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Atividade farmacoldgica e caracterizagdo quimica do extrato das folhas de Cassia
fistula

Resumo

Cassia fistula, conhecida popularmente como "canafisula", ¢ uma arvore de grande
importancia ornamental e medicinal, amplamente estudada devido as suas propriedades
medicinais e bioativas. Esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos. Capitulo I
refere-se a uma revisao bibliografica sobre a espécie C. fistula, também conhecida como
"chuva de ouro"; uma espécie arborea nativa do Sul da Asia, e bem aclimatada nos
biomas brasileiros. Para a constru¢ao desta revisdo, utilizou-se descritores especificos
utilizando como unitermo principal a espécie estudada C. fistula, e a partir desta
investigou-se a composicdo quimica bem como as atividades farmacolégicas. Foram
selecionados trabalhos relacionados ao tema, sem distingdo de periodo, priorizando
aqueles que abordavam as folhas da planta, com relevancia para os aspectos quimico ¢
farmacologico da planta. A partir do levantamento, construiu-se um manuscrito de
revisdo abordando os aspectos historicos, taxondmicos (familia Fabaceae, género
Cassia, e a espécie C. fistula L.), botanicos, sinonimia cientifica, localiza¢do geografica
e farmacologia da planta, além de suas utiliza¢cdes na medicina tradicional. A pesquisa
também incluiu a composi¢do quimica e os métodos extrativos dos principios ativos das
plantas. Conclui-se que a revisdo realizada sobre C. fistula destaca-se pela sua
importancia tanto no contexto histdrico e botinico quanto nos aspectos farmacologicos
e quimicos, devido a presenga de diversos compostos com significativas propriedades
terap€uticas. Seus constituintes apresentam uma ampla gama de atividades biologicas,
incluindo a¢do antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, antitumoral e antimelasmica.
Os estudos analisados demonstram seu potencial terapéutico, especialmente no que se
refere as atividades medicinais atribuidas as folhas da planta.Além disso, as
informacodes obtidas reforcam a importancia de aprofundar pesquisas sobre os métodos
extrativos € a composicdo quimica da espécie, contribuindo para a ampliagdo do
conhecimento cientifico e para o desenvolvimento de possiveis aplicagdes na medicina
moderna. Dessa forma, este trabalho serve como base para futuras investigagoes,
destacando a relevancia da C. fistula como recurso natural promissor.O Capitulo II,
teve por objetivo caracterizar a composi¢do quimica e avaliar o potencial terapéutico do
extrato bruto das folhas de Cassia fistula determinando as atividades antioxidantes,
antiproliferativa, inibidora da produ¢do de 6xido nitrico e o fator de protecdo solar
(FPS). O extrato bruto das folhas de C. fistula foi obtido por maceragao dindmica com
renovacdo do solvente (&lcool etilico 96 GL). A andlise quimica foi realizada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo
(UHPLC-MS), identificando os compostos fenolicos  nicotiflorina, catequina,
quercetina 6-C-glucosideo, astragalina, acido ferulico, luteolina, 3-metoxi-quercetina,
apigenina e rutina. A inibicdo da produ¢do de 6xido nitrico na concentragao que inibiu
50% do crescimento celular (Gls)) e a (AAC) foram realizadas em culturas de
macrofagos da linhagem RAW 264.7. A concentracdo do extrato responsavel por inibir
50 % da producgdo de 6xido nitrico (ICsy) foi 68,0 pg/mL. A atividade antioxidante
celular (AAC) foi de 50,0 %. A atividade antiproliferativa foi determinada a partir do
extrato bruto das folhas de C. fistula. em linhagens de células tumorais humanas: AGS
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(adenocarcinoma gastrico) resultando em uma inibi¢do da proliferagao (Gls;= 15,0
ng/mL), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal)concentragio que inibiu 50% do
crescimento  celular.(GIs;=22,0 upg/mL), MCF-7 (adenocarcinoma de mama)
(GI5;=84,0pg/mL) e NCI-H460 (carcinoma pulmonar) (Gl;,=65,0png/mL). A atividade
citotoxica foi avaliada em células ndo tumorais utilizando células VERO (células
epiteliais do rim de macaco), (Gls= 92,0ug/mL). O IS variou de 1,09 a 6,13. A
atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de sequestro do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) com ICs, = 1,83 mg/mL e pelo poder antioxidante
de Redugdo do Ferro (FRAP) resultando em 1,75 uM de sulfato ferroso /mg do extrato.
Neste estudo também foram quantificados os teores de fenois totais (FT), flavonoides e
determinado o fator de protecao solar (FPS) do extrato bruto das folhas de C. fistula nas
concentragdes de 1,0; 0,75; 0,50 e 0,25 mg/mL. Os teores de fenois totais
(FT)encontrados nas concentracdes testadas oscilaram entre 4,25 a 12,13 pg de
equivalente de acido galico/mg de EB.Os teores de flavondides encontrados nas
concentragdes testadas apresentaram uma distribuicdo consistente 58,80 e 62,68 ug
equivalentes a quercetina/mg de EB, demonstrando uma variagao significativa. O Fator
de Protecao Solar (FPS) variou de 5,25 a 19,99, evidenciando um fator de protecdo
médio. Os resultados encontrados nesta pesquisa destacam o potencial farmacologico do
extrato bruto das folhas de C. fistula, confirmando seu uso popular e agregando valor as
folhas, que geralmente sdo descartadas e subutilizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Chuva de ouro. Antitumoral.Compostos fenolicos.Fator de
Protegao Solar (FPS).Apigenina. Rutina.

Juliana Aparecida Mendonga
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Pharmacological Activity and Chemical Characterization of Cassia Fistula Leaf Extract

ABSTRACT: Cassia fistula, commonly known as "golden shower," is a tree of great
ornamental and medicinal importance, widely studied for its medicinal and bioactive
properties. This dissertation is divided into two chapters. Chapter I refers to a
bibliographic review of the species C. fistula, also known as "golden shower," an
arboreal species native to South Asia, well acclimatized in Brazilian biomes. For the
construction of this review, specific descriptors were used with the main term being the
studied species C. fistula. From this, its chemical composition and pharmacological
activities were investigated. Relevant works were selected without period restrictions,
prioritizing those that addressed the plant's leaves, with a focus on its chemical and
pharmacological aspects. Based on the survey, a review manuscript was constructed
addressing historical, taxonomic (Fabaceae family, Cassia genus, and C. fistula L.
species), botanical, scientific synonymy, geographical location, and pharmacology of
the plant, as well as its uses in traditional medicine. The research also included the
chemical composition and the extraction methods of the plant's active principles. It is
concluded that the review of C. fistula highlights its importance in both historical and
botanical contexts, as well as in its pharmacological and chemical aspects, due to the
presence of various compounds with significant therapeutic properties. Its constituents
exhibit a broad range of biological activities, including antioxidant, antimicrobial,
antidiabetic, antitumor, and antimelasmic actions. The analyzed studies demonstrate its
therapeutic potential, especially concerning the medicinal activities attributed to the
plant’s leaves. Moreover, the obtained information emphasizes the importance of further
research on the extraction methods and chemical composition of the species,
contributing to the expansion of scientific knowledge and the development of possible
applications in modern medicine. Thus, this work serves as a basis for future
investigations, highlighting the relevance of C. fistula as a promising natural
resource.Chapter II aimed to characterize the chemical composition and evaluate the
therapeutic potential of the crude extract of Cassia fistula leaves, determining
antioxidant, antiproliferative, nitric oxide production inhibitory activities, and the sun
protection factor (SPF). The crude extract of C. fistula leaves was obtained by dynamic
maceration with solvent renewal (96% ethanol). Chemical analysis was performed by
high-resolution liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UHPLC-MS),
identifying the phenolic compounds nicotiflorin, catechin, quercetin 6-C-glucoside,
astragalin, ferulic acid, luteolin, 3-methoxyquercetin, apigenin, and rutin. The inhibition
of nitric oxide production at the concentration that inhibited 50% of cell growth (GI50)
and the (AAC) was conducted in RAW 264.7 macrophage cell cultures. The extract
concentration responsible for inhibiting 50% of nitric oxide production (IC50) was 68.0
pg/mL. The cellular antioxidant activity (AAC) was 50.0%. The antiproliferative
activity was determined from the crude extract of C. fistula leaves. AGS (gastric
adenocarcinoma) resulting in proliferation inhibition (GI50 = 15.0 pg/mL), Caco-2
(colorectal adenocarcinoma) (GIS0 = 22.0 pg/mL), MCF-7 (breast adenocarcinoma)
(GI50 = 84.0 pg/mL), and NCI-H460 (lung carcinoma) (GI50 = 65.0 ng/mL). Cytotoxic
activity was evaluated in non-tumor cells using VERO cells (monkey kidney epithelial
cells), (GISO = 92.0 pg/mL). The selectivity index (SI) ranged from 1.09 to 6.13.
Antioxidant activity was determined by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
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radical scavenging method with IC50 = 1.83 mg/mL and by the Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP) assay, resulting in 1.75 uM of ferrous sulfate/mg of extract.
In this study, the total phenolic content (TPC), flavonoids, and the sun protection factor
(SPF) of the crude extract of C. fistula leaves at concentrations of 1.0, 0.75, 0.50, and
0.25 mg/mL were also quantified. The total phenol content (TPC) found in the tested
concentrations ranged from 4.25 to 12.13 pg of gallic acid equivalents/mg of crude
extract (CE). The flavonoid content in the tested concentrations exhibited a consistent
distribution, ranging from 58.80 to 62.68 pg of quercetin equivalents/mg of CE,
showing significant variation. The Sun Protection Factor (SPF) ranged from 5.25 to
19.99, indicating a moderate level of protection. The results obtained in this study
highlight the pharmacological potential of the crude extract of C. fistula leaves,
confirming its popular use and adding value to the leaves, which are often discarded and
underutilized.

