhas; SPC: Senna pendula caule; SPF: Senna pendula folhas; SPFI:
Senna pendula flores

De acordo com trabalhos encontrados na literatura, sabe-se que extratos com com
CLso abaixo de 100ppm sdo considerados importantes para a atividade larvicida.
(CAVALCANTI et al, 2004) e nenhuma das espécies apresentou CLso abaixo de 100 ppm
(ng.mL1), de modo que estas plantas ndo foram consideradas promissoras fontes de substancias
com importante atividade larvicida.

Dentre os padrdes testados, a quercetina apresentou o menor valor de CLso (46,87
ug.mL™), ou seja, a menor concentragdo para eliminar 50 % das larvas, seguido da luteolina
(69,71 pg.mL™). Esses dois flavonoides apresentam estruturas semelhantes, porém a quercetina
é um flavonol com uma hidroxila no carbono Cs, ja a luteolina € uma flavona e ndo possui esta

hidroxila. Dentre os triterpenos, a friedelina apresentou o menor valor de CLso (156,25 pg.mL”

1).
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7 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

7.1 Material botanico
7.1.1 Coleta

O material botanico das espécies de Senna selecionadas para estudo foi coletado
em diferentes locais do nordeste brasileiro conforme Tabela 30. Senna cana e Senna pendula
foram coletadas pelo professor Edilberto Rocha Silveira, do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard; Senna fistula e Senna obtusifolia,
foram coletadas pela aluna Jackelyne Alves Monteiro no Campus do Pici, UFC/CE.

A certificacdo botanica foi realizada pelo professor Edson Paula Nunes do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard. As exsicatas referentes as
espécies citadas, encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Tabela 30 - Identificacdo botanica, locais de coleta e nimeros de registro das exsicatas.

Espécie Local de Data de Nome popular NUmero
coleta coleta de
registro
Senna cana (Nees &amp; Mart.) Mucugé, 25/4/2011 Candieiro preto, 50297
Irwin & Barneby Bahia- CE Sdo Jodo
Senna pendula (Willd.) Irwin & Serra das 01/05/2013  Canudo de apito, 54075
Barneby Almas- CE aleluia
Senna fistula Linn Campus do 07/06/2016 Caéssia-imperial, 31589
Pici- CE Chuva de ouro

Senna obtusifolia Irwin &  Campus do 07/06/2016 Mata-pasto 59822
Barneby Pici- CE
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Figura 36 - Mapa que mostra os locais de coleta de Senna cana e Senna pendula
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Figura 37 - Mapa que mostra os locais de coleta de Senna fistula e Senna obtusifolia
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7.2 Preparo das Amostras
As amostras foram preparadas atendendo a trés metodologias diferentes: estudo
quimico e farmacoldgico de S. cana e S. pendula, extracdo seletiva de flavonoides aplicada a



150

S.cana e S.pendula e a utilizagcdo da metodologia de extracdo de flavonoides, aplicada neste

trabalho as espécies S. fistula e S. obtusifolia.

7.2.1 Estudo Quimico e Farmacolodgico de Senna cana e Senna pendula.

Amostras do material coletado de S. cana (caule, folhas) e S. pendula (caule, folhas
e flores), foram secos, triturados e macerados exaustivamente com hexano a temperatura
ambiente durante 10 dias. Apos esse periodo o extrato obtido foi concentrado e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida em evaporador rotativo. O residuo foi seco e macerado
novamente exaustivamente por 10 dias com etanol. Em seguida o material foi filtrado e
concentrado, obtendo-se assim o0s extratos hexanicos e etanolicos. Os rendimentos dos extratos

estdo dispostos na Tabela 31.

Tabela 31- Tabela dos extratos obtidos de Senna cana e Senna pendula.

PARTE DA Peso fresco (Kg) EXTRATO EXTRATO
PLANTA HEXANICO ETANOLICO
@ (¢))
SCC 1,950 15,190 486,997
SCF 2,165 20,190 337,965
SPC 1,498 27,520 146,840
SPF 0,932 24,280 242137
SPFI 0,154 3,780 22,450

*SCC: Senna cana caule; SCF: Senna cana folha; SPC: Senna pendula caule; SPF: Senna pendula folha; SPFI: Senna pendula
flores

7.2.2 Extracéo seletiva de flavonoides em extratos de Senna cana e Senna pendula.

Foram realizados dois métodos de extracdo de flavonoides, em trés condicOes
extrativas, partindo dos extratos etanolicos de S. cana (SCC e SCF) e S. pendula (SPC, SPF e
SPFI). Esses métodos foram baseados em Spagolla et al., (2009) e Barreto et al., (2005). 5 g de
cada extrato foram pesadas e solubilizadas com etanol 60% (60% etanol + 40% H,0O). Foram
utilizadas duas condi¢Oes extrativas modificando-se apenas a temperatura. Na primeira
condigéo, utilizou-se temperatura ambiente por 24 horas sendo o material obtido posteriormente

filtrado e submetido a retirada do solvente por evaporacao a pressdo reduzida.
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A segunda condigdo extrativa o extrato também € solubilizado em etanol a 60%
(60% etanol + 40% H20), porém é agitado em chapa aquecedora por cerca de 15 minutos,
filtrado e submetido a retirada do solvente por evaporacao a presséo reduzida.

No segundo método, e terceira condigdo extrativa, foi utilizado solvente
qguimicamente ativo, pesando-se 10 g de cada extrato e adicionado uma mistura de etanol e HCI
1,5 mol/L na proporc¢do 85:15 (v/v). A relacdo da amostra e o solvente foi de 1:3, em seguida
essa mistura foi conservada em geladeira durante 18 horas. Posteriormente, a solucao foi
filtrada a vacuo e neutralizada com NaOH 1,0 mol/L. O solvente foi retirado por evaporacédo a
pressédo reduzida. A massa dos extratos obtidos em cada condi¢do, encontram-se expostos na
Tabela 32.

Tabela 32 - Massa dos extratos ap6s a extracao seletiva dos flavonoides

Amostras? 1 e e
Massa de extrato (g)  Massa de extrato (Q) Massa de extrato (g)
SCC 4,2779 4,5880 7,5142
SCF 4,1771 4,6869 5,3980
SPC 4,1021 4,4391 6,7772
SPF 3,9369 4,2760 7,9810
SPFI 4,3572 4,7711 6,9409

aSCC: Senna cana caule; SCF: Senna cana folhas; SPC: Senna pendula caule; SPF: Senna pendula folhas; SPFI:
Senna pendula flores
bed] Etanol 60% a temp. Ambiente; 11 Etanol 60% a quente; 111 Extracdo com solvente Quimicamente ativo

7.2.3 Extracao seletiva de flavonoides para Senna fistula e Senna obtusifolia.

Para Senna fistula e Senna obtusifolia, cada parte da planta foi separada, triturada
(folhas, vagens e flores) e utilizados diferentes solventes para a preparagao dos extratos (etanol
100 %; etanol 60%; metanol 100%; metanol 60%; acetonal00% e acetona 60%), sendo
divididos em extraces a temperatura ambiente (TA) (método de maceracdo convencional),
onde a planta foi colocada em contato com o solvente orgéanico por cerca de 7 dias e em seguida
o material foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo. E extracdo a quente, onde a
extracdo aconteceu em extrator Soxhlet (ES), por cerca de 2 horas. O material extraido foi
concentrado em evaporador rotativo. (SPAGOLLA et al., 2009). Os rendimentos dos extratos

estdo expostos na tabela 33.
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Tabela 33 - Extrativos obtidos em diferentes condi¢es experimentais para Senna fistula e

Senna obtusifolia

Etanol 100%

Senna fistula Senna obtusifolia
Partes da Planta Extrato % Planta Extrato %
planta seca (g) (9) (p/p)* | seca(g) (9) (p/p)

Folhas TA 14,817 2,9984 20,24 10,2435 | 0,2571 2,51
ES 3,2500 0,7379 22,70 3,6920 0,1516 4,11

Vagem | TA 17,7816 2,3948 13,47 13,3961 | 1,1208 8,37

ES 15,9225 0,4023 2,53 6,2479 0,4471 7,16
Flores | TA 4,1456 0,5032 12,14 23,4754 | 2,2609 9,63
ES 15,9225 0,4023 2,53 10,0996 1,3268 13,14
Etanol 60%
Senna fistula Senna obtusifolia
Partes da Planta Extrato % Planta | Extrato %
planta seca (9) (9) (p/p) | seca(9) (9) (p/p)

Folhas TA 4,1872 1,3633 35,56 3,1673 0,9146 28,88
ES 1,0951 0,4355 39,77 1,2863 0,5023 39,05

Vagem | TA 22,7056 4,6897 20,65 27,3607 | 0,2272 0,83
ES 15,8439 2,2512 14,21 5,7700 0,5023 8,70

Flores TA 4,7034 0,2896 6,16 18,495 1,9051 10,30

ES 2,3110 1,8158 78,57 2,3893 0,8293 34,71
Metanol 100%
Senna fistula Senna obtusifolia
Partes da Planta Extrato % Planta | Extrato %
planta seca (9) (@) (p/p) | seca(g) @) (P/p)

Folhas TA 10,9556 2,6737 24,40 10,200 3,0123 29,53
ES 1,9650 0,6494 33,05 1,4667 0,3660 24,95

Vagem TA 14,0903 2,8633 20,32 17,1990 | 1,4612 8,49
ES 21,3837 3,1151 14,57 14,1001 | 0,7859 5,57

Flores TA 4,0969 0,3983 9,72 16,6528 | 1,4465 8,69
ES 13,8089 1,4327 10,37 13,8089 | 0,7932 5,74




Metanol 60%
Senna fistula Senna obtusifolia
Partes da Planta Extrato % Planta | Extrato %
planta seca (9) (9) (p/p) | seca () (9) (p/p)
Folhas TA 1,1184 0,2375 21,23 5,4787 0,3770 6,88
ES 1,1720 0,6913 58,98 1,4908 0,5599 37,56
Vagem | TA 5,4090 0,7624 14,09 5,4787 0,1802 3,29
ES 7,1912 0,4163 5,79 8,2032 1,3801 16,82
Flores TA 2,4090 0,7624 31,65 0,8118 0,1708 21,04
ES 2,8608 0,8580 29,99 1,5649 0,7788 49,77
Acetona 100%
Senna fistula Senna obtusifolia
Partes da Planta Extrato % Planta | Extrato %
planta seca (9) (9) (p/p) | seca () (9) (p/p)
Folhas TA 1,6674 0,0649 3,89 2,5918 0,0808 3,12
ES 1,812 0,2183 12,05 6,669 1,3078 19,61
Vagem TA 14,2204 0,4688 3,30 22,2575 | 0,4557 2,05
ES 11,7750 0,1220 1,04 2,6870 0,3286 12,23
Flores TA 41071 0,2279 5,55 18,4719 1,3131 7,11
Folhas TA 1,5884 0,0508 3,20 2,1303 0,2722 12,78
Acetona 60%
Senna fistula Senna obtusifolia
Partes da Planta Extrato % Planta | Extrato %
planta seca (9) (9) (p/p) | seca () (9) (p/p)
Folhas TA 12,503 6,3602 50,87 2,5693 1,0883 42,36
ES 1,119 0,4030 36,01 1,6115 0,3474 21,56
Vagem TA 1,8130 0,4890 26,97 12,3458 1,0917 8,84
ES 1,2409 0,1608 12,96 1,3410 0,2283 17,02
Flores TA 1,2330 0,0574 4,65 4,5195 1,4537 32,16
Folhas
ES 0,679 0,2881 42,43 0,766 0,1225 15,99

%p/p: teor de extrativos

bTA: temperatura ambiente; ES: extrator soxhlet




154

7.3 Prospeccdo quimica dos extratos de Senna spp.

Os extratos de S. cana e S. pendula foram submetidos a analise qualitativa,
realizados segundo o método proposto por Matos (2009), que detecta a presenca ou auséncia
de compostos das varias classes como fendis, antraquinonas, esteroides, triterpenos, alcaloides,
flavonoides, antocianinas, antocianidinas, catequinas, a partir de ensaios quimicos em
microescala, baseando-se em mudanca visuais de coloracdo e na formacéo de compostos pouco
soluvéis.

Apesar da presenca de flavonoides nos extratos de S. fistula e S. obtusifolia, ser
registada na literatura, mas devido a variabilidade intraespecifica também ja registrada para
outras espécies do género, prospeccdo de flavonoides foi realizada nestes extratos, para
confirmacéo de sua presenca antes da aplicacdo da metodologia. O teste foi realizado (MATOS,

2009) utilizando o0s extratos secos.

7.4 Técnicas cromatograficas

7.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises utilizando-se cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas em cromatoplacas de confec¢do manual com gel de silica 60G F254 da VETEC sob
placas de vidro e aluminio (5-40 pum) como suporte, com uma das faces revestida por uma fina
camada deste material, com indicador de fluorescéncia (254 nm). Também foram utilizadas
cromatofolhas de gel de silica sobre aluminio CCF-C/25 da MERCK, com camadas de 250 pm
de espessura e dimensdes de 20 x 20 cm (com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm).

Os eluentes utilizados como fase movel, seguiram uma série eluotropica, que podia
ser tanto puros ou em misturas binarias. Os solventes mais usados foram hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, todos de qualidade P.A.

As substancias foram reveladas nas cromatoplacas analiticas através da exposicao
destas a radiacdo ultravioleta (UV) no comprimento de onda 254 nm, revelagdo com vapores
de iodo granulado e por pulverizagao com solucédo de vanilina (CsHgO3) e acido perclérico 10%
(HCIO4) em etanol puro (C2HsO) P.A, seguida de aquecimento em estufa a 100°C, por

aproximadamente 5 minutos.
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7.4.2 Cromatografia Liquida em Coluna por adsorcéo

A cromatografia de adsorcdo em coluna gravitacional foi amplamente utilizada no
isolamento e purificagdo dos compostos identificados de Senna pendula. Como fase
estacionéria utilizou-se gel de silica 60 da VETEC (@ um 70-230 mesh). O comprimento e 0
diametro dos suportes para as colunas variaram de acordo com o material a ser purificado. Para
eluicdo foram utilizados solventes organicos como o hexano, diclorometano, acetato de etila e

metanol, seguindo a ordem crescente de polaridade.

7.4.3 Preparacdo das amostras (Clean up) (SPE)

Os extratos foram submetidos a um clean up (limpeza) utilizando cartuchos de fase
solida [SPE VertiPak Cigec (3 mL/500 mg)] sob presséo. Os cartuchos foram primeiramente
ativados, isto é, eluidos com metanol. Em seguida os extratos eram preparados em uma

concentragéo de 10 mg.mL* e passados no cartucho C18 ja ativado.