KEYWORDS:Golden shower, Antitumoral, Phenolic compounds, Sun Protection
Factor (SPF), Apigenin, Rutin.

CAPITULO 1
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Aspectos botanicos, quimicos e Farmacoldgicos da espécie Cassia fistula (Fabaceae):

Revisao Bibliografica

RESUMO:

A familia Fabaceae, também conhecida como Caesalpinioideae, ¢ uma das
maiores familias de plantas com flores, com cerca de 700 géneros e mais de
19.000 espécies. Dentro dessa familia, encontra-se a espécie arborea Cassia
fistula,uma espécie amplamente estudada devido ao seu valor medicinal e
fitoquimico, além de sua presenga em diversas regides tropicais e subtropicais do
mundo, incluindo o Brasil.Assim esta pesquisa visou realizar um levantamento
bibliografico utilizando como descritores principais a espécie estudada “Cassia
fistula”, ”Golden Shower” e a partir desta investigou-se a composi¢dao quimica
bem como as atividades farmacoldgicas. Foram selecionados trabalhos
relacionados ao tema, sem distingdo de periodo, priorizando aqueles que
abordavam as folhas da planta, com relevancia para os aspectos quimico e
farmacologico. A partir do levantamento, construiu-se um manuscrito de revisao
abordando os aspectos historicos, taxondmicos, botanicos, sinonimia cientifica,
localizagdo geografica e farmacologia da planta, além de suas utilizagdes na
medicina tradicional. Outro ponto abordado nesta revisdo foram os aspectos
quimicos e farmacologicos e a utilizagdo na medicina tradicional.Conclui-se que
a revisdo realizada sobre Cassia fistula reforca a importancia desta espécie no
contexto da familia Fabaceae, destacando seu valor medicinal, fitoquimico e sua
ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais. Os dados levantados
enfatizam a riqueza quimica e as diversas atividades farmacologicas associadas a
planta, com especial atencdo as folhas, frequentemente exploradas na medicina
tradicional. Este trabalho consolida informagdes historicas, taxonOmicas ¢
farmacoldgicas, servindo como base para futuras pesquisas que possam
aprofundar o conhecimento sobre o potencial terapéutico da espécie e promover
sua aplicagdo na ciéncia e na medicina moderna.

PALAVRAS-CHAVE: chuva-de-ouro. atividade farmacologica,Caesalpinioideae.

1. INTRODUCAO
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Cassia fistula, conhecida popularmente como Céssia-imperial ou chuva-de-ouro,
¢ uma espécie arborea que se destaca por suas flores amarelas, dispostas em
inflorescéncias pendentes, proporcionando uma exibi¢do visual de grande valor
ornamental. No Brasil, a época de floragdo ocorre entre os meses de dezembro e abril,

dependendo das condi¢des climaticas regionais (LORENZI, 2002).

Além de sua relevancia ornamental, C. fistula possui significativa importancia cultural e
medicinal, sendo amplamente utilizada em praticas fitoterapicas tradicionais em varias
partes do mundo. Estudos conduzidos por Sarma, Borah e Das (2015) corroboram a
eficacia das diversas partes da planta, como flores, vagens, folhas e casca, no tratamento
de uma ampla gama de condicdes de satde. Ha registros historicos de seu uso para o
tratamento de tUlceras, erisipelas, vOomitos, queixas ginecoldgicas, febre, inflamagdes,

hanseniase, hemorro6idas, doengas do trato respiratorio, gonorreia, sifilis e disenteria.

Pesquisas adicionais realizadas por Yadav et al. (2014) indicam que extratos das
flores, folhas e vagens de C. fistula apresentam compostos bioativos, como flavonoides,
taninos e saponinas, que contribuem para suas propriedades medicinais.
Tradicionalmente, a casca ¢ utilizada no tratamento de feridas e infecgdes cutaneas,

enquanto as vagens maduras sdo conhecidas por sua acao laxativa.

Na India, a populagio rural consome a polpa do fruto maduro como purgante e
para o tratamento de doencas cardiacas e dores abdominais (Abid; Mahmood, 2019).
Dessa forma, esta espécie vegetal tem seu uso tradicional na medicina popular, tanto
pela via oral quanto pela via topica, sendo empregada no tratamento de feridas e

queimaduras nas comunidades tribais de varios paises (Atarzadeh et al., 2018).

Aabideen et al. (2021) demonstram que C. fistula possui diversos metabolitos
secundarios usados como suplementos dietéticos, medicamentos e outros produtos
comerciais de grande importancia. Um total de 120 compostos foram isolados e
identificados da C. fistula L. por métodos de cromatografia, incluindo 39 flavonoides,
19 antraquinonas, 22 cromonas, 3 cumarinas, 10 alcaldides, 11 fendlicos, 4 fitosterois, 1
triterpeno e 11 hidrocarbonetos de cadeia longa (Aminah et al, 2021).A crescente

demanda por produtos baseados em plantas na satde e beleza,associada a busca por
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alternativas naturais a medicamentos sintéticos,fortalece o mercado da C.fistula em

contextos globais.

Diversas atividades farmacologicas de C. fistula foram reportadas na literatura
cientifica a planta, com seu amplo espectro de compostos bioativos, tem mostrado
potencial em vdrias areas terapéuticas.Algumas das principais atividades farmacologicas
relatadas sao atividade
antioxidante,antimicrobiana,anti-inflamatdria,antiproliferativa.Essas atividades
farmacoldgicas tém sido reportadas com base em evidéncias experimentais que
demonstram o potencial terapéutico de Cassia fistula, principalmente por seus
compostos fenodlicos e flavonoides.No entanto, mais estudos clinicos sao necessarios
para validar essas propriedades e explorar aplicagdes terapéuticas em larga

escala.(Sarma.et al ,2015).

O diferencial desta revisdo ¢ sua abordagem abrangente e multidimensional
sobre Cassia fistula, destacando o uso de vérias partes da planta, como flores, vagens,
casca ¢ frutos. Ela explora tanto o valor tradicional e popular da planta quanto seus
aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos. Além disso, a revisdo enfoca a rica diversidade
de compostos bioativos presentes na planta, incluindo flavonoides e antraquinonas, € a
adaptagdo da espécie em regides tropicais e subtropicais, com énfase no Brasil. Esse
enfoque holistico, que combina aspectos historicos, culturais e cientificos, torna esta

revisdo unica.

O objetivo desta revisao ¢ analisar e sintetizar as informagdes cientificas e
tradicionais sobre Cassia fistula, com énfase na composicdo fitoquimica e nas
atividades farmacoldgicas da planta. A revisdo busca explorar o potencial terapéutico
dessa espécie, destacando seus compostos bioativos e suas aplicagdes medicinais nas
praticas fitoterapicas. Além disso, visa consolidar o conhecimento sobre as diversas
partes da planta e suas propriedades, fornecendo uma base solida para futuras pesquisas

que possam expandir o uso de Cassia fistula na medicina moderna.
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2. METODOLOGIA

A metodologia utilizada consistiu em realizar uma pesquisa de revisao
bibliografica, descritiva e de abordagem qualitativa na qual se fez uma leitura atenta,
interpretativa e sistematica nas producdes ja desenvolvidas. Para a construcao do corpus
de andlise foi utilizado o sife e banco de dados do Google académico OnLine utilizando
os unitermos “C. fistula”, ”Golden Shower” e aspectos farmacologicos de C. fistula
como descritores de pesquisa. Foram selecionados trabalhos relacionados ao tema, sem
distingdo de periodo, que exploraram a funcionalidade dos aspectos quimicos e
farmacoldgicos da espécie C. fistula. A pesquisa ainda enfatizou o interesse comercial da
C. fistula, abrangendo suas principais aplicacdes nas industrias farmacéutica, cosmética,
agroindustrial e alimenticia. No setor medicinal e farmacéutico, foram analisados
estudos sobre seus compostos bioativos e potenciais terap€uticos. J& no segmento
cosmético e de produtos de higiene, investigaram-se suas propriedades para
formulagdes naturais. Além disso, a revisdo abordou o uso da espécie na alimentagdo e
na agroindustria, considerando seu potencial como matéria-prima para novos produtos.
Dessa forma, a pesquisa buscou consolidar informagdes sobre os aspectos quimicos,
farmacoldgicos e mercadologicos da C. fistula, destacando sua relevancia economica e

cientifica.
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Familia Fabaceae

As espécies da familia Fabaceae sdo amplamente distribuidas, ocorrendo de forma
natural ou cultivadas em diversas regides do planeta, com exce¢do das zonas polares
(Usman et al., 2022). A espécie Cassia fistula,conhecida no Brasil como chuva-de-ouro,
cana imperial ou canafistula verdadeira, pertence ao subgrupo Caesalpinoideae e ao

género Cassia (Rocas, 2002; Orwa et al., 2009).

A familia Fabaceae pode ser considerada uma familia grande e economicamente
vital com espécies que possuem flores. Nesta familia ha mais de 490 espécies de plantas
medicinais, 730 géneros de plantas com flores e mais de 19.400 espécies (Abdelsalam et

al, 2022).
Identificacao Taxonémica da Espécie C. fistula

e Reino: Plantae

e Divisdo: Angiospermae
e C(lasse: Eudicotiledonea
e Ordem: Fabales

e Familia: Fabaceae

e Género: Cassia

e [Epiteto especifico: fistula (Ali, 2014).

3.2 Sinonimia cientifica e descricao botianica de Cassia fistula

Esta espécie apresenta 10 sindnimos cientificos, sendo 2 sinonimos
homotipicos: Bactyrilobium fistula (L.) Willd e Cathartocarpus fistula (L.) Pers.; e
8 sindnimos heterotipicos, sendo estes: Cassia bonplandiana DC; Cassia excelsa
Kunth; Cassia fistula var. ovata DC.Cassia fistuloides Collad. Cassia rhombifolia
Roxb.; Cathartocarpus excelsus G.Don; Cathartocarpus fistuloides (Collad.)
G.Don; Cathartocarpus rhombifolius (Roxb.) G.Don.

Cassia fistula ¢ uma arvore de tamanho médio e caducifdlia, com cerca de
10 metros de altura, tronco cilindrico e casca lisa (Fig. 1A). Com flores de cor

amarelo-ouro,sdo meliferas podendo ser comestiveis (Fig.1B) e as folhas sdo
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alternadas, compostas, com 30 a 40 cm de comprimento, contendo 4 a 8 pares de
foliolos ovais, com 7,5 a 15 ¢cm de comprimento e 2 a 5 cm de largura (Fig.1C). Os
frutos sdo pendentes, cilindricos, de cor marrom, com septos, medindo de 25 a 50
cm de comprimento ¢ 1,5 a 3 cm de didmetro, contendo de 25 a 100 sementes
(Fig.1D. As sementes sao lenticulares, de cor marrom claro e lustrosas (Ali,2014)
(Fig.1E).C. fistula cresce amplamente em Bangladesh e em muitos outros paises
asiaticos, sendo utilizada como medicina herbal tradicional na India, China, Hong

Kong, Filipinas, Malasia, Indonésia e Tailandia.

Figura 1: (A): Exemplar adulto de Cassia fistula; (B): Inflorescéncias; (C): Folhas; (D):

Frutos; (E) Sementes. Fonte: A autora.

A literatura indica que, entre os estudos analisados, apenas um artigo foi
publicado antes da definicdo do conceito de Plantas Alimenticias Nao Convencionais
(PANC). Esse dado ressalta a falta de reconhecimento do potencial alimenticio de

diversas espécies.

Nos levantamentos etnobotéanicos, foram identificadas 104 familias botanicas,
com destaque para Myrtaceae (69 espécies — 11,1%), Fabaceae (65 — 10,5%) e
Arecaceae (49 — 8%). Outras familias relevantes incluem Asteraceae (29 — 4,7%),
Passifloraceae (17 — 2,7%), Solanaceae (16 — 2,6%), Annonaceae (15 — 2,4%),
Cactaceae (14 — 2,3%), Sapotaceae (13 — 2,1%), Bromeliaceae, Lamiaceae, Malvaceae e
Melastomataceae, cada uma com 12 espécies (1,9%). As demais familias somam,

juntas, 283 espécies (46%) classificadas como PANC (Andrade et al., 2023).

Na atividade antimicrobiana testes realizados por Patel et al. (2016) mostraram

que os extratos metanolicos de folhas de C. fistula inibiram o crescimento de
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Staphylococcus aureus e Escherichia coli com uma zona de inibi¢ao de até 18 mm em
concentragdes de 500 pg/mL.Esses resultados refor¢am o potencial da planta para o

desenvolvimento de produtos antimicrobianos naturais.

Atividade Citotoxica Boontha er al. (2023) relataram uma citotoxicidade
superior a 70% contra células cancerigenas MCF-7 (cancer de mama) e AGS (cancer
gastrico) em concentragdes de 100 pg/mL de extratos de C. fistula.Do ponto de vista
agrondmico, ha escassez de estudos detalhados sobre o cultivo e manejo de C. fistula,
especialmente no Brasil. A padronizacdo dos métodos de cultivo € crucial para garantir
a consisténcia na produgdo de compostos bioativos. Irshad et al. (2014) sugerem que
fatores como tipo de solo e clima podem influenciar a concentracdo de compostos

bioativos, mas ainda faltam pesquisas especificas que quantifiquem essas variaveis.