7.4.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
7.4.4.1 Condigdes cromatograficas utilizadas na quantificacdo da extracéo de flavonoides

Equipamento: Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) SHIMADZU, detector arranjo
de diodos UV-VIS, injetor automatico Sil-20A, Bomba LC-20AT, Mddulo CBM-20A, e
aquisicdo de dados via computador tipo Pentium I11 550 MHz, usando o software LC Real Time
Analysis.
Coluna: As andlises dos padrdes e dos extratos das espécies estudadas foram realizadas
utilizando-se a coluna analitica Phenomenex Kinetex C18, (250 mm x 4,60 mm - 5 um).
Detector: O detector foi utilizado na regido do UV-VIS, com os cromatogramas registrados
em 259, 278 e 340 nm.
Solventes e Eluentes:

e Acetonitrila grau HPLC (Vetec e Teddia);

e Agua ultrapura, preparada em sistema Milli Q da Purelab Option

e Padrdes utilizados foram a quercetina, luteolina e rutina.

Esta metodologia foi baseada em Belmiro et al., 2017, sendo levado em consideragdo

todos os parametros utilizados, onde a fase mdvel era composta por acido formico 0,1%
(solvente A) e acetonitrila (solvente B). O gradiente utilizado esta especificado abaixo (Tabela
34), onde os extratos foram preparados em uma concentragdo de 10 mg/mL e os padrdes em
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uma concentragéo de 1 mg/mL. O volume de injecdo das amostras foram de 20puL, a 35°C, a
uma vazao de 1,5 mL/min e comprimento de onda de 259, 278 e 340 nm.

A pureza dos picos foi garantida com o auxilio do detector de arranjo de diodos,
através da comparacdo dos espectros de cada amostra em diversos pontos dos picos, 0 que
indicou a ndo existéncia de interferentes eluindo no mesmo tempo de retencdo do analitos.

Tabela 34 - Condi¢6es cromatogréaficas utilizadas

Tempo (min) Solvente A Solvente B
0,01 92% 8%
3 92 % 8%
31 60% 40%
32 60% 40%
36 92% 8%
37 0% 100%

A quantificacdo dos flavonoides nos extratos de S. fistula e S. obtusifolia, foi
realizado utilizando o método de padronizagédo externa, onde comparou-se a area da substancia
a ser quantificada na amostra com as areas obtidas com solugdes de concentragcdes conhecidas
preparadas a partir dos padrées. A curva analitica foi preparada por dilui¢do, nas concentraces
de0,1,0,2,0,5,0,8, 1, 10, 25 e 50 pg.mL?, a partir de uma solucéo padréo de quercetina, rutina
e luteolina a 1000 pg.mL™,

7.4.4.2. Semi-validagcio da metodologia

Para a validacdo da metodologia, foram levados em consideragdo os seguintes
parametros analiticos: Linearidade, Precisdo, Limite de quantificacdo e de deteccdo.
(ANVISA, 2017).

a) Linearidade
Para a verificacdo da linearidade da metodologia escolhida, foram preparadas

solucgdes dos padroes utilizados, na concentragéo de 1000 pg/mL em metanol HPLC. A
curva analitica foi preparada por diluicdo, nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1; 10;

25 e 50 pg.mL?, a partir de uma solucéo padréo de quercetina, rutina e luteolina a 1000
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ug.mLL. A curva de calibragdo foi construida plotando-se os valores médios das areas dos

picos cromatograficos em funcdo das concentragdes.

b) Preciséao
A precisdo reflete a concordancia entre os resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Pode ser expressa como
desvio padréo ou desvio padréo relativo (coeficiente de variacdo) Pode ser considerada em
trés niveis diferentes: repetibilidade intradia e interdia e reprodutibilidade. E calculada
através da seguinte equacéao:
DPR = (DP/CMD)x 100

Onde: DPR = desvio padrdo relativo
DP = desvio padrao

CMD = concentragdo média determinada

A precisdao do método foi avaliada pela repetibilidade, injetando-se em triplicata
0 padrdo quercetina em trés concentracdes distintas (10, 50 e 100 pug/mL), registrando-se 0s
valores das areas dos picos cromatograficos e calculando-se o desvio padrdo das

determinacGes.

¢) Sensibilidade
A sensibilidade ¢ a capacidade de um método distinguir pequenas variacdes de
concentracdo, sendo determinada atraves dos limites de quantificagdo e de deteccao.

Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

Foi calculado através da comparacdo do sinal analitico obtido para cada amostra
em concentracdes baixas dos padrBes, com o sinal de uma amostra do branco. Foi
considerado a relacéo sinal-ruido:

LD=2:1
LQ =10:1
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7.4.4.3. Analise Quantitativa de extratos de Senna cana e Senna pendula por Cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada & espectrometria de massas com ionizacdo por
“eletrospray” (CLAE-IES-EM)

Esta analise foi realizada no DKFZ (German Cancer Research Center), pela aluna
de doutorado Irvila Ricarte de Oliveira.

Os extratos de S. cana e S. pendula, foram analisadas qualitativamente e
quantitativamente em um cromatégrafo liquido Hewlett Packard série 1100 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha) equipado com coluna de fase reversa (C-18) com
dimensdes de 25 x 0,46 cm (Phenomenex Ltd, Aschaffenberg, Alemanha) e acoplado a um
espectrometro de massas de quadrupolo simples Hewelett Packard série 1101 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha) operando com ioniza¢do por “electrospray”. Os
espectros de massas foram gerados no modo negativo.

Foram testados dois métodos com diferentes gradientes de eluigcdo, baseados em Owen
et al., 2000 e Khallouki et al. 2007, o primeiro denominado “Sistema 1” em que a fase movel
consistiu de 2% de acido acético em agua (solvente A) e metanol (solvente B) seguindo o

seguinte perfil de gradiente (Tabela 35).

Tabela 35 - Condig¢des cromatograficas do “Sistema 1” utilizadas na analise quantitativa de

extratos de Senna cana e Senna pendula por CLAE-IES-EM

Tempo (min) Eluente A Eluente B
2 95% 5%
10 75% 25%
10 60% 40%
10 50% 50%
5 0% 100%
13 100% 0%

O segundo método denominado “Sistema 2”, consistiu de uma fase mével de 2% de
acido acético em agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B) seguindo o seguinte perfil de
gradiente (Tabela 36).
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Tabela 36 - Condi¢des cromatograficas do “Sistema 2” utilizadas na analise quantitativa de

extratos de Senna cana e Senna pendula por CLAE-IES-EM

Tempo Eluente A Eluente B
10 95% 5%

1 90% 10%

9 60% 40%
10 80% 20%
10 60% 40%

5 0% 100%

Para a analise quantitativa de algumas das substancias presentes nos extratos das
varias partes das plantas estudadas, foram obtidas curvas analiticas utilizando-se na construcéo
destas curvas, os métodos de regressédo linear e dos minimos quadrados.

Sabe-se que a quantificacdo dos compostos de interesse pode ser obtida através de
varios métodos analiticos dentre os quais, padronizagdo externa; padronizacdo interna;
superposicdo de matriz e adicdo de padrdo, utilizando como padrdes, compostos puros
adquiridos comercialmente ou purificados. Neste trabalho foi utilizado o método de
padronizacdo externa. Este método compara a area da substancia a ser quantificada na amostra
com as areas obtidas com solucGes de concentragfes conhecidas preparadas a partir de um
padrdo. Prepararam-se solugbes das substancias a serem quantificadas em diversas
concentracdes, os cromatogramas correspondentes a cada uma delas foram obtidos e os valores
plotados em um grafico, onde foi relacionada as areas obtidas com as concentragdes. Através
deste gréfico, foi possivel calcular a equacédo da reta de todos os padrdes, para finalmente poder
calcular a quantidade dessas substancias presentes em cada extrato, relacionando a area da
substancia e substituindo o valor na equacédo da reta correspondente a substancia quantificada.
A pureza dos picos foi determinada pelos espectros de massas, que confirmava pelo valor da
massa molar, em comparacao do tempo de retencdo e massa molar do padrdo, a pureza ou ndo
da amostra que gerou cada pico analisado.

Os padroes utilizados para a quantificacdo foram: epigalocatequina, catequina,
procianidina B2, epicatequina, quercetina glicoarabinose, rutina, quercetina e luteolina. Os

resultados foram expressos em mg.g™* de material boténico seco.
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7.5 Ponto de fuséo (pf)
Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em equipamento

MQAPF-301 da Microguimica a uma taxa de aquecimento de 5,0 °C/min.

7.6 Técnicas Espectroscépicas

7.6.1 Espectroscopia na Regido do UV-VIS

Foi utilizado o espectrofotometro Femto 700 plus, com faixa espectral de 195 a
1100 nm.

7.7 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados técnicos e as condiges operacionais sobre os espectros de RMN *H e
RMNZC unidimensionais e bidimensionais foram obtidos junto ao Centro Nordestino de
Aplicacdo e uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), sob a coordenacgdo do
Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira do departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara.

Os espectros foram obtidos em espectrometros Bruker, modelo Avance DPX-300 e
modelo Avance DRX-500, operando na frequéncia do hidrogénio a 300 e 500 MHz, e na
freqliéncia do carbono a 75 e 125 MHz respectivamente.

Na dissolucdo das amostras para obtencdo dos espectros foram utilizados solventes
deuterados: metanol (CD3sOD) e cloroformio (CDCls).

Os deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de RMN *H, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes: metanol (dn 4,87; 3,31) e cloroférmio (dn
7,27) Para os espectros de RMNC, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos
picos dos carbonos-13 dos solventes: cloroformio (8¢ 77,0) e metanol (6¢ 49,0).

Os conceitos de multiplicidades dos sinais dos espectros de RMN H foram
indicadas segundo a convengdo: s (singleto), d (dubleto), t (tripleto), g (quarteto), m
(multipleto), sl (singleto largo) e dd (duplo-dubleto).

O padr&o de hidrogenagéo dos carbonos em RMN *3C foi determinado através da
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com angulo de nutacéo
de 135°, CH e CHs com amplitudes em oposic¢ao aos CHy), e foi descrito segundo a convencao:
C (carbonos ndo-hidrogenado); CH (carbono metinico); CH. (carbono metilénico) e CHs
(carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo do
espectro DEPT 135° do espectro RMN *C-BB. Usou-se também os espectros de RMN
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bidimensionais HSQC, para associar as absor¢Ges dos hidrogénios aos seus respectivos

carbonos.

7.8 Estudo quimico dos constituintes de Senna pendula.

7.8.1 Fracionamentos preliminar do extrato hexanico do caule de Senna pendula.

O extrato hexanico do caule de Senna pendula (EHSPC) (15g) foi adsorvido em 50
g de gel de silica, pulverizados em gral de porcelana e acondicionados em 230g de gel de silica
em coluna cromatografica. Utilizou-se como eluentes os seguintes solventes em ordem
crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros. Todas as
fracbes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo. A quantidade de material de cada

fracdo é mostrada na Tabela 37.

Tabela 37 - Dados referentes ao tratamento cromatografico de EHSP.

ELUENTES FRACOES (R6tulo) MASSA (g)
HEXANO EHSPC-H 2,379
DICLOROMETANO EHSPC-D 7,731
ACETATO DE ETILA EHSPC-A 2,157
METANOL EHSPC-M 1,259

Rendimento 90,17%

7.8.2 Fracionamentos cromatografico de EHSPC-D.
A fracdo EHSPC-D (7,731) foi adsorvido em 10,815 g de gel de silica, pulverizados

em gral de porcelana e acondicionados sobre 100 g de gel de silica em uma coluna de vidro. Os
solventes utilizados foram: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em misturas
binarias. Em analise por CCD comparou-se as fragdes e reuniram-se as que apresentaram Rfs

semelhante. A quantidade de material de cada fracdo é mostrada na Tabela 38.

Tabela 38- Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHSPC-D.

ELUENTES FRACOES MASSA (9)
(Rotulo)

Hexano 100% EHSPC-D 01-08 0,978
Hexano/diclorometano 50% EHSPC-D 09-16 2,187
Diclorometano 100% EHSPC-D 17-20 1,843
Diclorometano/acetato de etila 50% EHSPC-D 21-23 2,381
Acetato de etila 100% EHSPC-D 24-25 1,555
Acetato de etila/metanol 50% EHSPC-D 26 0,521
Metanol 100% EHSPC-D 27-28 0,397

Rendimentos 91,18%
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7.8.3 Isolamentos de EHSPC 1
O tratamento cromatografico de EHSPC-D forneceu entre outras fracfes as fragdes

09-16. E que ao serem analisadas por CCD apresentaram-se semelhantes, desta forma foram
reunidas e denominadas EHSPCD. Desta fracdo foi feito um novo tratamento cromatogréafico.
A fracdo EHSPCD (2,187) foi adsorvida em 5,347 g de gel de silica, pulverizados em gral de
porcelana e acondicionados sobre 30 g de gel de silica em uma coluna de vidro. Os solventes
utilizados foram, hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em concentragdes variadas
(Tabela 39).

Tabela 39 - Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico de EHSPCD.

ELUENTES FRACOES (R6tulo) PESO (q)
HEXANO EHSPCD 01 0,061
HEXANO/CH,Cl, 5 % EHSPCD 02 0,033
HEXANO/CH:Cl; 20% EHSPCD 03-09 0,213
HEXANO/CH,Cl, 40% EHSPCD 10-25 0,896
HEXANO/CH,Cl, 80% EHSPCD 26-38 0,542
CH2Cl> 100% EHSPCD 39 0,057
AcOEt 100% EHSPCD 40 0,037
METANOL 100% EHSPCD 41 0,041

Rendimento 85,96%

Depois de analisar todas as fragdes por CCD, verificou as fragdes semelhantes e
reuniu-se todas. Foi possivel observar que nos frascos EHSPCD 10-25, cristais incolores em
forma de agulha, se formaram ao redor dos frascos. Esses cristais foram coletados e verificou-
se que eles eram solGveis em cloroférmio. Entdo para haver a purificacdo da substancia, foi
lavado exaustivamente com hexano, obtendo-se assim, a substancia denominada de EHSPC 1
(17,98 mg), cujo faixa de fusdo ¢é de 235-240 °C.

7.8.4 Fracionamentos do extrato etandlico do caule de Senna pendula.
Foi realizado uma parti¢do liquido-liquido do extrato etandlico de S. pendula,

denominado de EESPC. Foi pesado 100 g do extrato e solubilizou-se em 400 mL de uma
solucdo de &gua destilada e metanol (1:1).

Essa solucdo foi colocada em um funil de separacdo e iam sendo adicionados
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano e acetato de etila. (Tabela
40)
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Tabela 40 - Dados referentes ao tratamento cromatografico de EESPC.

ELUENTES FRACOES (R6tulo) MASSA (g)
HEXANO EESPCH 20,730
DICLOROMETANO EESPCD 34,438
ACETATO DE ETILA EESPCA 25,124
METANOL EESPCM 10,995

Rendimento 91,28%

A fracdo com maior massa (EESPCD), foi separada para ser fracionada em outro tratamento
cromotagrafico.

7.8.5 Fracionamentos cromatogréafico de EESPCD

A fracdo EESPCD (34,438 g) foi adsorvida em 38,797 g de gel de silica, pulveridas em
gral de porcelana e acondicionados sobre 330g de gel de silica em uma coluna de vidro. Os
solventes utilizados foram hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, em concentracdes
variadas. Em analise por CCD comparou-se as fracdes e reuniram-se as que apresentaram Rfs
semelhantes. A quantidade de material de cada fragdo é mostrada na Tabela 41.

Tabela 41 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHSC-D.

ELUENTES FRACOES (Rétulo) MASSA (q)
HEXANO EESPCD 1 3,537
HEXANO/CH:Cl2 50% EESPCD 2-33 6,986
CH:Cl> EESPCD 34-47 7,833
CH.Cl2/AcOEt 50% EESPCD 48-61 5,174
AcOEt EESPCD 61- 70 5,138
ACOEt/METANOL 50% EESPCD 70-72 2,171
METANOL EESPCD 73 1,599

Rendimento 94,19%

As fracdes foram analisadas por CCD, onde nas fragcbes EESPCD 48-61, observou-se
uma substéncia na cromatoplaca bem separada de todas as outras, entdo foi feito um novo

fracionamento com essas fracoes.

7.8.6 Fracionamentos cromatografico da EESPCD 48-61 e Isolamento de EESPCDL.
As fracdes EESPCD 48- 61 (5,174 g) foi adsorvida em 7,347 g de gel de silica,

pulverizados em gral de porcelana e acondicionados sobre 40 g de gel de silica em uma coluna
de vidro. Os solventes utilizados foram, hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em

concentragOes variadas (Tabela 42).
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Tabela 42- Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EESPCD 48-61.

ELUENTES FRACOES (Rétulo) PESO (g)
HEXANO EESPCD 01 0,288
HEXANO/CH:Cl2 5 % EESPCD 02 0,397
HEXANO/CH:Cl» 10% EESPCD 03-07 0,352
HEXANO/CH:Cl» 15% EESPCD 08-12 0,385
HEXANO/CH:Cl2 20% EESPCD 13-27 0,425
HEXANO/CH:Cl» 30% EESPCD 28 0,573
HEXANO/CH:Cl» 50% EESPCD 29 0,111
CH:Cl, 100% EESPCD 30 0,878
AcOEt 100% EESPCD 31 0,347
METANOL 100% EESPCD 32 0,759

Rendimento 87,26%

O tratamento da fragdo EESPCD 29 (0,111 g), onde ao ser analisada por CCD, foi
observado que se tratava de uma substancia quase pura, apenas com um rastro de impureza. Foi

feito uma recristalizacdo obtendo-se assim um solido branco em forma de agulhas denominado
de EESPCD1 (15 mg), com uma faixa de fusio de 179-183 °C.

7.8.7 Fracionamentos do extrato etandlico das flores de Senna pendula, apds extragdo com
etanol 60% a quente e isolamento de SPFFI 1 e SPFFI 2.

Apos analisar as extragBes e os métodos de extragdes de flavonoides, separou-se o
extrato das flores de S. pendula (ESPFFI) que foi extraido com etanol 60% a quente. Foi pesado
cerca de 3,98 g do extrato, foi adsorvida em 5,136 g de gel de silica, pulverizados em gral de
porcelana e acondicionados sobre 15 g de gel de silica em uma coluna de vidro. Os solventes
utilizados foram, hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em concentragdes variadas
(Tabela 43).

Tabela 43 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de ESPFFI.

ELUENTES FRACOES (R6tulo) PESO (g)
HEXANO EFISP 1 0,397
HEXANO/CH:Cl2 50 % EFISP 1-3 0,533
CH:Cl, 100% EFISP 4 0,743
CH2Cl2/ AcOEt 50% EFISP 5-6 0,378
AcOEt 100% EFISP 7 0,347
METANOL 100% EFISP 8 0,359

Rendimento 69,27%

Todas as fracGes foram analisadas por CCD e notou-se que a fracdo EFISP 4
apresentava 3 spots amarelos, bem distintos. Foi realizado uma cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), com o intuito de fazer a separacdo dessas substancias. As placas

foram previamente deixadas na estufa a 120°C por 10 min, com o intuito de ativar a silica, a
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amostra foi dissolvida na menor quantidade de solvente (diclorometano) e foi realizada a
aplicacdo do material em 3 placas.

Apos a placa ser eluida 3 vezes em hexano/diclorometano (1:2) as faixas das 3
substancias apresentaram-se de forma bem resolvida, pois as faixas podiam ser vistas
naturalmente apresentando uma distancia consideravel entre elas, a CCDP foi revelada em
radia¢do ultravioleta (UV) no comprimento de onda 254 mm, s6 para a confirmagdo da
separacao das faixas. Desta forma as faixas foram retiradas das placas por raspagem e deixadas
em contato com diclorometano, depois filtradas e concentradas em evaporador rotativo. Foi
possivel o isolamento de duas substancias, denominadas SPFFI 1(9,07 mg) e SPFFI 2 (15,85

mg). A amostra SPFFI se apresentou com um sélido branco acinzentado com uma faixa de

fusdo de 242-246 °C e amostra SPFFI 2 com um sélido amarelo com uma faixa de fusdo de

308-315 °C



166

Fluxograma 1: Isolamento de EHSPC1, EESPCD1, SPFFI 1e SPFFI 2.
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7.9 Determinacdo das antraquinonas aglicosiladas
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Esta metodologia foi desenvolvida por Chian et.al (2012), e se baseia na reagéo de

Borntraeger (figura 38). Foi pesado cerca de 3g dos extratos e solubilizado em 12 mL de éter

etilico (solucdo agitada por 2 minutos). A solucéo foi filtrada e adicionado 20 mL de NH4OH.

Esperou-se 5 minutos e a fase rica em antraquinonas aglicosiladas (fase do NH4OH) foi coletada
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e leitura feita em espectrofotébmetro Femto 700 plus em comprimento de onda de 254, 300 e

400 nm. O padrdo utilizado foi o crisofanol (1,8-diidroxi,3-metilantraquinona), que é uma

antraquinona aglicosilada. Preparou-se uma curva analitica, com concentracfes de 2, 5, 10, 25

e 30 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg de crisofanol/ g de extrato (LEAO, 2015).
Figura 38 - Reacdo de Borntraeger
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7.10 Avaliacéo do potencial farmacoldgico

7.10.1 Ensaios do potencial antioxidante frente ao radical livre DPPH

O método espectrofotométrico segundo Silva et al (2006), baseia-se na capacidade
das espécies em capturar os radicais livres DPPH (1,2-Difenil picril-hidrazil) Fig 39. Neste
ensaio, o0 radical estavel DPPH absorve entre 515-528 nm (cor violeta). A medida de
absorbancia dessa solugédo violeta foi feita, em duplicata, a 515 nm, sendo observado um

decréscimo da absorbancia.

Figura39 - Captura do radical livre e descoloragéo da solucéo.
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Neste ensaio, o radical estavel DPPH absorve entre 515-528 nm (cor violeta). A medida
de absorbancia dessa solucdo violeta foi feita, em duplicata, a 515 nm, Leitora de Elisa
Thermoplate.

Aliquotas de 0,1 mL das solu¢Bes das amostras foram individualmente colocadas em
frascos e adicionadas a cada uma delas 0,9 mL da solugéo de DPPH (100 pumol/L). As solucGes
foram protegidas da luz, homogeneizadas e retirados 200 pL de cada solucdo para serem
aplicados na microplaca. As leituras de no minimo cinco concentra¢des (500 a 1000 pg/mL)
foram obtidas desde o tempo inicial até 60 minutos depois do inicio do teste. Os resultados
foram expressos em ICso (Concentracdo provinda da inibicdo de 50% do radical livre DPPH).

7.10.2 Ensaio Antioxidante frente ao radical livre ABTS

Este método mede a capacidade antioxidante baseada na habilidade das
substancias em inativar o radical ABTS.

A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada por meio de ensaio com o
radical livre ABTS, obtido pela reacdo de 5mL de ABTS (7 mmol.L™?) com 88 mL de persulfato
de potassio (2,45 mmol.L™). O sistema foi mantido em repouso, a temperatura ambiente (25°C),
durante 16 horas na auséncia de luz. Uma vez formado o radical ABTS°", 0 mesmo foi diluido
com etanol P.A. e realizada a leitura da absorbancia até se obter um valor de 0,70 a um
comprimento de onda de 734 nm.

A partir do extrato das amostras foram preparadas no minimo trés concentracoes
diferentes e com trés repeti¢es, que variaram de acordo com o potencial antioxidante da
amostra analisada. Adicionaram-se em tubos de ensaio aliquotas de 10 L, 20 pL e 30 pL do
extrato, cujas concentragdes variaram de 20 a 300 ppm, dependendo do extrato em estudo.

Completou-se com agua destilada para um volume final de 30 pL (extrato e agua).
Em ambiente escuro, adicionaram-se a tubos de ensaio 3 mL da solugdo (radical ABTS®" +
etanol P.A.), que ja tenha sua absorbancia previamente ajustada para 0,70, na auséncia de luz,
sendo os tubos agitados, para homogeneizacdo da solucdo. As leituras foram feitas em
espectrofotdbmetro a 734 nm, sendo realizados seis minutos apos a adi¢do do radical. Usou-se
alcool etilico P.A. como branco e os resultados foram expressos em TEAC (atividade
antioxidante equivalente a Trolox) em mol TEAC g-1 amostra. As curvas foram preparadas
solugbes padrdo com Trolox, e os resultados foram expressos em TEAC (antioxidante

equivalente a Trolox atividade) em mol TEAC g amostra.
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Figura 40 - Estabilizacdo do Radial ABTS-+ por um antioxidante e sua formagao pelo

perssulfato de potassio.
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O metodo avalia espectrofotometricamente a habilidade relativa das substancias
antioxidantes em capturar o cation radical 2,2-azino-bis (&cido etilbenzo-tiazoline-6- sulfénico)
diammonium salt (ABTS™), quando comparada com uma quantidade padrdo do antioxidante

sintético Trolox (&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano).

7.10.3 DeterminacOes do Potencial Antioxidante FRAP (Ferric Reducing Antioxidant

Power)

Esta analise foi realizada no DKFZ (German Cancer Research Center), pela
aluna de doutorado Irvila Ricarte de Oliveira.

Esta metodologia se baseia segundo Pulido et al., (2000), e avalia a capacidade
dos metabodlitos em reduzir o Fe®* em Fe?*, quando isto ocorre, na presenca de 2,4,6-
tripiridils-triazina (TPTZ), a reducdo é acompanhada pela formacdo de um complexo azul

com o Fe**-TPTZ.

Figura 41 - Reacéo de reducdo do ensaio FRAP
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Os extratos foram preparados em metanol a diferentes concentragdes entre 0,25 e
1,0 mg.mL™* Dez pL das diferentes concentragdes dos extratos foram inicialmente incubadas
com 30 pL de agua bidestilada e 300 pL do reagente FRAP que consiste de 25 mL tampéo de
acetato (300 mmol.L™ de acetato de sodio, pH=3,6), 2,5mL TPTZ (10 mmol.L™ TPTZ em 40
mmol.L? de HCI) e 2,5 mL de FeCls a 37°C, antes de mensurar. Todos os reagentes foram
preparados diariamente. Também foi usada uma curva de calibracdo de sulfato ferroso (0,01-
1,0 mmol.L") e os resultados expressos em mmol.L" de Fe?*/L. A reacdo foi mensurada a 595nm,
em um equipamento Universal micro plate reade (Elx 800 Bio-Tek Instruments, Winooski,
Vermont, USA) depois de um tempo de repouso de 5 min. Usando a curva de regressao linear
foram calculados os valores de EC, o valor € dado para a concentracdo do antioxidante
(umol/L). Os resultados foram expressos em equivalente de 1 mmol.L™* da solu¢io mmol.L™
de Fe*/L.

7.10.4 Potencial Antioxidante ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Esta analise foi realizada no DKFZ (German Cancer Research Center), pela
aluna de doutorado Irvila Ricarte de Oliveira.

Este método, relativamente simples e sensivel, mede a capacidade do antioxidante
em sequestrar radicais peroxil que séo gerados por uma fonte radicalar, AAPH 3,3’-azo-bis-(2-
amidinopropano)-diidroclorodo (AAPH) fluoresceina (0,21 pumol.L™* em tampdo ORAC) como
indicador um redox.

A partir de uma solugéo estoque de Trolox em DMSO (10 mmol.L™?), ¢ diluida na
solugdo tampdo de ORAC para a concentragio de 20 pmol.L™. A solugdo tampdo de ORAC
contém 75 mmol.L™* hidrogénio de sddio fosfato/potassio fosfato de hidrogénio pH=7,4. Todos
0s reagentes foram preparados para uso imediato.

Dez pL das solugBes das amostras, sdo colocadas em placas de 96 pocos em
quadruplicata, com 170 uL da solucéo de fluoresceina e incubadas por 10min. a 37°C. A reacao
é iniciada ao adicionar 20 pL da solucdo de APPH (103,5 mg/2mL) recém preparada no tampao
ORAC.

O declinio da fluoresceina foi mensurado a 37°C de 2 em 2 min. até completar
122min. Usando a Cytoflour 4000 fluorescent microplate reader (excitacdo em 530/25 nm,
emissdo em 585/30nm) (Perspectve Biosystems, Minnesota, USA).

O efeito protetor de uma amostra contendo antioxidante é mensurado pelo célculo
da area sob a curva de decaimento da fluorescéncia da amostra comparando-se com a de uma

amostra “branco”, sem nenhuma substidncia antioxidante presente. OS resultados foram
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expressos em ORAC units, onde 1 unidade de ORAC inibe o declinio produzido por 1 pumol/L

de Trolox.

7.10.5 Determinagdes do teor de flavonoides

O método utilizado para a quantificacdo dos flavonoides é o descrito na
Farmacopeia Brasileira (2002) modificado, onde utilizou-se quercetina como padrdo, em
solucdo em cloreto de aluminio. De cada extrato foi pesado 20 mg e o volume aferido para 50
mL com metanol, obtendo-se assim um segundo extrato. Foi retirado uma aliquota de 5 mL
desse segundo extrato e adicionado 0,5 mL de solugéo de AICI3 2%, o volume entdo completado
para 10 mL com uma solucdo de acido acético 5%. Apds 30 minutos as absorbancias foram
lidas a 425 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro Femto 700 plus.

A curva de calibracdo foi realizada utilizando-se concentrac¢des de 5,10,25, 50 e 75

pg/mL de quercetina.

7.10.6 Quantificacdes de Fendis Totais

A determinacdo do teor de fendis totais foi feita por meio de espectroscopia na
regido do visivel pelo método de Folin-Ciocalteau (SOUSA et al.,2007). O reativo de Folin-
Ciocalteau quando na presenca de compostos fendlicos muda sua coloracdo de amarela para
azul e a intensidade desta ¢é diretamente proporcional a quantidade de compostos fendlicos na
solucdo. Os polifendis extraiveis totais foram determinados por meio do reagente de Folin-
Ciocalteau, utilizando uma curva padrdo de acido galico como referéncia, conforme
metodologia descrita por Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997).

Foram preparadas solucfes dos extratos da Senna na concentracdo de 200 ppm.
Retirou-se cerca de 0,5 mL dessas solugdes e adicionou-se 0,5 mL de etanol (para completar o
volume para 1 mL) em seguida adicionou-se mais 1,0 mL de solucdo de Folin- Ciocalteu, 2,0
mL de carbonato de sodio 20% e 2,0 mL de agua destilada. Agitou-se e apds 30 minutos
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro Femto 700 plus em comprimento de onda a 765 nm.
Os resultados foram expressos em mg EAG/g extrato (miligramas equivalentes de acido galico/
gramas de extrato).