Do ponto de vista farmacologico, a planta demonstrou ser uma fonte promissora
de flavonoides, que possuem propriedades antioxidantes com potencial para mitigar
doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como cancer e doencas cardiovasculares. No
entanto, estudos como os de Gupta et al(2000) destacam que ha uma lacuna no
entendimento dos mecanismos de agdo dos compostos bioativos da planta,

especialmente em organismos humanos.

Além disso, Limtrakul ef al. (2016) identificaram que extratos butanolicos de
flores de Cassia fistula apresentaram uma capacidade antioxidante de 87% em ensaios
de neutralizagdo de radicais livres, tornando-os promissores para a formulacdo de
produtos cosméticos e nutracéuticos.Conclui-se que a Cassia fistula apresenta um
potencial inexplorado que justifica maior atengdo de pesquisadores e produtores. A
promog¢ao de estudos multidisciplinares, integrando biologia, quimica e agronomia, ¢

essencial para consolidar sua relevancia cientifica e comercial.

3.3 Distribui¢ao geografica

As espécies da familia Fabaceae ocorrem naturalmente ou sdo cultivadas em
todo o mundo, exceto nos pdlos (Usman et al, 2022). A area de distribui¢ao nativa desta
espécie vai do subcontinente indiano até Mianmar. E uma 4rvore e cresce
principalmente no bioma tropical sazonalmente seco.Dentro dessa familia, o género

Cassia compreende diversas espécies de plantas floriferas, incluindo a C. fistula,
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amplamente distribuida em diferentes regides tropicais. As espécies de fistula sdo
amplamente distribuidas em diferentes regides, contudo, localizam-se principalmente na
Asia tropical, na América do Norte e na Africa Oriental (Muhammad et al, 2020).

C. fistula também ¢ conhecida como a “Golden-shower” e esta distribuida em
diversos lugares incluindo Asia, Tlhas Mauricio, Africa do Sul, México,China, Oeste da
ndia, Africa Oriental e Brasil como uma arvore ornamental, com ramos de flores
amarelas.Seu uso e propriedades sdo reconhecidos pela Farmacopéia

Britanica.(Bhalodia et a/,2012).No Brasil ocorre em todos os biomas.

5.998 REGISTROS GEORREFERENCIADOS

ha Uma hora © contribuidores do OpenStreeth enMapTiles , GBIF

Figura.l Cassia fistula em GBIF Secretariat (2023). GBIF Backbone Taxonomy. Conjunto de dados de
lista de verificacao https://doi.org/10.15468/390omei acessado via GBIF.org em 2024-12-15.

3.4 Uso na medicina popular

Na historia da medicina popular, as espécies do género Cassia sdo utilizadas
como agentes laxantes e purgativos. No sistema de medicina Ayurveda, estas espécies
sdo usadas para curar dores de cabega e febre (Muhammad et al., 2020). Esta planta
medicinal tem sido utilizada na medicina tradicional para o tratamento de doengas de
pele, reumatismo, problemas hepaticos, maldaria, ictericia, anorexia e doencas

inflamatorias (Kaur ef al., 2020).

As diversas partes da C. fistula possuem propriedades terapéuticas especificas.
A polpa do fruto ¢ um laxante natural, consumido diretamente ou em liquidos. As flores
sdo comestiveis e usadas na apicultura. A casca e as folhas possuem propriedades

anti-inflamatorias e antimicrobianas, sdo utilizadas em chas e extratos. As sementes sdo
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estudadas por seus compostos bioativos. Cada parte da planta oferece beneficios para

uso interno e externo de acordo com Orwa et al. (2009).
3.5 Composicio quimica

A espécie da familia Fabaceae utilizada no presente trabalho, emerge como uma
fonte promissora de compostos bioativos. Os fitoquimicos desta familia tém
importancia industrial e farmacologica. Esta familia ¢ uma grande fonte de metabolitos,
tais como, flavonoides, lecitinas, saponinas, alcaldides, carotenoides e acidos fenolicos
e o0 uso desses compostos fitoquimicos estd aumentando ao longo do tempo (USMAN et

al., 2022).

Segundo a literatura, cerca de 30 espécies de fistula vém sendo estudadas e
relatadas como fontes ricas em derivados fendlicos, antracénicos e antraquindnicos.
Estes derivados sdo descritos como as substancias responsaveis pela atividade purgativa
dos extratos de varias espécies medicinais utilizadas na India, Paquistdo, Ceildo, Egito e
varios outros paises, mas que também apresentam atividades antimicrobiana,

bactericida, antiulcerogénica e anti-inflamatéria (Viegas Junior et al., 2006)
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Tabela 1 :Partes da planta,Composicao quimica e método extrativo

Parte da planta

Composi¢cio quimica

Método extrativo

Polpa do Fruto Antraquinonas, flavonoides, taninos Infusao, maceragao
flores Flavonoides (quercetina, kaempferol), 6leos Infusdo, maceragao
essenciais
Folhas Taninos, flavonoéides, saponinas, antraquinonas Decoccao, extracao com solvente
Casca Antraquinonas (céssiafistulina), flavonoides, Decocgao, extracdo com solvente
taninos
Semente Compostos fendlicos, lipidios, proteinas Extracdo com solvente

3.6 Atividades Farmacologicas

3.6 .1 Cancer

A incidéncia global do cancer ¢ uma questdo de saude publica alarmante, com
projecdo de aproximadamente 704 mil novos casos no Brasil entre 2023 e 2025,
conforme estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2023). Esse cenario
evidencia a necessidade de abordagens inovadoras e eficazes para prevencao e
tratamento. A inflamagdo cronica, amplamente reconhecida como um fator de risco
significativo, esta associada a hébitos como o alto consumo de sddio, tabagismo,
obesidade e consumo excessivo de alcool (Karimi et al., 2014; Crouch, 2021). Esses
fatores contribuem para o ambiente propicio ao desenvolvimento e a progressao de

varios tipos de cancer.

Descobertas apontam para o papel de C. fistula como uma fonte natural de
flavonodides e outros compostos bioativos que podem ser uteis no desenvolvimento de
terapias anticancer inovadoras e menos toxicas.Estudos prévios sobre os efeitos
anticancerigenos de Cassia fistula destaca seu potencial em diversas linhas celulares
humanas, como MCF-7 (cancer de mama), AGS (cancer gastrico), Caco-2 (cancer

colorretal) e NCI-H460 (cancer de pulmao). Extratos de flores, sementes e polpa de
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frutos dessa planta demonstraram inibir a proliferacdo celular, induzir apoptose e

reduzir a migracao de células cancerosas Boontha et al. (2023).

O trabalho de Boontha et al. (2023) avaliou os extratos de Cassia fistula contra
células MCF-7, relatando efeitos citotoxicos significativos e capacidade de suprimir a
migracao celular. Além disso, pesquisas de Duraipandiyan et al. (2012) identificaram a
rhein, um composto bioativo da planta, como um inibidor promissor de crescimento
tumoral. Outros estudos, como os de Gupta et al. (2000), exploraram os efeitos de
extratos metanolicos da semente contra carcinomas asciticos de Ehrlich, destacando seu
impacto antitumoral. Entre as abordagens promissoras, os flavonoides tém se
destacado devido as suas propriedades anticancerigenas. Compostos como quercetina e
rutina demonstram a capacidade de interromper o ciclo celular, induzir apoptose e
reduzir processos inflamatdrios (Sehitoglu ef al., 2014). Os flavonoides destacam-se
como uma classe essencial de compostos para investigacdo no contexto do cancer,
devido ao seu potencial bioativo. Pesquisas mostram que compostos encontrados no
extrato de Cassia fistula t€ém efeito em células especificas, como AGS, MCF-7, Caco-2
e NCI-H460, sugerindo seu potencial no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes

e menos prejudiciais a qualidade de vida dos pacientes.