7.10.7 Ensaios de inibicdo da enzima Conversora da angiotensina | (ACE):
Esta analise foi realizada no DKFZ (German Cancer Research Center), pela

aluna de doutorado Irvila Ricarte de Oliveira.
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O ensaio da inibicdo da enzima de converséo da angiotensina | foi realizado de
acordo com a metodologia desenvolvida por LAHOGUE et al., 2010. O substrato hipuril-
histidil-leucina (HHL) (5mmol.L™-2,15 mg/mL) foi dissolvido em 50 mmol.L" Tris-HCI (pH
8,3) contendo 0,3 mol/L NaCl. As solucdes dos extratos (10 mg/mL) foram adicionadas as
solugdes de substrato (100 pL) e incubados a 37°C por 10min. A solugédo da enzima de ACE
(200 milliunits/mL) em 50mM Tris-HCI, pH=8.3 contendo 0,3 mol/L NaCl, adicionado e
incubado a 37°C por 30min, com agitacdo continua a 450 rpm. A reacdo é cessada ao adicionar
HCI (100 pL). O captopril (Sigma-Adrich) foi usado como controle positivo e 0 metanol como
controle negativo.

A analise da mistura reacional foi realizada em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE-UV) e foi conduzida no aparelho Hewlett-Packard (HP) 1090, da seguinte
forma: o detector UV foi ajustado a 228 nm, injecdo de 5uL, fluxo 1mL/min. e pressdo maxima
de 400 bar, com um tempo de analise de 17 minutos, utilizando o seguinte gradiente de eluigéo:
Eluente (A): 0,05% acido acido tri-fluoroacético em agua e eluente (B): 0,05% acido tri-
fluoroacético em acetonitrila. No tempo de 10 min. 40% do eluente A e 60% de B no tempo de
7 minutos 95% de A e 5% de B

7.10.8 Avaliacdes da Toxicidade em Artemia salina
Experimento realizado no Laboratério de Bioprospeccédo de Produtos Naturais e
Biotecnologia (LBPNB), UECE-CECITEC-TAUA-CE.

e Obtencao de larvas de Artemia salina Leach
Para a obtencdo de larvas de A. salina, seguiu-se a metodologia descrita por Silva
et al. (2015). Os cistos de A. salina foram adquiridos em lojas de aquaristas, em Fortaleza-CE.
Foram induzidos a eclosdo imersos em agua do mar artificial (pH 7) e temperatura ambiente
(28 + 2 °C), e postos em recipiente parcialmente iluminado com luz artificial (60 W), por um
periodo correspondente a 24 horas. Decorridas 24 horas, as larvas eclodidas foram coletadas
com auxilio de uma pipeta Pasteur e transferidas para placas de meio de cultura (10 cm de
didametro) onde foram mantidas em observacdo por mais 24 horas até atingirem estagio de 1l
instar. Desta forma foi possivel utilizar nos ensaios de toxicidade uma populacdo homogénea
de larvas de Il instar.
e Toxicidade in vitro frente & Artemia salina Leach
Para andlise da evolucdo da toxicidade in vitro das amostras foi utilizada a

metodologia descrita por Karchesy et al. (2016), com adaptacGes. Nessas adaptacdes, as
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amostras foram diluidas em DMSO 3% (adicionado Tween 80 1%), nas concentracdes 100, 500
e 1000 pg/mL. Foram utilizadas, em cada grupo, 10 larvas de A. salina, em placas de cultivo
de células de 12 pogos. Como controle negativo (CN) do ensaio, foi utilizada solucdo de
diluicdo das amostras (DMSO 3% adicionado de Tween 80 1%) e como controle positivo (CP),
a solucdo de hipoclorito de sodio (NaCIO a 1%). Os ensaios foram realizados em triplicata e
apos 24 h de exposicdo das amostras foram anotados o numero de larvas mortas e estimado a
concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLsg). O potencial de toxicidade (PT) das
amostras foi classificado em: a) Atéxico (CLso > 1000 pg/mL); b) Baixa toxicidade (500 < CLso
< 1000 pg/mL); ¢) Moderada toxicidade ( 100 < CLsp < 500 pg/mL); d) Elevada toxicidade
(CLso < 100 pg/mL). A concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLsg) foi estimada

através do método matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalos de confianca de 95%

7.10.9 Teste de Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase
7.10.9.1 Analise Qualitativa

Este ensaio é baseado segundo Ellman, (1961), adaptado para CCD por Rhee et
al.(2001). E um método rapido e sensivel para a selecdo de amostras com acdo
anticolinesterasica. As reac@es que estdo envolvidas nesse método estdo apresentadas na figura
42,

Figura 42 - Mecanismo para a rea¢ao enzimatica do teste de Ellman. (ELLMAN, 1961).
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Para a utilizacdo dessa metodologia foi necessario a preparacdo das seguintes
solugBes: (1) 50 mmol.L™? Tris/HCI pH 8; (2) 50 mmol.L™* Tris/HCI pH 8, contendo 0,1% de
albumina sérica bovina (BSA); (3) 50 mmol.L™ Tris/HCI pH 8, contendo 0,1 mol/L de NaCl e
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0,02 mol.L de MgCl,.6.H.0; (4) 3 mmol.L? de 4cido 5,5’ -ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB
ou reagente de Ellman), (5) 15 mmol.L™? de lodeto de acetilcolina (ACTI), (6) 1 mmol.L™ de
4cido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB ou reagente de Ellman) e (7) 1 mmol.L? de iodeto
de acetiltiocolina (ACTI).

A metodologia, segundo Rhee, utiliza uma aliquota de 5 pL dos extratos (10
mg/mL) aplicados em uma cromatoplaca. Apds evaporacdo dos solventes, pulverizou-se uma
mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina (ATCI) Immol.L™ com o reagente de Ellman (acido 5,5°-
ditiobis-[2-nitrobenzoico], DTNB, 1mmol.L™?), deixando em repouso por 3 minutos para a
secagem da placa. Em seguida borrifou-se a enzima acetilcolinesterase 3 U/mL. Apds um
periodo de 10 minutos, ocorre 0 surgimento de uma colora¢do amarela na placa, porém onde
houve inibicdo da enzima, formou-se um halo branco em torno dos “spots” onde foram
aplicadas as amostras. Em torno de 20 minutos a coloragdo desapareceu. Como controle
positivo utilizou-se uma solucdo do padrdo sal de Eserina (2mg.mL™).

Figura 43 - Representacdo estrutural de eserina (utilizado como padréo)
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7.10.9.2. Analise Quantitativa

Experimento realizado no laboratério de produtos naturais da Universidade
Estadual do Ceara, sob a orientacdo da professora Dra. Selene M. de Morais.

Obtencdo de larvas de Artemia salina Leach Para a obtencdo de larvas de A. salina,
seguiu-se a metodologia descrita por Silva et al. (2015). Os cistos de A. salina foram adquiridos
em lojas de aquaristas, em Fortaleza-CE. Foram induzidos a eclosdo imersos em agua do mar
artificial (pH 7) e temperatura ambiente (28 = 2 °C), e postos em recipiente parcialmente
iluminado com luz artificial (60 W), por um periodo correspondente a 24 horas. Decorridas 24
horas, as larvas eclodidas foram coletadas com auxilio de uma pipeta Pasteur e transferidas para
placas de meio de cultura (10 cm de diametro) onde foram mantidas em observacao por mais
24 horas até atingirem estagio de Il instar. Desta forma foi possivel utilizar nos ensaios de
toxicidade uma populagdo homogénea de larvas de Il instar. Toxicidade in vitro frente a
Artemia salina Leach Para anlise da evolucdo da toxicidade in vitro das amostras foi utilizada
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a metodologia descrita por Karchesy et al. (2016), com adapta¢Oes. Nessas adaptacOes, as
amostras foram diluidas em DMSO 3% (adicionado Tween 80 1%), nas concentra¢des 100, 500
e 1000 pg.mLt. Foram utilizadas, em cada grupo, 10 larvas de A. salina, em placas de cultivo
de células de 12 pocos. Como controle negativo (CN) do ensaio, foi utilizada solucdo de
diluicdo das amostras (DMSO 3% adicionado de Tween 80 1%) e como controle positivo (CP),
a solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO a 1%). Os ensaios foram realizados em triplicata e
apos 24 h de exposicdo das amostras foram anotados o numero de larvas mortas e estimado a
concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLso). O potencial de toxicidade (PT) das
amostras foi classificado em:
a) Atoxico (CLso > 1000 pg.mL™);
b) Baixa toxicidade (500 < CLso < 1000 pg.mL™);
¢) Moderada toxicidade (100 < CLso < 500 pg.mL™);
d) Elevada toxicidade (CLso < 100 pug.mL™).

A concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLso) foi estimada atraves do

método matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalos de confianca de 95%

7.10.10 Avaliacao da atividade Larvicida (Larvas Aedes aegypti)

Neste teste avaliou-se o potencial larvicida dos extratos de S. cana e S. pendula. As
larvas foram cedidas pelo NUVET (Nucleo de Vetores) da Secretaria de Saude do Estado do
Ceara. De acordo com Cavalcanti et al (2004), foram preparadas solu¢des de 100, 250, 500 e
1000 ppm dos extratos com dgua e DMSO. Essas amostras foram colocadas em recipientes de
50 mL e logo apds, foram colocadas 25 larvas de Aedes aegypti de 3° estagiodos dois grupos
em contato com as solucBes por 24h. Logo apds esse periodo foram feitas as contagens das

larvas que morreram. Os testes foram efetuados em triplicata.
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8 ESTUDO IN SILICO DO POTENCIAL ANTIMALARICO DE ANTRAQUINONAS
E FLAVONOIDES DE Senna spp.

8.1 Quimica Medicinal e a descoberta de novos farmacos

A Quimica Medicinal (QM) é o ramo da ciéncia responsavel pelo planejamento,
descoberta, identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos (aqui denominados
de protdtipos) assim como pelo estudo do metabolismo, interpretacdo do mecanismo de acéo
a nivel molecular e também pela construcdo das relagdes entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica que pode ser qualitativa (SAR) ou quantitativa (QSAR). (BARREIRO et al.
2001).). Nos ultimos anos a QM tem permitido a descoberta de diversas inovacoes
terapéuticas, que foi possivel devido as novas tecnologias que estdo sendo utilizadas a servigo
do processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, o que levou a uma melhoria
significativa da qualidade de vida da populacdo mundial. (SWINNEY E ANTHONY, 2011,
CAPRINO,et al. 2006).

Na etapa de planejamento dos novos farmacos, os métodos de quimioinformatica
e bioinformatica séo utilizados. Esses métodos utilizam vastamente programas computacionais
nas varias etapas de seu desenvolvimento, desde a identificacdo, sele¢do, indo até a otimizacdo
de moléculas candidatas a novas entidades quimicas (NCEs, do inglés, New Chemical
Emtities). O principal objetivo das industrias farmacéuticas nos dias de hoje é a identificacao
de NCEs seguras e eficazes para um determinado alvo terapéutico. (DIMASI et al. 2003).

Esse processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é tdo demorado
e caro, que a quantidade de novos farmacos que chegam ao consumidor é bem inferior do que
0 esperado, isso se deve ao fato de que cerca de 90% dos candidatos a novos farmacos serem
reprovados nos ensaios pré-clinicos. As propriedades farmacocinéticas inadequadas, tais
como, toxicidade, perda de eficéacia clinica, dentre outros (CALIXTO et al., 2017) influencia
grandemente no insucesso da busca de novos farmacos. Uma forma de diminuir o tempo e 0s
gastos em laboratorio € a utilizacdo de softwares para a simulagéo e predigdo de propriedades
fisicas e quimicas das moléculas que caracterizam os estudos in silico. Assim como qualquer
teste bioldgico, os ensaios in silico podem apresentar suas incertezas, principalmente por ser
ainda pouco difundido e pela limitacdo dos bancos de dados, porém é uma alternativa para se
fazer uma triagem (screning virtual) entre os compostos candidatos a novos farmacos.

Os modelos in silico amplamente usados para definir 0 espa¢o quimico-biologico
permitem incluir quantidades muito grandes de informacdes que possam ser relevantes na

avaliacdo de um candidato a farmaco. S&o obtidos dados referentes a afinidade do candidato a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anthony%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21701501
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farmaco pelo alvo, ou seja, seu comportamento frente a proteinas tais como GPCRs, quinases
e proteases, alem de parametros fisico-quimicos, como peso molecular, pKa, logP, area de
superficie polar (PSA), dentre outros, que sdo importantes para as propriedades
farmacocinéticas constituidas de absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excre¢do (ADME)
apresentadas pelo composto. A Regra de Lipinski, conhecida como regra dos 5, define valores
(sempre 5 ou multiplos de 5), para 4 critérios que uma molécula deve apresentar para ser
considerada na busca de um farmaco: peso molecular menor que 500 Da, log P<5; nimero de
aceptores de ligacdo de hidrogénio, < 10 e nimero de atomos doadores de hidrogénio < 5.
Esses parametros fisico-quimicos que sdo correlacionados com a solubilidade aquosa e
permeabilidade intestinal indicam se o composto pode apresentar uma boa biodisponibilidade
oral. (MODA, 2007). Esses descritores sdo alguns dos utilizados para definir a molécula, como
potencial, ou ndo, candidata a farmaco.

E muito importante ressaltar que os ensaios in silico nio substituem os ensaios in
vitro, ou in vivo, apenas facilitam no processo de triagem na escolha de novos farmacos para

a realizacdo posterior dos outros testes.

8.2 Parametros fisico-quimicos utilizados na avalia¢ao do perfil farmacocinético
e Log P e solubilidade:

O coeficiente de particdo (Log P) é a razdo entre a concentracdo de uma substancia
na fase organica (octanol) e sua concentracdo na fase aquosa sendo obtido experimentalmente
principalmente pelo método “shake-flask” e métodos cromatograficos (RPHPLC — UV
254nm). O logP indica a lipofilia de uma dada molécula. Segundo a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry), a lipofilia representa a afinidade de uma molécula ou
de um fragmento por ambiente lipofilico. (SANT'ANNA, 2002). De acordo com a regra dos
cinco de Lipinski, o logP deve ser menor que 5, para haver uma boa absor¢éo e permeacao do
farmaco quando administrado oralmente. Sabe-se que quanto maior a lipossolubilidade de um
farmaco, ou seja, quanto maior o valor de log P, melhor sera seu processo de absorc¢ao, pois o
farmaco atravessara a membrana, indo para a barreira hematoencefalica e dai para o SNC. O
valor do Log P pode ser associado a soma das interacdes intermoleculares como dipolo-dipolo
e ligacdes de hidrogénio, e o0 volume estérico da molécula. Em relacéo a solubilidade, quanto
menor o logP, mais hidrofilico e valores altos de log P indicam compostos mais lipofilicos
(NOGUEIRA et al, 2009). Apesar da regra de Lipinski indicar valores de até 5 como
adequados para um candidato a farmaco, a literatura revela que os valores 6timos para um

farmaco esta entre 2 e 5. (RUTKOWSKA, 2013). Investigacao da natureza e magnitude do log
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P pode influenciar significativamente no perfil farmacocinético de compostos candidatos a

farmacos.

. Pka

O grau de ionizacdo que é mensurado através da obtencdo do pKa, pode ser
considerado inversamente proporcional a lipofilicidade. Quando se tém um farmaco acido, ele
sera absorvido mais completamente, em pH acido, na sua forma molecular, e a eliminagéo sera
mais eficiente em pH bésico. Ja quando se tém um farmaco basico, ocorre uma inverséo, ele
sera melhor absorvido em meio basico, em sua forma molecular, e melhor eliminada em meio
acido. (BENET et al, 1996). Estudos experimentais obtidos por Brodie ainda na década de 60
(BRODIE, 1964) e outras mais recentes indicam que a forma ndo-ionizada de um farmaco sera
absorvida mais rapidamente do que a forma ionizada em qualquer lugar do TGI (trato gastro
intestinal) (CABOT et al., 2014). O fluxo sanguineo para o intestino € muito maior do que
para o estbmago, logo a absor¢do no intestino é favorecida, comparativamente com a do
estdbmago. No entanto, a velocidade de absor¢do de um farmaco no intestino serd maior do que
a no estbmago mesmo quando o farmaco estiver predominantemente ionizado no intestino e

em grande parte ndo-ionizado no estbmago.

o PSA (Area de superficie polar) ou TPSA (Area de superficie polar topoldgica)

PSA é definida como a soma das contribui¢Ges de superficie de atomos polares
(geralmente oxigénios, nitrogénios e hidrogénios anexos), sendo um parametro muito Gtil para
a predicéo das propriedades do transporte de farmacos nos meios bioldgicos, como a absor¢do
intestinal ou a penetracdo do sangue na barreira cerebral. O TPSA ¢é utilizado para o célculo
da porcentagem de absorcao (% Abs) de acordo com a equacdo abaixo. (AHSAN et al., 2012).
Os compostos que apresentam TPSA inferior a 140 Ax? indicam boa permeabilidade da
molécula na membrana plasmatica celular. A investigacdo do PSA é uma ferramenta em
quimica medicinal a ser aplicada ao desenvolvimento de farmacos com melhor absorcdo
intestinal e permeacdo da barreira hematoencefalica (BBB) ou restri¢do a circulacado periférica
(CLARK, 2011).

% Abs =109 — [ 0,345 x TPSA]

. Log S
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A solubilidade é outro parametro fisico-quimico importante para a descoberta de
novos farmacos. A determinacéo da solubilidade aquosa do candidato a farmaco é uma analise
importante, pois reflete a biodisponibilidade do composto no organismo humano.
Especialmente com medicamentos orais, a fraca solubilidade limita a absor¢do do composto
do trato gastrointestinal. Normalmente uma baixa solubilidade acompanha uma ma absorcé&o,
portanto, o objetivo no geral é evitar compostos pouco sollveis. A solubilidade é
frequentemente um desafio para compostos recentes de descoberta de drogas. Para ser
considerado um bom candidato a fArmaco, o composto deve apresentar logS < 0 (TETKO et

al., 2001).

8.3 Docking molecular

O Docking molecular é o processo de predicdo do modo de ligacdo (melhor
encaixe) entre as pequenas moléculas (chamadas de ligantes) no sitio de ligacdo de
macromoléculas alvo (receptores, proteinas, enzimas, DNA) em suas formas tridimensionais.
Os receptores sdo os alvos moleculares associados a acdo terapéutica desejada. Atualmente
existem inimeros programas computacionais onde € feita essa interacdo e medida a energia de

cada encaixe (Figura 44).

Figura 44- Representacdo do Docking molecular

Existem trés tipos de docking, o docking rigido, o docking semiflexivel e o

docking flexivel. No caso do docking rigido (Fig. 45), as duas moléculas analisadas sao
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consideradas como corpos rigidos e o programa computacional procura a melhor orientacao
de uma em relacdo a outra. No docking semiflexivel, é permitido que o ligante possa variar
seus angulos torsionais. Ja no docking flexivel, o receptor também pode variar sofrer parcial
ou total. A melhor orientacdo e conformagdo das moléculas, € mensurada através da “fungao
escore”, onde essa fun¢do pode estar baseada em métodos empiricos, campos de forca ou
potenciais variados, vai mudar de acordo com o programa utilizado e o tipo de docking
realizado (FUKUNISHI et al., 2018; ZOU e HE , 2018; KONTOYIANNI, 2017).

Figura 45 - Gréfico da energia em fungéo da conformacdo, mostrando que na menor energia

foi encontrado o melhor encaixe (docking rigido) (REIS, 2008).

Coord. Conformacionais

8.4 Identificac@o de compostos bioativos antimaléricos de Senna spp.

As doencgas parasitarias sdo responsaveis por significativa morbidade e
mortalidade ocorrendo no mundo todo. Dentre as parasitoses mais conhecidas se destaca a
maldria que esta presente atualmente, em praticamente todas as regides tropicais e subtropicais
do mundo em mais de 109 paises e territorios, se configurando sem divida, como a mais
destrutiva e perigosa doenca parasitaria. Cerca de 50% da populagdo mundial vivem em &reas
endémicas, sendo a maléaria uma das trés principais causas especificas de mortalidade e
morbidade, segundo a WHO. O nimero de infectados no mundo em 2015 foi de mais de 230
milhdes de pessoas com quase 700.000 mortes (WHO, 2016) . No Brasil, a regido da
Amazonia Legal concentra 99,7% dos casos de maldria, tendo sido identificados nesta regido
90 municipios como sendo de alto risco para a malaria, ou seja, com um indice Parasitario
Anual (IPA) igual ou maior a 50 casos por 1.000 habitantes (Ministerio da Saude(BR), 2017,


http://www.malariajournal.com/sfx_links?ui=1475-2875-12-466&bibl=B1
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MURRAY, 2013). No mundo todo, as criangas sdo as que mais sofrem com a enfermidade.
De acordo com dados da WHO, os investimentos globais em malaria totalizaram US$ 2,7
bilhdes em 2013. Até 2030, cerca de US$ 9 bilhGes serdo necesséarios anualmente em todo
mundo, para implementacéo das estratégias de diminuicdo da incidéncia de malaria e nas taxas
de mortalidade (WHO, 2016).

A malaria, também conhecida por paludismo, impaludismo ou febre palustre, é
uma doenca causada por protozoarios do género Plasmodium e transmitidos pela fémea
infectada do mosquito Anopheles spp. Cinco espécies de plasmodios podem infectar o homem:
P. falciparum que causa a forma mais grave da doenga, P. vivax , predominante no Brasil, P.
ovale , que ocorre apenas no continente africano, P. malariae e P. knowlesi, apenas
recentemente identificada como infectando o homem (MAENO et al., 2017). Destas, P.
falciparum é a mais difundida, infectando o figado antes de invadir os globulos vermelhos das
células do hospedeiro mamifero. As manifestacfes clinicas ocorrem na fase eritrocitica e
podem incluir febre, calafrios, prostracdo e anemia, bem como delirio, acidose metabdlica e
falha no sistema de mdaltiplos 6rgaos, que podem ser seguidas por coma e morte (FIDOCK et
al., 2004).

O tratamento da maléria é dificultado porque nos dias atuais, o parasito apresenta
diversidade genética produzindo formas resistentes a agentes antimalaricos em uso na
quimioterapia desta moléstia. A inexisténcia de vacinas aprovadas e o dificil controle do
mosquito influenciam na erradicacdo da malaria. Agentes quimioterapicos tém sido usados
para o tratamento da doenca desde o século 17, e até os dias de hoje, em pleno século 21,
nenhum medicamento, é completamente seguro e eficiente.

Agentes quimioterapicos antimalaricos

Os farmacos disponiveis para o tratamento da malaria, sdo especificos para agir
em cada etapa do ciclo de vida do Plasmodium, embora alguns possam ser ativos contra mais
de uma forma do protozodrio, serem exitosos contra uma espécie, mas totalmente ineficazes
contra outras (FRANCA et al., 2008).

O primeiro farmaco introduzido no tratamento da malaria foi a quinina (Figura
46), um alcaloide indol-terpénico isolado das cascas de Cinchona spp. e 0 primeiro farmaco
antimalarico sintético foi a cloroquina, que foi seguida por outros medicamentos sintéticos
como a mefloquina, halofantrina, malarona, a primaquina e a doxiciclina (Figura 46)
(NOGUEIRA et al., 2009). Ja no século 20, outro produto natural, a artemisinina uma lactona

sesquiterpénica (Figura 46) isolada da planta asiatica Artemisia annua L., despontou na


http://www.cienciaviva.org.br/arquivo/cdebate/002dengue/plasmodio.html
https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=Y.%20MAENO&eventCode=SE-AU
http://www.infarmed.pt/formulario/pesquisa.php?palavra=halofantrina&tipo=especifica&capitulo=todos
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farmacoterapia contra a malaria e é utilizada em varios paises sozinha ou combinada com

outros agentes antimalaricos como a mefloquina (WEATHERS et al., 2011).

Figura 46- Representacdo estrutural de farmacos antimal&ricos naturais e sintéticos
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O Complexo bcl como alvo na busca de agentes antimaléricos

Vérias estratégias sdo utilizadas na busca de antimalaricos seguros e eficientes. O
complexo bcl é um dos componentes da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
essencial para a sobrevivéncia de P. falciparum, sendo assim, um alvo utilizado para
desenvolvimento de agentes antimalaricos (RODRIGUES et al., 2011). Trata-se de um
complexo enzimatico dimérico com cada mondmero compreendendo 11 polipeptidios
distintos (XIA et al., 2013). Os mondmeros do complexo bcl incluem dois sitios ativos
nomeados como Qo- e Qi (BARRAGAN et al., 2015; STOCKS et al., 2014). Neste trabalho,
apresenta-se o0 estudo do potencial antimalarico de antraquinonas e flavonoides isolados de
varias espécies de Senna, em busca de agentes naturais inibidores dos sitios Qo e Qi do

complexo bcl.

Agentes antimalaricos naturais
Nessa busca por substancias com propriedades farmacoldgicas eficazes e seguras,
uma alternativa € recorrer a nossa biodiversidade, com a perspectiva de identificar fontes

naturais de tais agentes quimicos. Os produtos naturais tém um papel importante na descoberta
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e desenvolvimento de farmacos, pois apresentam arquitetura estereoquimica mais complexa
que farmacos sintéticos. Por outro lado, a fragao de produtos naturais que violam a “regra dos
cinco” é de aproximadamente 10%, a mesma dos farmacos que estdo no mercado farmacéutico
(NILSEN et al., 2013). O uso de produtos naturais estudados frente a alvos de interesse
parasitario € uma abordagem interessante na busca por substancias com propriedades
otimizadas.

Algumas espécies de Senna vém sendo utilizadas na medicina tradicional em
diversos paises ao redor do mundo, para o tratamento da malaria, e esta propriedade foi
comprovada cientificamente em varias espécies do género (MACEDO et al, 2016; MELO et
al 2013; SANTOS et al, 2008). Extratos de casca da raiz de Senna occidentalis demonstrou
significativa reducdo da parasitemia (> 60%) quando avaliada em ratinhos infectados com
Plasmodium berghei, a0 mesmo tempo mostrando auséncia de toxicidade ou mortalidade.
Extratos etanolicos e cloroférmicos desta espécie, produziu mais do que 60% de inibigdo do
crescimento do parasita in vitro a uma concentracdo de 6 ug/mL (YADAYV et al, 2010). Os
extratos metandlicos de S. occidentalis apresentaram atividade antiplasmddica contra P.
falciparum com um valor de ICso de 18,8 ug/mL (MUTHAURA et al, 2015). Recentemente,
um medicamento antimalérico foi preparado a partir da Senna occidentalis, Malarial®,
inserido em um programa de desenvolvimento phytodrug de plantas indigenas (SANOGO,
2014).

Alguns compostos antraquinénicos e flavonoidicos, frequentes em espécies de
Senna, mostraram atividade antimalarica significativa contra parasitas Plasmodium resistentes
a cloroquina (AJAIYEOBA, et al., 2008; YADAV et al., 2010). As antraquinonas crisofanol
e aloe-emodina, e os flavonoides procanidina B2e quercetina apresentaram atividade
antiplasmadica contra o Dd2, estirpe resistente a cloroquina de P. falciparum, com valores de
ICso significativas (YUMIN et al. 2014; ATTIOUA et al., 2011), o que indica o potencial

antimal&rico destas duas classes de compostos bioativos (Figura 47).
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Figura 47- Atividade antiplasmddica de antragquinonas e flavonoides naturais isolados de
especies de Senna (YUMIN et al. 2014; ATTIOUA et al., 2011).
Registro fotografico de MGVSilva.
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8.5 Preparacéao dos bancos de dados de antraguinonas e flavonoides isolados de Senna
spp.

Pesquisa bibliografica utilizando as ferramentas de busca SciFinder®, Scopus,
Science Direct e Google académico, foi realizada para identificar todos os flavonoides e
antraquinonas isolados de espécies de Senna e Cassia que foram descritos na literatura até o
ano de 2018. Utilizou-se Senna e Cassia como palavras-chave para a busca, sendo as
publicagcbes detectadas, filtradas com a palavra “anthraquinone” e “flavonoids”, e
posteriormente analisadas individualmente.

As estruturas moleculares 3D das antraquinonas e flavonoides identificados na
pesquisa acima relatada, foram geradas usando o pacote Marvin sketch 5.2.1 1 (MARVIN,
2015), e exportadas nos formatos jpeg, sdf, smiles e mol2. Em seguida, as duas bibliotecas de
banco de dados moleculares foram criadas usando Molecular Operating Environment (MOE)
versdo 2014.1, e denominadas ANTRASENNA e FLAVSENNA. A energia das estruturas
moleculares foi minimizada usando um campo de forca MMFF94x e exportados em formato
mol2.
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8.6 Determinacdo dos parametros fisico-quimicos das antraquinonas e flavonoides de
Senna spp.

As propriedades moleculares dos compostos de cada biblioteca, ANTRASENNA
e FLAVSENNA, foram calculados usando ALOGPS 2,1 (TETKO et al, 2001) e Marvin pacote
52.1 1.

Os dados com as estruturas em 3D otimizadas em formato SMILES e sdf, foram
utilizados para a obtencdo dos valores de logP, logS, e outros pardmetros tais como MM
(massa molecular), TPSA (area de superficie polar), nimero de aceptores e doadores de
ligacdo de hidrogénio (nON e nOHNH, respectivamente).

Todos os compostos foram analisados de acordo com a regra dos Cinco de
Lipinski, cuja molécula para obedecer tal regra, deve apresentar peso molecular menor que
500 Da, log P<5; niimero de aceptores de ligagdo de hidrogénio < 10 e nliimero de 4tomos
doadores de hidrogénio < 5 (LIPINSK 2004), utilizando o software Molinspiration
(www.molinspiration.com), e realizando um screening da bioatividade das moléculas das duas
bibliotecas, frente as proteinas GPCRs e Quinase. A solubilidade (log S) foi calculada

utilizando o software “vcclab” ( www.vcclab.org).