3.6.2 Antioxidante

A atividade antioxidante ¢ um dos principais atributos dos compostos bioativos
de Cassia fistula, desempenhando um papel crucial na protecdo contra danos causados
por radicais livres. Esses danos estdo frequentemente associados a processos
metabolicos e a exposi¢do a fatores ambientais. Antioxidantes, como 0s compostos
fenolicos e flavonoides, sdo reconhecidos por sua baixa toxicidade e elevada capacidade
de neutralizar radicais livres (Kozarski et al., 2015; Vaiserman et al., 2020; Teles et al.,
2020; Pazinatto et al., 2022; Damido; Gomes; Da Silva, 2023). Além de proteger contra
o estresse oxidativo, esses compostos também contribuem para o tratamento de cancer,
reduzindo os efeitos colaterais comumente associados as terapias convencionais (Yunes;

Chechinel Filho; Pedrosa, 2001; Machado et al., 2008).
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3.6.3 Proteciao Solar

A exposic¢do solar, integrante fundamental da vida na Terra, abrange diversas
faixas de radiagdo, como ultravioleta (UV), luz visivel e infravermelho (IR). A radiacao
UV, subdividida em UVA, UVB e UVC, constitui aproximadamente 10% da emissao
total de luz solar (Ngoc et al, 2019). Reconhecida como um dos principais
contribuintes para o desenvolvimento do cancer de pele, a radiagdo UV provoca danos
ao DNA por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio (Ngoc et al., 2019).
Diante desse cendario, a fotoprote¢do moderna, implementada por protetores solares,
destaca-se como estratégia preventiva eficaz ( et al., 2021).

A classificacdo dos protetores solares em UVA, UVB e de amplo espectro
evidencia a complexidade na formulagdo desses produtos (GADGIL et al., 2023). A
eficacia desses filtros € quantificada pelos valores do Fator de Protecao Solar (FPS) e
Grau de Protecdo UVA, categorizados em niveis de protecdo variados (SCHALKA;
REIS, 2011). Compostos fenolicos, presentes em plantas, destacam-se como agentes de
protecao solar, absorvendo um amplo espectro de radiacdo UV e reduzindo sua
penetracdo na pele (OLIVEIRA et al., 2021). A tendéncia de utilizar ingredientes
naturais na cosmética reflete a busca por produtos sustentaveis e saudaveis.

A busca por alternativas terapéuticas, especialmente aquelas provenientes de
fontes naturais, preenche uma lacuna importante na busca por tratamentos mais seguros
e eficazes para o cancer. Este estudo objetivou investigar o potencial das atividades
antiproliferativa, anti-inflamatoria, antioxidante celular e protetora solar do extrato
bruto das folhas de Cassia fistula. Valorizando um recurso renovavel e subutilizado, e
no desenvolvimento de produtos terapéuticos e cosméticos inovadores alinhados a

demanda por substancias naturais e sustentaveis.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste artigo foi realizada uma revisdo abrangente sobre Cassia fistula,
destacando seu potencial econdmico, terapéutico e biotecnologico, com aplicagdes
promissoras nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Foram explorados
aspectos botanicos, geograficos,quimicos, bioldgicos e farmacoldgicos das folhas da
planta, com énfase na riqueza e diversidade de seus compostos bioativos.A composi¢ao

quimica das folhas de C. fistula inclui flavonoides (como quercetina e kaempferol),
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taninos e acidos fenolicos.H4 relatos na literatura que extratos etanolicos da planta
apresentaram uma atividade antioxidante significativa, com valores de ICs, variando de
25 a 50 pg/mL, dependendo da concentragdo do extrato. Além disso, a presenga de
compostos bioativos também ¢é responsavel por atividades antimicrobiana e

anti-inflamatoria.
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CAPITULO 2

Caracteriza¢ao quimica e atividade farmacologica do extrato bruto das folhas
de Cassia fistula

RESUMO

Cassia fistula (Fabaceae) ¢ uma arvore nativa do Sul da Asia, amplamente cultivada
em regides tropicais devido ao seu valor ornamental e potencial terapéutico.
Popularmente conhecida como chuva-de-ouro, a espécie apresenta folhas com
propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias e antitumorais. Na medicina popular,
diferentes partes da planta, incluindo folhas, flores e cascas, sdo utilizadas no
tratamento de constipagdo, doengas hepaticas e respiratdrias. Este estudo tem como
objetivo a identificagdo quimica e a avaliagdo das atividades antioxidante,
anti-inflamatoria e antitumoral do extrato bruto das folhas de C. fistula.A
metodologia consistiu na coleta das folhas e no preparo do extrato bruto (EB) pela
técnica de maceragdo dindmica com esgotamento do solvente (&lcool etilico 96 GL
(m/v).A andlise da composicdo quimica foi realizada por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucao
(UHPLC-MS). Como atividades biologicas, foram realizados os ensaios inibidores
da produgdo de 6xido nitrico (ON) e a atividade antioxidante celular (AAC) em
linhagem de macrofagos RAW 264.7 de camundongos. A atividade antiproliferativa
foi determinada em linhagens de células tumorais humanas: AGS (adenocarcinoma
gastrico), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal), MCF-7 (adenocarcinoma de mama)
e NCI-H460 (carcinoma pulmonar). A atividade citotoxica foi avaliada em células
ndo tumorais utilizando células VERO (células epiteliais do rim de macaco). A
atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de sequestro do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) com ICs, = 1,83 mg/mL e pelo poder antioxidante
de Redugdo do Ferro (FRAP) resultando em 1,75 uM de sulfato ferroso /mg do extrato.
Determinados também o teor de fendis totais (FT), flavonoides e fator de protecao
solar (FPS). Através da analise quimica foram identificados os compostos fenodlicos
nicotiflorina, catequina, quercetina 6-C-glucosideo, astragalina, acido ferulico,
luteolina, 3-metoxi-quercetina, apigenina e rutina. A inibi¢do da produgdo de 6xido
nitrico (Glsy) e a atividade antioxidante celular (AAC) (%) foram realizadas em
culturas de macrofagos da linhagem RAW 264.7. A concentragdo do extrato
responsavel por inibir 50% da producdo de oxido nitrico (ICs,) foi de 68,00 ug
mL™". O poder de inibi¢do da oxidacdo foi de 50,0%. A atividade antiproliferativa
foi determinada em linhagens de células tumorais humanas: AGS (adenocarcinoma
gastrico) resultando em uma inibi¢do da proliferagdao (Gls,= 15,0 pg/mL), Caco-2
(adenocarcinoma colorretal) (GI5,=22,0 pg/mL), MCF-7 (adenocarcinoma de
mama) (Gl5,=84,0ng/mL) e NCI-H460 (carcinoma pulmonar) (Gl5,=65,0png/mL). O
indice de seletividade (IS) variou de 1,09 a 6,13. Os resultados da atividade
antioxidante pelo método DPPH resultou em ICs5= 1,83 mg/mL; pelo método FRAP
foi encontrado 1,75 uM de sulfato ferroso /mg do extrato. sendo também
quantificados o teor de fendis totais (FT), flavonoides e determinado o fator de
protecao solar (FPS) do extrato bruto das folhas de C. fistula nas concentragdes de
1,0; 0,75; 0,50 e 0,25 mg/mL. O Extrato bruto inibiu 50% do radical DPPH (Cls)
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do radical Os teores de fenois totais (FT) variaram de 4,25 a 12,13 pg de
equivalente de acido géalico/mg de EB, respectivamente. Os teores de flavondides
encontrados nas concentracoes testadas variaram de 58,80 a 62,68 pug equivalentes a
quercetina/mg de EB, respectivamente. O Fator de Prote¢dao Solar (FPS) variou de
5,25 a 19,99, respectivamente. Os resultados encontrados nesta pesquisa confirmam
0 uso popular desta planta, além de agregar valor as folhas que geralmente sdo
descartadas. Neste sentido, este estudo ira trazer novas perspectivas sobre a
utilizagdo do extrato das folhas de C. fistula com potencial para utilizacdo em
diversos setores industriais.