8.7 Protocolo virtual do estudo in silico

Preparacdo de proteinas e ligantes

As estruturas cristalograficas foram obtidos a partir de dados depositados no
RCSB Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000) codigos PDB: 1KYO e 3CX5. Inibidores
de moléculas de agua, cristalizados e outras moléculas coordenadas foram removidas. Os
residuos e os ligantes foram protonados a pH = 7,0 usando o algoritmo PROTONATE 3D
dentro do programa MOE (Molecular Operating Environment) (MOE, 2014).

Docking Molecular

Realizou-se o docking, baseada no encaixe molecular, com o software GOLD 5.1.0
(COLE et al, 2005), usando a funcdo GoldScore foi utilizada como critério de pontuacédo e 5
poses por estrutura molecular foram armazenados. Para o estudo e posterior analise da
avaliacdo do pontencial antimalarico, foram docados todos os compostos dos dois bancos de
dados virtuais em duas abordagens diferentes: utilizando a estrutura de raios-X do complexo
de citocromo bcl bovino (cédigo PDB: 4D6T) o sitio de ligacdo Qi (CAPPER et al., 2015) e


http://www.vcclab.org/
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empregando um modelo de homologia do complexo citocromo bcl da Saccharomyces
cerevisiae desenvolvido com base em estruturas de raios-X (CARRASCO, 2014) para o sitio
de ligacdo Qo. Quatro residuos de aminoacidos foram designados para este estudo: Asp228 e

Ser35 para docking no sitio de ligagdo Qi e Glu261 para docking no sitio de liga¢éo Qo.

Fluxograma 2 - Fluxograma do estudo in silico de antraquinonas e flavonoides isoladas de

Senna spp.
ra
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8.8 Resultados obtidos na avaliacdo in silico do potencial antimalérico de antraquinonas e

flavonoides de Senna spp.

O banco de dados de antraquinonas isoladas a partir de espécies de Senna, resultou
em 191 estruturas diferentes, sendo a hidroxila o substituinte mais comum dentre todas, o
banco foi dividido de acordo com o grau de oxigenagdo, desde monooxigenada a
octaoxigenadas, bem como monémeros, dimeros e glicosideos.

A regra dos cinco de Lipinski, foi utilizada para prever as propriedades
moleculares relacionadas a adsorcédo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). Na
analise dos resultados, 91 % dos compostos apresentaram valor de log P satisfatorio (< 5) , 85
% tinham MM < 500 e 99 % tinha pKa entre 7,28 e 9,65 e cerca de 54,45% das moléculas
apresentaram PSA < 140 A. Um total de 70 % das moléculas inseridas na base de dados de
antraquinonas, ndo mostraram violagéo da regra Lipinski .

O banco de dados de flavonoides, resultou em 120 moléculas isoladas a partir de

diferentes espécies de Senna, onde 94,22% dos compostos apresentaram log P satisfatorio (<
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5), 66,3% apresentara MM <500 e 98,34% tinham pKa > 7 e cerca de 47,11% apresentou
PSA< 140 A. Um total de 41,32% das moléculas inseridas na base de dados dos flavonoides,
ndo mostraram violacdo da regra de Lipinski. A Tabela 44 apresenta os descritores obtidos
para 0s compostos que apresentaram melhor desempenho nestes calculos. A tabela com todas
as substancias presentes nos dois bancos de dados, encontra-se no Anexo K, pag. 264.



Tabela 44- Descritores fisico-quimicos para 0s compostos antraquindnicos e flavonoidicos com melhordesempenho.

Compostos [ MM logP  LogP* LogS LogS* druglike TPSA 9%Abs nON nOHNH  Lipinsk’s

violations
ADO15 43440 3,857 522 570 -4,44 1 141,36 60,23 8 4 0
ATO17 446,41 0,118 1,05 -3,14 -2/48 1 162,98 52,77 10 5 0
ATO22 460,44 0,746 0,55 -3,558 -2,79 1 151,99 56,56 10 4 0
ATO27 416,38 1,05 1,68 -3,662 -2,63 1 142,76 59,74 9 4 0
APOS§ 342,30 2,598 3,09 -3,739 -3,39 1 91,31 77,49 7 1 0
FLAV20 |[452,46 3,61 2,64 -464 -4,83 1 140,59 60,49 8 3) 0
FLAV34 (31429 2,789 124 -392 -3,85 1 89,14 78,24 6 2 0
FLAV44 (326,39 4,30 472 -432 -4,20 1 69,92 84,87 4 3 0
FLAV64 (430,41 0,81 1 -401 -3,19 1 149,82 57,31 9 4 0
FLAV/79 [298,25 2547 263 -3,779 -3,38 1 89,14 78,24 6 2 0
FLAV121 (430,41 1638 025 -3,92 -3 1 138,82 61,11 9 3) 0
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* MM, massa molecular; logP coeficiente de particdo n-octanol/agua Marvin e LogP* logP coeficiente de particdo n-octanol/agua MOE; LogsS, coeficente de solubildade Marvin; LogS* coeficente

de solubilidade MOE; TPSA, area de superficie polar topoldgico; %Abs, porcentagem de absor¢do; nON, nimero de aceptores de hidrogénio; NnOHNH, nimero de doares de hidrogénio
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O docking molecular realizado gerou os dados de scores para 0s compostos das
duas bibliotecas separadamente, que foram comparados com os padrdes utilizados neste
ensaio.

Para selecionar as antraquinonas e flavonoides com melhor desempenho,
empregou-se dois critérios: moléculas que ndo violaram a regra de Lipinski e que aquelas que
apresentaram valores de goldscore acima do padréo utilizado para cada residuo de aminoéacido.
Pode-se perceber que todas as antraquinonas selecionadas apresentam oxigenac0es extras, (0S
oxigénios relativos aos carbonos 9 e 10 que caracterizam o esqueleto antraquinonico, bem
como o0s 4tomos de oxigénio dos acUcares, ndo sdo considerados nesta categorizacdo). A
molécula ADO15, isolada das vagens de Senna didymobotrya (ALEMAYEHU et al, 1996), é
dioxigenada, ATO17, ATO 22 e ATO27, isolados respectivamente das sementes de Senna
tora, Senna grandis e S. maginata (CHOI et al,1996; SIDDIQUI et al,1993; DUGGAL e
MISRA, 1982) apresentam trioxigenacdo e a molécula APOS8, isolada da casca da raiz de
Chamaecrista greggi (BARBA et al,1994) é pentaoxigenada. Pode-se justificar este resultado
pelo fato de que uma maior disponibilidade de oxigénios para realizar liga¢6es de hidrogénio
aumenta a interagdo destes com o com o sitio ativo do residuo de amino&cido selecionado na
docagem. Na tabela 43 sdo apresentados para as moléculas que apresentaram melhor
desempenho expressos pelos valores de GOLDescores (energia dos campos de forga calculada
por métodos de mecanica molecular baseados nas interacdes ligante-receptor) e em PLP
(piece-wise linear potential), que expressa a energia de interagdo entre o inibidor e o receptor
empiricas, calculadas por meio de equacdes (regressdo linear) que reproduzem dados
experimentais. Quanto maior o percentual para os valores de GOLDscores e menores para o

PLP, melhor a interacdo entre o inibidor e o residuo selecionado na docagem.

Tabela 45 - Escores e energia S(PLP)obtidos no docking (GOLD) dos compostos das
bibliotecas ANTRASENNA e FLAVSENNA, com os residuos Qi e Qo do bcl

4D6T HOMO

COMPOSTOS Ser35 Aps228 Glu261

GOLD | (PLP) | GOLD | (PLP) | GOLD

score score score | (PLP)
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4-(3-Acetil-2,6-di-hidroxi-4- - - 74,40 | -

metoxifenil)-1,8-diidroxi-2- 75,22

metilantraquinona (knifolona)
ADO15

1-Hidroxi-4,6-dimetoxi-7,8- 79,72 -
metilenodioxi-3-metilantraquinona 79,15
APO 8

79,70 100,12

73,80 96,51

2-B-D-Glicopiranosil-8-hidroxi-1- 75,32 -
metoxi-3-metilantraquinona 69,51
ATO17

75,59 -
60,29

2-B-D-Glicopiranosil-5,7-dimetoxi-3- | 82,40 -
metilantraquinona 69,13
ATO22

81,92 -
68,61

1-Hidroxi-6-metoxi-3-metil-8-a-L- - - 73,21 -
xilopiranosilantraquinona 65,27
ATO27

14-Hidroxiartinina E - - 77,46 -
FLAV20 66,58

7,4’-diidroxi-5,3’-dimetoxiflavona 73,77 - 75,13 -
FLAV34 71,95 72,28

MorusiunnansinsF 73,90 - - - - -
FLAV44 74,47

Javanina 76,27

- 76,85
FLAV64 69,52

67,41

5,7 diidroxi-3’,4’-metilenedioxil - - 72,15 -
flavona 69,26
LAV79

Formononetina-7-O-glicosideo 77,87 -
FLAV121 65,92

GWwW844520 70,46 73,22

Estigmatellina 87,84

Para o residuo de aminoacido (codigo PDB 4DT6), o padrdo utilizado para a
comparacdo do score, foi 0 GW844520 (4(1H)-piridona), cujo docking no sitio ativo Qi do
citocromo bcl de origem bovina e apresentou Goldscore de 70,46 e 73,22, nos residuos
Asp228 e Ser35, respectivamente (CAPPER et al, 2015). Apenas 38 moléculas, cerca de 20%
da biblioteca ANTRASENNA, apresentaram score maior que o do padrdo no residuo Ser35,
mas vale ressaltar que apenas 3 (1,5%) moléculas ndo infringiram a regra dos cinco de
Lipinski. Para o residuo Asp228, 42 moléculas (70,46% do banco de dados), apresentou score
melhor que padrdo. Porém apenas 5 moléculas (2,6% do banco de dados), ndo desobedeceu a
regra dos cinco.

O composto APO8 apresentou afinidade para todos os residuos de amino&cidos,
respectivamente Ser35, Asp228 e Glu261 (Goldescore: 79,72; 79,70 e 100,12), onde para o
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residuo Glu261, apresentou o maior valor de goldscore. A molécula ATO22, apresentou a
maior interacdo com os residuos de aminoacidos Ser35 e Asp228 (Goldscore: 82,40 e 81,92).
Esta boa afinidade pode ser cconsiderada devido ao fato da molécula apresentar em seu
esqueleto, dois grupos metoxilas e um grupo glicopiranosil. Ao analizar os parametros fisico-
quimicos para esta molécula, percebe-se que ela apresenta a maior massa molecular (460,44
g/mol), dentre as 5 melhores, apresenta também 10 grupos aceptores de ligacdes de hidrogénio
e 4 grupos doadores de hidrogénio.

A figura 48 apresenta as posi¢des de ligacao e interagdes previstas para crisofanol-
1-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-B-D-glicopiranosil-(1-6)-p-D-glicopiranosideo com os residuos
do sitio de ligacdo Qi (codigo PDD 4D6T).

Figura 48 - a) Posicdes de ligagéo previstas para crisofanol-1-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-p-
D-glicopiranosil-(1-6)-p-D-glicopiranosideo, isolado das sementes de Senna obtusifolia L.

no sitio Qi do citocromo bcl, Goldscore = 95,24; (b) Interacdes entre residuos do sitio de
ligacdo | e Qi (cédigo PDD 4D6T)

Das 5 antraquinonas mostradas neste trabalho, apenas 2 apresentam atividade
farmacoldgica comprovada na literatura (Figura 49). O composto ADO15 apresentou
atividade citotdxica relatado em ALEMAYEHU et al, 1996. J4 0o composto ATO 18, apresenta
atividade antidiabética, relatado em JANG et al, 2007. Porém néo hé relato desses compostos
sendo testados in vivo ou in vitro para a atividade antimalérica, podendo ser colocado como
objetivos futuros, a realizagdo de ensaios experimentais, para comprovar a correlacdo dos

ensaios, na busca de promissoras fontes antimalaricas.
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Figura 49 - Antraquinonas isoladas de espécies de Senna com melhor desempenho nos

ensaios in silico realizados.

OH o OH
OH o ocH3 OH OH
o . o.
OH “
HO. CHs CH
oc:H3
OH
OH l) ATO17 ATO2
ADO15
O O OH

T
LTI
O O OH o CHy

OH I | |

H3CO | CH, APO8

0
ATO27

A andlise dos dados da biblioteca FLAVSENNA, permitiu selecionar 6 moléculas,
que ndo infringiram a regra dos cinco de Lipinski e que apresentaram o melhor desempenho

no docking, com os residuos de aminoacido utilizados (Figura 50).
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Figura 50 - Flavonoides isolados de espécies de Senna com melhor desempenho nos ensaios
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Para o residuo Ser35, 58 substancias (48,73% do banco de dados), apresentaram

um score maior que o padrdo GW844520, mas somente 5 moléculas (4,2% do banco de dados),

ndo tinham nenhuma violagdo a Regra dos 5. Os resultados obtidos com docking no Asp228,

63 moléculas (60,8% do banco de dados), apresentaram score melhor que o padrdo, porém

apenas 5 moléculas (4,16 % do banco de dados), ndo desobedeceram a regra dos cinco. A

figura 51 mostra as posi¢cdes de ligacdo e interacbes previstas para rhamnetina-3-O-f-

gentiobiosideo, isolada of Senna fistula L. no sitio Qi do citocromo bcl.
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Figura 51 - PosicOes de ligacdo previstas para rhamnetina-3-O-B-gentiobiosideo, isolada of

Senna fistula L. no sitio Qi do citocromo bcl (b) Interacdes entre residuos do sitio de ligacao
| e Qi (codigo PDD 4D6T)

O composto FLAV20 (Goldescore: 106,74), isolado das folhas da Senna
angustifolia mostrou as maiores afinidades quando encaixado no sitio Qi do citocromo bcl
(codigo PDB 4D6T) no residuo de aminoéacido Asp228. Ao analisar os parametros fisico-
quimicos desta molécula, ela apresentou a maior massa molécular dentre as 6 moléculas
(452,46 g/mol) e possui 8 grupos aceptores de hidrogénio de 5 doadores de hidrogénio. Este
composto, possui atividade antioxidante comprovada na literatura (LAGHARI et al,2011).

O composto FLAV 121 isolado das folhas da Senna tora (GEETHA, 2014),
apresentou a maior afinidade frente ao residuo de aminoéacido Ser35 (Goldscore: 77,87). Em
sua estrutura, observa-se uma hidroxila e 1 grupo glicosilado. Ao analisar os parametros fisico-
quimicos dessa molécula, verifica-se que ela possui 9 grupos aceptores de hidrogénio e 5
doadores de hidrogénio.

Dos 11 compostos destacados com melhor desempenho nos ensaiois realizados (5
antraquinonas e 6 flavonoides), todos apresentaram uma boa porcentagem de absorgéo
“%Abs” (Tabela 42), onde o flavonoide FLAV 44, seguido dos flavonoides FLAV 34 e FLAV
79, apresentaram as maiores porcentagens, respectivamente de 84,87%, 78,24% e 78,24%,
sendo potencialmente capazes de atravessaram membranas bioldgicas. Para o residuo Glu261,
do sitio de ligacdo de Qo, 4 moléculas apresentaram score maior que o padrdo, porém todas

infringiam a regra de Lipinski. A figura 52 apresenta as posi¢fes de ligacdo e interacdes
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previstas para caempferol-3-O- [6”°’-O-trans-sinnapoyl- B -D- glucopiranosil(1-->6)]- B-D-

glucopiranosideo e residuos do sitio de ligacdo de Qo.

Figura 52- Posi¢Oes de ligacdo previstas para caempferol-3-O- [6”*’-O-trans-sinnapoil- 3 -
D- glucopiranosil(1-->6)]- B-D-glicopiranosideo (I1) isolated of Senna angustifolia L. no

sitio Qo do modelo de homologia de Plasmodium falciparum (b) Interacdes entre residuos do

sitio de ligacao de Q e Qo.

(a) (b)

Vale ressaltar que os flavonoides sdo vastamente estudados por causa da sua
absorcdo no organismo humano e expressivo potencial farmacoldgico. Geralmente, a forma
glicosilada intacta dos flavonoides € dificilmente absorvida no intestino delgado devido ao
favorecimento da hidrofilicidade. Acredita-se que a forma glicosilada dos flavonoides passa
direto pelo intestino delgado sendo hidrolisado pelas enterobactérias liberando a aglicona
correspondente, no ceco e colon. J& os flavonoides aglicosilados, sdo absorvidos mais
facilmente pelas células epiteliais do intestino grosso devido a sua lipofilicidade, o que facilita
a passagem do composto pela camada fosfolipidica da membrana celular. (MUROTA e
TERAO, 2003). O flavonoide mais disponivel nos alimentos, é a quercetina na sua forma
glicosilada que é muito pouco solGvel em agua, o que torna sua absorcdo limitada. Porém,
alguns processos como a fermentacdo de uvas para a producdo do vinho, liberam a forma
aglicona e glicosilada da quercetina e de outros flavonoides, podendo resultar em absorcao
muito mais eficiente no estdbmago (CRESPY et al., 1999; MUROTA e TERAO, 2003).

Até o momento ndo hé relatos na literatura de atividade antimalérica para estes

compostos flavonoidicos selecionados. No entanto, este estudo pode indicar potenciais agentes
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antimal&ricos para serem selecionados para ensaios in vitro e in vivo, com uma indicacdo de
sucesso, ja que sdo moléculas com parametros fisico-quimicos adequados a um candidato a
farmaco (VALSARAJ et al, 1997; KRAFT et al, 2000).
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9 CONCLUSAO
O desenvolvimento deste trabalho permitiu identificar e caracterizar, mesmo que

parcialmente, a variabilidade quimica de duas espécies de Senna (S. cana e S. pendula) nativas
do Nordeste do Brasil. Neste contexto, foram encontradas similaridades e dissimilaridades na
composicdo quimica do material botanico estudado, tanto no aspecto qualitativo como
quantitativo.

Foram identificados por desreplicacdo (CLAE-DAD), flavonoides em suas formas
livre e glicosilada nas duas espécies, sendo epigalocatequina determinada posteriormente em
maior teor (CLAE-IES-EM). Os flavonoides sdo considerados metabdlitos de extrema
importancia devido a suas variadas e significativas atividades farmacologicas sendo
amplamente utilizados em varios segmentos da inddstria, de modo que a obtencdo de extratos
ricos em flavonoides é interessante como exemplo do uso racional da biodiversidade, em que
uma menor quantidade de material botanico, fornece maior quantidade dos compostos
bioativos desejados. Com este proposito, a extracdo seletiva realizada neste trabalho
identificou uma condicdo extrativa (Acetona/H.0O, 60%), que apresentou 0 maior teor em
flavonoides determinado por espectrofotometria e confirmado por CLAE-DAD. Compostos
antraquinénicos foram quantificados em todos os extratos estudados, com destaque para o
extrato etanolico das folhas de Senna pendula.

O estudo in silico realizado neste trabalho, que consistiu na criagdo de duas bases
de dados de compostos bioativos naturais, especificamente antraquinonas e flavonoides, e
posterior aplicagcdo de pacotes computacionais especificos a essas cole¢fes de moléculas,
permitiu a indicacdo de 12 potenciais inibidores dos sitios de Qi e Qo do complexo do
citocromo bcl, que séo alvos validados na busca de agentes antimalaricos, com propriedades
farmacocinéticas otimizadas.

Com os resultados obtidos, pdde-se comprovar que as espécies Senna cana e
Senna pendula apresentam varias propriedades farmacoldgicas, tais como uma promissora
atividade antioxidante resultante do alto teor de compostos fendlicos e flavonoidicos, sendo
considerados promissoras fontes de antioxidantes naturais, além de ndo apresentaram
toxicidade relevante.

Pode-se concluir finalmente, que este trabalho apresenta dados que podem
contribuir para o conhecimento e valorizacdo da flora nordestina e indicacdes de uso de
substancias quimicas bioativas, presentes em Senna cana, Senna pendula, Senna fistula e

Senna obtusifolia, onde esses extratos poderdo ser utilizados para a obtencdo de compostos
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antraquinénicos e/ou flavonoidicos e realizados futuros ensaios invivo, para confirmar as

atividades invitro e insilico apresentadas neste trabalho.
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ANEXO A - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE/DAD PARA OS
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EXTRATOS ETANOLICOS DE SENNA PENDULA, ADQUIRIDOS EM 278,340 E
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*Compostos fenélicos majoritarios identificados: (1) Epicatequina;;(2) Peltatosideo; (3) Campferol glucoarabinose; (4)
Rutina; (5) Campferol rutinosideo;(6) Guiboutinidol
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ANEXO B - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE/DAD PARA OS
EXTRATOS ETANOLICOS DE SENNA PENDULA, ADQUIRIDOS EM 278,340 E
257NM
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*Compostos fendlicos majoritarios identificados: (1) Catequina; (2) Procianidina B2; (3) Epicatequina; (4)Guiboutinidol.
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ANEXO C - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE/DAD PARA OS
EXTRATOS ETANOLICOS DE SENNA PENDULA, ADQUIRIDOS EM 278,340 E
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*Compostos fenélicos majoritarios identificados: (1) Epigalocatequina;(2) Quercetina diglicosideo;(3) Buteina
diglicosideo;(4) Rutina;(5) Guiboutinidol
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ANEXO D - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE/DAD PARA OS
EXTRATOS ETANOLICOS DE SENNA PENDULA, ADQUIRIDOS EM 278,340 E
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*Compostos fendlicos majoritarios identificados: (1) Epigalocatequina;(2) Epicatequina;(3) Guiboutinidol
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ANEXO E - CROMATOGRAMAS DO EXTRATO SFFF ETOH60%, A 259, 340 E
278 NM.
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*Padrdes identificados e quantificados: (1) Rutina; (2) Luteolina



ANEXO F - CROMATOGRAMAS DO EXTRATO SFFF ETOH100%, A 259,

340 E 278 NM.
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*Padrdes identificados e quantificados: (1)Luteolina
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ANEXO G - CROMATOGRAMAS DO EXTRATO SFFQ AC60%, A 259, 340 E 278
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“Padrdes identificados e quantificados: (1) Rutina; (2) Luteolina
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ANEXO H - CROMATOGRAMAS DO EXTRATO SOFF AC60%, A 259, 340 E 278
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ANEXO | - CROMATOGRAMAS DO EXTRATO SOFF MEOH 100%, A 259, 340 E
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ANEXO J - RESULTADOS DA QUANTIFICACAO ESPECTROFOTOMETRICA
DOS FLAVONOIDES, TEOR DE FENOLICOS TOTAIS E DPPH, PARA OS
EXTRATOS DE SENNA FISTULA E SENNA OBTUSIFOLIA.

Parte Solvente® Senna obtusifolia Senna fistula
da

planta Flavonoides FT® DPPH | Flavonoides | Fendlicos | DPPH
mg /g® mg ICs0® mg/g mg ICs0

EAG/mg® EAG/mg
Vagem TA 46,11 25,62 205,10 31,48 17,49 41,20
ES 29,11 16,17 102,81 7,70 4,28 65,21
Flores | Acetona | TA 96,11 53,39 93,71 96,11 53,40 44,93
100% ES 79,77 44,32 20,42 17,15 9,53 292,51
Folhas TA 60,55 33,64 | 742,31 138,52 93,62 | 2406,45
ES 30,66 17,03 866,10 76,93 42,74 524,51
Vagem TA 142,59 79,22 79,81 33,89 18,83 126,01
ES 373,89 207,72 | 37,20 6,78 3,77 126,90
Flores | Metanol | TA 64,07 35,59 110,90 56,48 31,38 350,20
100% ES 14,07 7,82 296,01 13,93 7,74 22491
Folhas TA 236,85 131,58 | 421,50 131,29 72,94 1179,30
ES 118,07 65,59 67,40 12,70 7,06 584,02
Vagem TA 60,92 33,84 96,51 36,85 20,47 259,80
ES 166,67 98,15 144,31 1,04 0,58 270,90
Flores Etanol | TA 75,55 41,97 584,42 61,85 34,36 300,80
100% ES 73,89 41,05 419,72 22,41 12,45 327,81
Folhas TA 158,52 99,18 76,42 267,78 204,32 250,01
ES 152,78 95,99 195,63 106,59 59,22 180,54
Vagem TA 117,90 65,50 | 162,91 37,96 21,09 11,35
ES 42,78 23,77 231,11 28,89 16,05 66,43
Flores | Acetona | TA 22,77 12,65 273,10 42,78 23,77 501,92
60% ES 23,33 19,96 | 351,30 6,85 3,81 521,11
Folhas TA 429,20 238,44 | 122,44 70,74 39,30 2248,11
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ES 23,52 13,07 62,35 171,30 95,16 208,10

Vagem TA 19,44 10,80 79,31 35,74 19,86 170,10
ES 31,48 17,49 | 211,60 7,11 3,95 69,71

Flores | Metanol | TA 76,30 42,39 | 555,30 33,33 18,52 194,51
60% ES 9,25 5,14 157,20 18,07 10,04 210,01

Folhas TA 68,14 37,86 64,91 39,44 21,91 137,81
ES 23,85 13,25 | 148,41 57,52 31,95 444,30

Vagem TA 50,92 28,29 55,62 37,59 20,88 156,31
ES 45,02 25,02 | 311,53 7,85 4,36 363,80

Flores | Etano60% | TA 113,50 63,06 89,11 55,19 30,66 195,52
ES 35,96 19,98 | 171,50 11,26 6,26 158,83

Folhas TA 30,25 16,81 | 258,10 168,52 71,60 186,60
ES 56,51 31,39 | 153,90 35,00 19,44 221,14

aTA: temperatura ambiente; ES: extrator soxhlet

bmg de quercetina/ g de extrato;

°FT: fendlicos totais

4 mg EAG/mg extrato: mg equivalente de acido galico/ g de extrato

elCso: Concentragdo necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH;
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ANEXO K - DESCRITORES FiSICO-QUIMICOS DOS COMPOSTOS ISOLADOS
DE SENNA E CASSIA SSP.