PALAVRAS-CHAVE: Chuva de ouro. Antitumoral. Fabaceae. Fator de Prote¢ao Solar.
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CHAPTER 2

Chemical Characterization and Pharmacological Activity of the Crude Extract from
Cassia fistula Leaves

ABSTRACT: Cassia fistula (Fabaceae) is a tree native to South Asia, widely cultivated
in tropical regions due to its ornamental value and therapeutic potential. Commonly
known as the golden shower tree, this species has leaves with antioxidant,
anti-inflammatory, and antitumor properties. In traditional medicine, different parts of
the plant, including leaves, flowers, and bark, are used to treat constipation, liver
diseases, and respiratory conditions.This study aims to identify the chemical
composition and evaluate the antioxidant, anti-inflammatory, and antitumor activities of
the crude extract from C. fistula leaves. The methodology involved collecting the leaves
and preparing the crude extract (CE) using the dynamic maceration technique with
solvent exhaustion (96% ethanol v/v).The chemical composition analysis was
performed wusing ultra-high-performance liquid chromatography coupled with
high-resolution mass spectrometry (UHPLC-MS).For biological activity assessments,
nitric oxide (NO) production inhibition and cellular antioxidant activity (CAA) assays
were conducted using RAW 264.7 murine macrophage cell lines. The antiproliferative
activity was evaluated in human tumor cell lines: AGS (gastric adenocarcinoma),
Caco-2 (colorectal adenocarcinoma), MCF-7 (breast adenocarcinoma), and NCI-H460
(lung carcinoma). The cytotoxic activity was assessed in non-tumor cells using VERO
cells (African green monkey kidney epithelial cells). Antioxidant activity was
determined using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging method,
with an IC50 of 1,83 mg/mL and by the antioxidant power of Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP), resulting in 1,75 uM,ferrous sulfate/mg of extract. The total
phenolic content (FT), flavonoids, and sun protection factor (SPF) were also
determined.Through chemical analysis, the phenolic compounds identified included
nicotiflorin, catechin, quercetin 6-C-glucoside, astragalin, ferulic acid, luteolin,
3-methoxy-quercetin, apigenin, and rutin. The inhibition of nitric oxide production
(Glso) and cellular antioxidant activity (AAC) (%) were assessed in RAW 264.7
macrophage cultures. The extract concentration responsible for inhibiting 50% of nitric
oxide production (IC50) was 68,00 ug mL™".The oxidation inhibition capacity was
50.0%.The antiproliferative activity was evaluated in human tumor cell lines,
specifically AGS (gastric adenocarcinoma), resulting in a proliferation inhibition (Gl
=15,0 pg/mL),Caco-2 (colorectal adenocarcinoma) with a proliferation inhibition (GlIs,
=22,0 pg/mL),MCF-7 (breast adenocarcinoma) with a proliferation inhibition (GlIs,
=84,0ug/mL),NCI-H460 (lung carcinoma) with a proliferation inhibition (Gls,
=65,0nug/mL).The selectivity index (SI) ranged from 1,09 and 6,13.The results of the
antioxidant activity using the DPPH method resulted in 1Cs, =1,83 mg/mL; The results
from the FRAP method showed 1,75 uM of ferrous sulfate/mg of the extract. The total
phenolic content (TPC), flavonoids, and sun protection factor (SPF) of the crude extract
from Cassia fistula leaves at concentrations of 1.0, 0.75, 0.50, and 0.25 mg/mL were
also quantified. The crude extract inhibited 50 % the DPPH radical (IC50) and the total
phenolic content (TPC) ranged from 4,25 and 12,13 pg gallic acid equivalent/mg of
extract (EB), respectively. The flavonoid content found at the tested concentrations
ranged from 58,80 and 62,68 ng quercetin equivalents/mg of extract (EB), respectively.
The Sun Protection Factor (SPF) ranged from 5,25 and 19,99 mg/mL,respectively. The
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results found in this research confirm the popular use of this plant, as well as adding
value to the leaves, which are typically discarded. In this regard, this study provides
new perspectives on the use of the Cassia fistula leaf extract, with potential applications
in various industrial sectors.

KEYWORDS: Golden shower. Antitumor. Fabaceae. Sun Protection Factor.

1-INTRODUCAO

Cassia fistula L., popularmente conhecida como canafistula ou chuva-de-ouro,
¢ uma planta pertencente a familia Fabaceae, amplamente cultivada em regides
tropicais, com destaque para a india, onde possui forte presenca tanto na cultura
ornamental quanto na medicina tradicional. Esta espécie tem sido utilizada para
diversos fins terapéuticos, incluindo no tratamento de doengas digestivas, respiratorias e
dermatologicas, além de ser apreciada ornamentalmente por uma floragdo abundante e
esteticamente marcante, que confere elevado valor paisagistico em projetos de

jardinagem e arborizacdo urbana. (Orwa et al., 2009; Rocas, 2002).

A planta ¢ considerada uma rica fonte de compostos bioativos, com destaque
para flavonoides, saponinas, alcaldides, carotendides e acidos fenolicos, que sdo
conhecidos por suas diversas propriedades biologicas, como atividades antioxidantes,
anti-inflamatodrias, antimicrobianas,antitumoral e antidiabéticas (Usman et al., 2022).
Tais compostos tém atraido o interesse da induastria farmacéutica e cosmética,
especialmente devido ao potencial terapéutico identificado em varios estudos. Dentre os
compostos, os derivados fenolicos e antracénicos sdo os mais estudados, mostrando
efeitos benéficos em doengas cronicas, como inflamagao, diabetes e cancer (Kaur et al.,

2020; Santos et al., 2018).

Estudar C. fistula ¢ crucial para estabelecer um vinculo mais robusto entre a
medicina tradicional e a farmacologia moderna, possibilitando o desenvolvimento de
novos tratamentos para doencas crdnicas e estresse oxidativo. A pesquisa sobre seus
compostos bioativos pode ndo apenas validar usos terapéuticos populares, mas também
abrir portas para a criagdo de novos produtos farmacéuticos (Muhammad et al., 2021;
Kaur et al., 2020).Embora a planta seja conhecida por seu potencial medicinal, as

folhas, ricas em compostos bioativos como flavonoides, saponinas, alcaldides,
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carotenoides e acidos fenolicos, ainda nao foram suficientemente estudadas (Orwa et al.,
2009; Rocas, 2002; Usman et al., 2022). O objetivo deste estudo ¢ realizar a
identificagdo quimica e avaliar as propriedades farmacologicas do extrato bruto das
folhas de C. fistula, com foco nas atividades antioxidante, antiproliferativa, inibidora de

producao de 6xido nitrico e fator de protecao solar (FPS).

No entanto, apesar de sua ampla aplicagdo tradicional, as propriedades
farmacolédgicas de C. fistula ainda carecem de uma investigagdo mais aprofundada,
especialmente no que se refere aos mecanismos de a¢do dos compostos bioativos
presentes em suas folhas. Embora alguns estudos ja tenham destacado suas atividades
antioxidantes e anti-inflamatorias, pouco se sabe sobre o potencial antitumoral e suas
interacdes biologicas em nivel celular. Isso representa uma lacuna importante na
pesquisa, que este estudo busca preencher, com foco na identificagdo quimica e na
avaliacdo das propriedades farmacologicas do extrato bruto das folhas de Cassia fistula,
incluindo suas atividades antioxidante, antiproliferativa, inibidora de produgao de 6xido

nitrico e fator de protecdo solar (FPS).
2-MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

As folhas foram coletadas de um exemplar adulto localizado no municipio de
Umuarama-PR, Brasil. Na localidade -23° 45'43.9""°S 53°17°26.6""W. As folhas foram
coletadas no periodo de floracao desta espécie (dezembro de 2021).