ANTRAQUINONAS
Moléculas | MM? LogP® | TPSA® nONY | nOHNH® | nViolagdo
ANO1 208,22 2,92 34,14 2,00 0,00 0,00
ANO2 252,23 2,58 71,44 4,00 1,00 0,00
ANO3 222,24 3,43 34,14 2,00 0,00 0,00
ANO4 236,27 3,88 34,14 2,00 0,00 0,00
ANO5 252,22 1,75 71,44 4,00 1,00 0,00
AMO1 280,24 2,69 88,51 5,00 1,00 0,00
AMO2 224,22 3,27 54,37 3,00 1,00 0,00
AMO3 238,24 3,78 54,37 3,00 1,00 0,00
ADO1 240,21 3,61 74,60 4,00 2,00 0,00
ADO2 240,21 2,96 74,60 4,00 2,00 0,00
ADO3 240,21 3,61 74,60 4,00 2,00 0,00
ADO4 432,38 -0,07 173,98 10,00 6,00 1,00
ADO5 400,38 1,24 122,53 8,00 3,00 0,00
ADOG6 254,24 4,12 74,60 4,00 2,00 0,00
ADO7 284,22 3,27 111,90 6,00 3,00 0,00
ADOS8 268,27 3,62 63,60 4,00 1,00 0,00
ADOQO9 268,27 3,62 63,60 4,00 1,00 0,00
ADO10 578, 523 -0,56 232,90 14,00 8,00 3,00
ADO11 740,66 -2,33 313,05 19,00 11,00 3,00
ADO12 282,25 3,17 91,67 5,00 2,00 0,00
ADO13 254,24 4,12 74,60 4,00 2,00 0,00
ADO14 270,24 2,84 94,83 5,00 3,00 0,00
ADO15 434,40 5,22 141,36 8,00 4,00 0,00
ADO16 282,25 2,82 80,68 5,00 1,00 0,00
ADO17 268,27 3,62 63,60 4,00 1,00 0,00
ADO18 268,27 3,62 63,60 4,00 1,00 0,00
ADO19 282,30 3,12 52,61 4,00 0,00 0,00
ADO20 562,52 0,48 212,67 13,00 7,00 3,00
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ADO21 592,55 0,33 221,91 14,00 7,00 3,00
ADO22 432,38 -0,07 173,98 10,00 6,00 1,00
ADO23 254,24 3,47 74,60 4,00 2,00 0,00
ADO24 268,27 3,62 63,60 4,00 1,00 0,00
ADO25 240,21 2,31 74,60 4,00 2,00 0,00
ADO26 446,36 0,35 191,05 11,00 6,00 2,00
ADO27 578,52 -0,56 232,90 14,00 8,00 3,00
ADO28 740,66 -2,33 312,05 19,00 11,00 3,00
ADO29 901,80 -4,11 394,04 24,00 13,00 3,00
ATO1 270,24 3,82 94,83 5,00 3,00 0,00
ATO2 284,27 3,97 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO3 284,27 3,32 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO4 284,27 3,97 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO5 284,27 3,32 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO6 432,28 0,90 173,98 10,00 6,00 1,00
ATO7 314,25 3,11 121,13 7,00 3,00 0,00
ATO8 284,27 3,32 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO9 594,52 -0,87 253,13 15,00 9,00 3,00
ATO10 446,41 1,05 162,98 10,00 5,00 0,00
ATO11 298,29 4,48 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO12 298,29 3,46 72,84 5,00 1,00 0,00
ATO13 286,24 2,54 115,05 6,00 4,00 0,00
ATO14 256,21 3,96 94,83 5,00 3,00 0,00
ATO15 300,22 3,62 132,13 7,00 4,00 0,00
ATO16 312,32 3,98 72,84 5,00 1,00 0,00
ATO17 446,41 1,05 162,98 10,00 5,00 0,00
ATO18 298,29 4,48 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO19 284,22 3,67 111,90 6,00 3,00 0,00
ATO20 284,27 3,97 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO21 282,25 4,49 91,67 5,00 2,00 0,00
ATO22 460,44 0,55 151,99 10,00 4,00 0,00
ATO23 284,27 3,97 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO24 578,52 0,83 232,90 14,00 8,00 3,00
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ATO25 578,52 0,83 232,90 14,00 8,00 3,00
ATO26 402,36 1,53 153,75 9,00 5,00 0,00
ATO27 416,38 1,68 142,76 9,00 4,00 0,00
ATO28 402,36 1,53 153,75 9,00 5,00 0,00
ATO29 446,41 1,05 162,98 10,00 5,00 0,00
ATO30 592.55 -0,72 242,14 15,00 8,00 3,00
ATO31 416,38 1,95 153,75 9,00 5,00 0,00
ATO32 432,38 0,90 173,98 10,00 6,00 1,00
ATO33 430,41 2,10 142,76 9,00 4,00 0,00
ATO34 256,21 3,31 94,83 5,00 3,00 0,00
ATO35 300,27 2,69 104,06 6,00 3,00 0,00
ATO36 270,24 3,82 94,83 5,00 3,00 0,00
ATO37 326,30 4,17 100,90 6,00 2,00 0,00
ATO38 270,24 3,82 94,83 5,00 3,00 0,00
ATO39 284,27 3,97 83,83 5,00 2,00 0,00
ATO40 430,41 1,06 164,74 9,00 6,00 1,00
AQO1 300,27 4,31 104,06 6,00 3,00 0,00
AQO2 368,39 4,37 93,07 6,00 2,00 1,00
AQO3 314,29 2,14 82,07 6,00 1,00 0,00
AQO4 286,24 3,52 115,05 6,00 4,00 0,00
AQO5 608,55 0,67 242,14 15,00 8,00 3,00
AQO6 448,38 1,25 194,21 11,00 7,00 2,00
AQO7 464,38 1,67 214,43 12,00 8,00 2,00
AQO8 624,55 -0,61 251,37 16,00 8,00 3,00
AQO9 476,43 0,24 172,22 11,00 5,00 1,00
AQO10 314,29 3,16 93,07 6,00 2,00 0,00
AQO11 314,29 3,81 93,07 6,00 2,00 0,00
AQO12 286,24 3,15 104,06 6,00 3,00 0,00
AQO13 314,29 3,16 93,07 6,00 2,00 0,00
AQO14 448,38 1,90 194,21 11,00 7,00 2,00
AQO15 462,41 1,40 183,21 11,00 6,00 2,00
AQO16 300,27 3,66 104,06 6,00 3,00 0,00
AQO17 286,24 4,17 115,05 6,00 4,00 0,00
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AQO18 432,38 2,30 173,98 10,00 6,00 1,00
AQO19 300,27 2,65 93,07 6,00 2,00 0,00
AQO20 286,24 4,17 115,05 6,00 4,00 0,00
AQO21 358,30 4,12 130,37 8,00 3,00 0,00
AQO22 286,24 4,17 115,05 6,00 4,00 0,00
AQO23 490,46 0,39 161,22 11,00 4,00 1,00
AQO24 476,43 0,89 172,22 11,00 5,00 1,00
AQO25 476,43 0,76 183,21 11,00 6,00 2,00
AQO26 272,21 3,00 115,05 6,00 4,00 0,00
APO1 358,35 3,51 91,31 7,00 1,00 0,00
APO2 358,35 3,15 91,31 7,00 1,00 0,00
APO3 344,32 3,65 102,30 7,00 2,00 0,00
APO4 358,35 3,15 91,31 7,00 1,00 0,00
APO5 344,32 3,00 102,30 7,00 2,00 0,00
APOG6 330,29 3,51 113,29 7,00 3,00 0,00
APO7 344,32 3,00 102,30 7,00 2,00 0,00
APO8 342,30 3,09 91,31 7,00 1,00 0,00
APO9 374,35 1,87 111,53 8,00 2,00 0,00
APO10 360,32 1,72 122,53 8,00 3,00 0,00
APO11 360,32 1,72 122,53 8,00 3,00 0,00
APO12 358,35 3,15 91,31 7,00 1,00 0,00
APO13 330,29 3,51 113,29 7,00 3,00 0,00
APO14 344,32 3,00 102,30 7,00 2,00 0,00
APO15 342,30 3,09 913,06 7,00 1,00 0,00
APO16 358,35 2,50 913,06 7,00 1,00 0,00
APO17 374,30 4,46 150,59 9,00 4,00 0,00
APO18 506,46 0,73 181,45 12,00 5,00 2,00
APO19 478,41 1,74 203,44 12,00 7,00 2,00
APO20 344,32 3,00 102,30 7,00 2,00 0,00
APO21 330,29 2,86 113,29 7,00 3,00 0,00
APO22 344,32 3,00 102,30 7,00 2,00 0,00
APO23 358,35 3,15 913,06 7,00 1,00 0,00
APO24 814,74 -1,76 319,53 21,00 10,00 3,00
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APO25 492,43 0,59 192,45 12,00 6,00 2,00
APO26 828,77 -2,26 308,53 21,00 9,00 3,00
APO27 682,63 -1,54 249,61 17,00 7,00 3,00
APO28 316,27 2,99 113,29 7,00 3,00 0,00
APO29 386,40 3,88 91,31 7,00 1,00 0,00
APO30 478,41 1,09 203,44 12,00 7,00 2,00
APO31 506,46 0,73 181,45 12,00 5,00 2,00
APO32 344,32 3,65 102,30 7,00 2,00 0,00
APO33 316,27 4,01 124,29 7,00 4,00 0,00
APO34 316,27 4,01 124,29 7,00 4,00 0,00
APO35 346,29 4,02 133,52 8,00 4,00 0,00
APO36 330,29 2,86 113,29 7,00 3,00 0,00
APO37 344,32 3,65 102,30 7,00 2,00 0,00
APO38 344,32 3,65 102,30 7,00 2,00 0,00
APO39 372,37 2,64 803,12 7,00 0,00 0,00
APO40 330,29 2,86 113,29 7,00 3,00 0,00
APOA41 344,32 2,35 102,30 7,00 2,00 0,00
APO42 344,32 3,00 102,30 7,00 2,00 0,00
APOA43 330,29 2,86 113,29 7,00 3,00 0,00
APO44 316,27 3,36 124,29 7,00 4,00 0,00
APO45 506,46 0,50 170,46 12,00 4,00 2,00
AHO1 332,26 4,36 144,52 8,00 5,00 0,00
AHO2 522,46 1,08 201,68 13,00 6,00 3,00
AHO3 346,29 3,85 133,52 8,00 4,00 0,00
AHO4 346,29 3,85 133,52 8,00 4,00 0,00
AHO5 360,32 3,35 122,53 8,00 3,00 0,00
AHOG6 346,29 3,20 133,52 8,00 4,00 0,00
AHO7 492,43 2,63 192,45 12,00 6,00 2,00
BAT1 506,47 7,92 149,20 8,00 4,00 2,00
BAT2 506,47 7,92 149,20 8,00 4,00 2,00
BAT3 478,50 8,74 115,05 6,00 4,00 1,00
BAT4 538,46 7,02 189,65 10,00 6,00 3,00
BATS5 538,46 7,02 189,65 10,00 6,00 3,00
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BAT6 862,75 1,19 347,96 20,00 12,00 2,00
BAT7 862,75 1,19 347,96 20,00 12,00 3,00
BATS 538,46 5,36 189,65 10,00 6,00 2,00
BAT9 818,78 1,59 304,58 17,00 12,00 3,00
BAT10 538,46 4,32 189,65 10,00 6,00 2,00
BAT11 570,55 5,39 170,82 10,00 5,00 2,00
BAP1 522,47 7,62 169,42 9,00 5,00 2,00
BAP2 556,91 8,22 169,42 9,00 5,00 2,00
BAP3 522,47 7,62 169,42 9,00 5,00 2,00
BAP4 522,47 7,62 169,42 9,00 5,00 2,00
BAP5 522,47 7,62 169,42 9,00 5,00 2,00
BAP6 508,48 6,64 152,35 8,00 5,00 2,00
BAP7 508,48 5,43 152,35 8,00 5,00 2,00
BAH1 538,46 7,32 189,65 10,00 6,00 3,00
BAH2 538,46 7,32 189,65 10,00 6,00 3,00
BAH3 730,68 2,41 246,82 15,00 7,00 3,00
BAH4 594,57 8,64 167,66 10,00 4,00 2,00
BAH5 568,53 5,33 167,66 10,00 4,00 2,00
BAHG6 566,52 6,41 167,66 10,00 4,00 2,00
BAH7 552,53 7,27 150,59 9,00 4,00 2,00
BAHS8 566,52 4,65 167,66 10,00 4,00 2,00
BAH9 566,52 5,18 167,66 10,00 4,00 2,00
BAH10 538,51 6,29 161,59 9,00 5,00 2,00
BAH11 510,50 6,93 133,52 8,00 4,00 2,00
BAO1 626,57 5,99 186,13 12,00 4,00 3,00
BAO2 598,52 7,00 208,12 12,00 6,00 4,00
FLAVONOIDES
Moléculas MM logP MI TPSA nON NOHNH | violations

1 272,3 2,62 58,92 4 2 0

2 302,24 1,68 131,35 7 5 0

3 580,5 -1,16 249,2 15 9 3

4 270,24 2,46 90,89 5 3 0

5 286,24 1,97 111,12 6 4 0
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6 610,52 -1,65 269,43 16 10 3
7 286,24 2,17 111,12 6 4 0
8 286,24 2,17 111,12 6 4 0
9 624,25 -1,21 258,43 16 9 3
10 448,38 0,12 190,28 11 7 2
11 638,58 -0,93 258,43 16 9 3
12 300,27 2,31 100,13 6 3 0
13 390,54 2,50 127,83 9 3 0
14 816,72 0,62 314,20 20 10 3
15 290,27 1,37 110,37 6 5 0
16 292,29 4,00 52,59 4 0 0
17 482,42 -1,29 196,35 12 6 2
18 408,49 5,78 65,00 5 1 1
19 314,29 3,02 89,14 6 2 0
20 452,46 3,91 140,59 8 5 0
21 344,32 2,77 98,37 7 2 0
22 608,55 -0,65 227,21 15 7 3
23 624,55 -0,76 258,43 16 9 3
24 464,38 -0,36 210,50 12 8 2
25 462,41 0,46 179,28 11 6 2
26 476,43 0,77 168,29 11 5 1
27 594,52 -2,10 271,19 15 11 3
28 610,52 -2,59 291,42 16 12 3
29 624,55 -2,28 280,42 16 11 3
30 786,69 -2,79 359,57 21 14 3
31 464,38 0,29 210,5 12 8 2
32 610,52 -1,20 269,43 16 10 3
33 316,26 1,96 120,36 7 4 0
34 314,29 2,56 89,14 6 2 0
35 344,32 2,54 98,37 7 2 0
36 274,27 1,86 90,15 5 4 0
37 290,27 1,37 110,37 6 5 0
38 274,27 1,86 90,15 5 4 0
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39 562,53 2,66 200,52 11 9 3
40 352,24 3,66 100,13 6 3 0
41 642,56 -2,3 274,75 17 10 3
42 346,38 2,73 66,40 6 1 0
43 360,41 3,30 66,40 6 1 0
44 326,39 4,87 69,92 4 3 0
45 340,42 4,93 58,92 4 2 0
46 314,29 2,64 66,4 6 1 0
47 328,32 2,11 55,4 6 0 0
48 300,27 2,71 100,13 6 3 0
49 316,26 2,22 120,36 7 4 0
50 450,35 -0,59 210,5 12 8 2
51 596,49 -1,64 269,43 16 10 3
52 728,61 -2,27 328,35 20 12 3
53 320,25 0,42 147,67 8 6 1
54 758,63 -3,43 348,58 21 13 3
55 610,57 -11 259,44 15 11 3
56 594,52 -0,57 249,2 15 9 3
57 462,41 0,66 179,28 11 6 2
58 360,32 2,28 118,6 8 3 0
59 578,52 0,43 228,97 14 8 3
60 316,26 1,99 120,36 7 4 0
61 770,69 -1,53 317,36 20 11 3
62 448,42 0,60 166,14 10 6 1
63 434,4 0,72 169,3 10 7 1
64 430,41 2,06 149,82 9 5 0
65 482,44 -1,02 198,76 12 8 2
66 480,42 -0,46 195,60 12 7 2
67 492,43 0,56 177,52 12 5 1
68 330,29 2,53 109,36 7 3 0
69 492,43 0,48 188,51 12 6 2
70 668,6 -0,92 256,67 17 8 3
71 286,24 1,97 111,12 6 4 0
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72 300,27 2,25 100,13 6 3 0
73 316,26 1,96 120,36 7 4 0
74 546,53 3,15 180,29 10 8 2
75 306,27 1,080 130,6 7 6 1
76 772,66 -2,99 348,58 21 13 3
77 756,66 -2,50 328,20 20 12 3
78 608,55 -0,01 238,21 15 8 3
79 298,25 2,83 89,14 6 2 0
80 432,38 1,13 170,05 10 6 1
81 448,38 0,64 190,28 11 7 2
82 434,35 0,06 190,28 11 7 2
83 448,38 0,39 190,28 11 7 2
84 222,24 3,74 30,21 2 0 0
85 394,33 2,02 137,43 8 4 0
86 356,29 2,16 148,42 8 5 0
87 432,38 0,52 181,04 10 7 1
88 448,38 0,19 190,28 11 7 2
89 270,24 2,27 90,89 5 3 0
90 560,51 0,21 216,51 13 7 3
91 576,51 -0,28 236,81 14 8 3
92 590,53 0,02 225,81 14 7 3
93 640,55 -1,53 278,66 17 10 3
94 684,6 -1,44 276,9 18 9 3
95 656,73 6,60 100,18 10 0 2
96 656,73 6,60 100,18 10 0 2
97 656,73 6,60 100,18 10 0 2
98 656,73 6,60 100,18 10 0 2
99 686,73 6,58 109,41 11 0 3
100 686,73 6,58 109,41 11 0 3
101 330,29 2,5 109,36 7 3 0
102 566,51 0,60 185,00 14 4 2
103 360,32 1,43 122,53 8 3 0
104 374,35 1,74 111,53 8 2 0
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105 330,34 2,95 85,23 6 2 0
106 330,29 2,21 94,46 7 2 0
107 578,52 -0,36 228,97 14 8 3
108 316,26 2,22 120,36 7 4 0
109 318,24 1,39 151,58 8 6 1
110 580,5 -1,12 249,20 15 9 3
111 610,52 -1,40 269,43 16 10 3
112 628,54 -3,01 285,75 17 11 3
113 610,52 -1,14 269,43 16 10 3
114 624,55 -0,83 247,44 16 8 3
115 330,29 2,5 109,36 7 3 0
116 408,36 2,33 126,43 8 3 0
117 370,31 2,47 137,43 8 4 0
118 592,55 0,03 228,97 14 8 3
119 462,41 0,27 179,28 11 6 2
120 432,38 0,48 170,05 10 6 1
121 430,41 1,50 138,82 9 4 0
122 478,36 -0,49 227,57 13 8 2
123 578,53 2,58 220,75 12 10 3
124 306,27 1,08 130,60 7 6 1

3MM: massa molecular;

b TPSA: area de superficie polar;
°nON: nimero de aceptores de hidrogénio;

4nOHNH : niimero de doadores de hidrogénio;
®nviolagdes: nimero de violagdes da regra dos cinco de Lipinski