A identificacdo botanica foi realizada e um exemplar encontra-se depositado no
Horto da Universidade Paranaense sob o n® 185. A espécie encontra-se registrada no
Sistema Nacional de Gestdao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SISGEN) sob o nimero AOF12EC.

2.2 Coleta e Preparo do Extrato Bruto das Folhas de Cassia fistula

Para o preparo do extrato bruto, apos a coleta das folhas de Cassia fistula em

dezembro de 2021, as folhas foram inicialmente secas em esteira, a temperatura

ambiente (aproximadamente 35°C). Posteriormente, o material foi triturado utilizando
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um liquidificador industrial. As folhas trituradas foram peneiradas para obtencdo de
uma granulometria de 850 um, usando uma peneira mesh. Em seguida, as folhas
pulverizadas foram submetidas ao processo de macerag¢do dinamica com alcool etilico
96° GL até o esgotamento completo do material vegetal. O extrato obtido foi
concentrado utilizando um evaporador rotativo (modelo TE-210), a uma temperatura de
40°C, para obtencdo do extrato bruto das folhas de C. fistula (Fernandes et al., 2017,
Silva et al., 2019).

2.3 Identificacdo quimica do extrato bruto das folhas Cassia fistula por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de

alta resoluc¢ao (UHPLC-MNS).

A identificagdo quimica do extrato bruto foi realizada em parceria com o
laboratério de Quimica da UEM, Maringa-PR.A andlise quimica foi realizada por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia ( Shimadzu, Nexera X2) acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugdo (QTOF Impact II, Bruker Daltonics
Corporation, USA) equipada com uma fonte de ionizacdo por eletropulverizagdo. A
tensao capilar foi operada no modo de ionizagdo negativa, definida em 4500 V, e com
um potencial de compensagdo da placa final de -500 V. Os pardmetros do gas seco
foram ajustados para 8 L/min a 200 °C com uma pressao de gas de nebulizacao de 4 bar.
A fragmentagdo, dissocia¢dao induzida por colisdo (CID) foi realizada usando argonio
(Ar) e energia de colisao de 15 a 30 e V. Os dados foram coletados de 50-1300 m/z com
uma taxa de aquisicdo de 5 espectros por segundo, € os ions de interesse foram
selecionados por fragmentacdo automatica da varredura por tandem mass spectrometry
(MS/MS). A separagao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna C18 (75 x
2.0 mm i.d.; 1.6 um Shim-pack XR-ODS III). A mistura gradiente de solventes A (HO)
e B (acetonitrila) foi a seguinte: 5% B 0-1 min, 30% B 1-4 min, 95% B 4-8 min,
mantida a 95% de B 8-17 min, a 40 °C. A identificagdo desses compostos foi proposta
em uma revisdo do género Cassia fistula além do valor do erro de massa e comparagdo
com bancos de dados como MassBank (http:/www.massbank.jp/) ¢ Human
Metabolome Database (http://www.hmdb.ca/).
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2.4 Atividade Antiproliferativa do Extrato Bruto das Folhas de Cassia Fistula

Para este ensaio, seguiu-se o protocolo de Souza et al. (2015), utilizando
linhagens de células tumorais humanas: AGS (adenocarcinoma géstrico), Caco-2
(adenocarcinoma colorretal), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), NCI-H460
(carcinoma pulmonar). Linhagem celular ndo tumorais também foram testadas: Vero
(rim de macaco verde africano). Todas foram mantidas em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino, glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL)
e estreptomicina (100 pg/mL), com excegdo para as células Vero que foram mantidas no
meio DMEM médio suplementado com soro fetal bovino (10%), glutamina e
antibidticos. Os frascos contendo as culturas de células foram incubados em estufa
contendo 5% CO.a 37°C em atmosfera umida.

As células foram utilizadas somente quando apresentaram confluéncia de 70 a
80%. Uma massa conhecida de cada um dos extratos (8 mg) foi dissolvida em H,O e
DMSO (50:50, 1 mL), a fim de obter as solugdes estoque inicial com concentragdo de 8
mg/mL. A partir desta concentracdo foram realizadas dilui¢cdes sucessivas, obtendo as
concentragcdoes de extrato bruto que variaram de 0,125 - 8 mg/ mL. Cada uma das
concentragdes do extrato (10 pL) foram incubadas com a suspensao de células (190 uL)
das linhagens testadas em microplacas de 96 pocos por 72 horas.

As microplacas foram incubadas a 37°C com 5% CO,, em atmosfera umida,
apos verificar a aderéncia das células. Todas as linhas celulares foram testadas a uma
concentragdo de 10.000 células/ pogo. Apos o periodo de incubagdo, as células foram
ajustadas: O TCA (10% p/ v; 100 pL) foi previamente resfriado e as placas foram
incubadas por 1 hora a 4°C, lavadas com agua e, ap6s secagem, foi adicionada uma
solucdo SRB (0,057%, m/v; 100 uL), permanecendo a temperatura ambiente por 30
minutos. Para remover o SRB nao aderido, as placas foram lavadas trés vezes com uma
solugdo de acido acético (1% v/ v) e colocadas para secar a temperatura 37°.
Finalmente, o SRB aderido foi solubilizado com Tris (10 mM, 200 pL) e a absorbancia
no comprimento de onda de 540 nm foi lida em um leitor de micro placas Biotek
ELX800. Os resultados foram expressos em termos de concentragdo do extrato bruto
das folhas de Cassia fistula com capacidade de inibir o crescimento celular em 50% -

GL. Como controle positivo foi utilizado a elipticina. Também foi determinado o indice
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de seletividade (IS) que consiste na razdo entre a concentragdo citotoxica 50% (CC.)
para células VERO e IC. para as células tumorais utilizadas conforme Equagaol.
Equaciao 1: IS= Glso.da célula ndo tumoral

Gl;, da célula tumoral

2.5 Atividade inibidora da producio de 6xido nitrico do Extrato Bruto das Folhas

de Cassia fistula

Este ensaio seguiu o protocolo de Souza et al. (2015). O extrato bruto foi
dissolvido em H,O e DMSO (50:50, 1 mL), para obter concentracao final de 8 mg/mL,
a partir da qual foram realizadas diluigdes sucessivas, obtendo-se as concentragdes a
serem testadas (0,125 - 8 mg/mL). Macréfagos de camundongo da linhagem celular
RAW 264.7, obtido da DMSMZ- Leibniz - Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, foram cultivados em meio DMEM,
suplementado com soro fetal inativado por calor (SFB) (10%), glutamina e antibidticos,
e mantidos incubados a 37°C, com 5% de CO, sob atmosfera timida.

As células foram separadas com um raspador de células. Em cada poco foi
adicionada uma aliquota da suspensado de células de macréfagos (300ul) com densidade
celular de 5 x 10 células/mL e propor¢do de células mortas abaixo de 5% de acordo
com o teste de exclusdo com azul de Tripan. As microplacas foram incubadas por 24 h
nas condigdes previamente indicadas de forma a permitir adequada aderéncia e
multiplicacdo das células. Apds esse periodo, as células foram tratadas com diferentes
concentragdes do extrato bruto de C. fistula (15 pL, 0,125 — 8 mg/mL) e incubadas por
uma hora, sendo a faixa de concentragdo testada de 6,25 — 400 pg/mL. A estimulagdo
foi realizada com a adi¢do de 30 pL da solugdo de lipossacarideo - LPS (ImL/mL) e
incubada por mais 24 horas. Dexametasona (50 mM) foi utilizada como controle
positivo e as amostras na auséncia de LPS foram usadas como um controle negativo.

A quantificagdo do 6xido nitrico foi realizada por meio do kit do sistema de
reagentes Griess (solugdes de nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito) e por meio da
curva de calibracdo do nitrito (nitrito de sédio 100 mM a 1,6 mM) preparada em placa
de 96 pogos. O 6xido nitrico produzido foi lido a uma absorvancias a 540 nm (leitor de
microplaca ELX800 Biotek, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) e por

comparac¢do com a linha de calibragdo padrao.
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Os resultados foram calculados através da representagdo grafica da porcentagem
de inibi¢do da producdo de 6xido nitrico versus concentragdo das amostras e expressos
em relacdo a concentragcdo de extratos brutos que causa a inibi¢do de 50% da producao

de 6xido nitrico - IC..

2.6 Atividade Antioxidante Celular (AAC)

Para avaliar a atividade antioxidante celular seguiu-se o protocolo estabelecido
por de La Fuente et al. (2022). O extrato bruto foi dissolvido em H,O e DMSO (50:50,
1 mL), a fim de se obter uma concentracdo de 8 mg/mL, a partir da qual foram feitas
dilui¢des sucessivas com 2 ', 7'-diclorohidrofluoresceina (DCFH) preparada com etanol
e diluida com HBSS (50uM), obtendo-se as concentragdes a serem testadas (32,5 —
2000 uM).

Para o método da atividade antioxidante celular (CAA), foi utilizada uma cultura
de células de macrofagos de camundongo (RAW 264,7). As células foram destacadas da
caixa com um raspador de células e uma solugdo de 70.000 células/ mL foi preparada.
Uma aliquota da suspensdo de células de macréfagos (300 pL) foi transferida para uma
placa de 96 pogos de fundo transparente preto (SPL Lifesciences). As placas foram
incubadas por 48 horas nas condi¢des mencionadas em estufa com 5% de CO2 a37°Ce
sob atmosfera umida, de forma a garantir adequada adesao e multiplicacdo celular. Apos
esse periodo, o meio de crescimento foi descartado e as células foram lavadas com
HBSS (2x, 100 uL), tratadas com diferentes concentragdes do extrato bruto (200 pL;
32,5 — 2000 uM) e incubadas por 1 hora. A fluorescéncia foi determinada a 485 nm de
excitagdo e 538 nm de emissdo (leitor de microplacas Biotek FLx800) a cada 5 minutos
durante 1 hora. Quercetina foi usada como controle positivo, € diclorohidrofluresceina e
meio de cultura DMEM foram usados como controle negativo. Os resultados foram
expressos em micromoles de equivalentes de quercetina por grama de extrato (pmol

EQ/g de extrato).
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2.7 Determinacio do Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro

Para a determinacdo do fator de protecdo solar (FPS) seguiu-se o protocolo
descrito por Oliveira et al. (2021). O extrato bruto de C. fistula foi ressuspendido em
etanol para obtencao das concentragdes de 1,0; 0,75; 0,50 e 0,25 mg/mL. A absorbancia
de cada diluigdo foi determinada em trés repeticdes nos comprimentos de onda de 290 a

320 nm com incrementos de 5 nm. O etanol foi usado como controle analitico.

O calculo do valor do FPS ¢ baseado na equacao (2).

FPS=CF EE(L) * I(A) * Abs (L) (1)
Onde:
CF = 10 (fator de correcao)
EE()) = espectro de efeito eritematoso
I(A) = espectro de intensidade solar
Abs(L) = absorbancia da amostra no comprimento de onda A

Os valores de EE(A) x I(A) sdo constantes (Mansur ef al., 1986).
2.8 Determinacio de Fenois Totais (FT)

A metodologia constituiu na utilizagdo do protocolo estabelecido por de Sa et al.
(2012) com modificagdes. Para preparar a solu¢do de Folin-Ciocalteau (10%) e a
solugdo de carbonato de sodio (7,5%) ,foi utilizado como veiculo d4gua mili-Q. O extrato
bruto das folhas de C. fistula foi diluido em metanol nas concentragdes de 1,0; 0,75;
0,50 e 0,25 mg/mL. A solugdo reagente foi composta por 2,5 mL da solucdo de
Folin-Ciocalteau, 2,0 mL de solugdo de Carbonato de sodio, seguido de 0,3 mL das
amostras diluidas. A mistura foi deixada em repouso na auséncia de luz por 60 minutos
e apos, a leitura foi realizada em espectrofotometro FEMTO a 760 nM, em triplicata. A
curva de calibragdo foi obtida fazendo-se uso de sete dilui¢des de acido galico (0-100
ng/mL). A equagdo da curva de calibracdo obtida através de regressdao linear esta

demonstrada na equagao abaixo equagao 3.

A=0,0196 C-0,031, R=0,9997
Onde:
A= representa a absorbancia medida

C= a concentragdo de equivalentes de 4cido galico.
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Os resultados foram expressos como ug de equivalente de acido galico (EAG)

por miligramas de amostra

2.9 Determinacao de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico com
cloreto de aluminio segundo Alves e Kubota (2013). O extrato bruto das folhas de C.
fistula foi diluido em etanol: 4gua (80:20 volumes/volumes) para obtengdo das
concentragdes (1,0; 0,75; 0,5 e 0,25 mg/mL). Uma aliquota de 0,5 mL de extrato foi
misturada a 0,5 mL de solucdo de cloreto de aluminio 2% (m/v) em metanol e mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos. A variacdo da absorbancia foi determinada em
425 nm. A solu¢ao de cloreto de aluminio foi usada como controle analitico. A
concentragdo de flavonoides foi calculada de acordo com curva padrao de quercetina (5
— 40 pg/mL). Os resultados foram expressos em pg equivalentes de quercetina (EQ) por

mg de extrato.

2.10 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Para determinar a capacidade do sequestro de radicais livres de DPPH, foi
utilizado a metodologia descrita por (Rufino et al., 2007). Uma aliquota de 10uL das
diferentes concentracdes do extrato bruto das folhas de C. fistula nas concentragdes
(1,0; 0,75; 0,5 e 0,25 mg/mL), com 290 pL de solu¢ao metandlica de DPPH (60 uM),
preparada no momento da atividade. Para o controle negativo foi utilizado 10 pL de
metanol na solu¢do de DPPH (60 uM). A mistura foi mantida no escuro a temperatura
ambiente por 30 minutos. A reducdo da absorvancia foi medida em 515 nym, em um
aparelho SpectraMax Plus+ Microplate Reader. A capacidade antioxidante total dos
extratos e fracdOes foi calculada utilizando uma solugdo padrido de quercetina (60 uM),
como referéncia de 100%. A partir da correlagao entre absorbancia versus concentragao
da amostra antioxidante, foi determinada a concentracdo necessaria para reduzir 50%

dos radicais livres (EC,).
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2.11 Poder antioxidante de Reduc¢ao do Ferro (FRAP)

Este método foi avaliado conforme descrito por (Rufino et al., 2006). Para
preparar o reagente FRAP foram combinados 25 mL de tampao acetato (0,3 M), 2,5 mL
de solugdo aquosa de 2,4,6-Tris (2-piridil)-striazina (TPTZ - 10 mM), 2,5 mL de
solucdo aquosa de cloreto férrico (20 mM) e 3 mL de dgua destilada. A solugdo reagente
foi composta por 10 uL do extrato bruto das folhas de C. fistula nas concentragoes (1,0;
0,75; 0,5 e 0,25 mg/mL), 290 puL do reagente FRAP em cada poco da microplaca. A
mistura foi colocada no aparelho Spectra Max Plus* Microplate Reader e mantida a 37
°C por 30 minutos. A Absorbancia foi lida em 595 nm. Usando uma curva padrao de
sulfato ferroso (0 — 2000 uM) foi calculada a percentagem de atividade antioxidante. A

atividade antioxidante foi expressa em uM sulfato ferroso/mg da amostra.

2.12 Analise Estatistica
Todas as analises foram realizadas em triplicatas. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre médias determinadas

pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5% utilizando o programa Minitab 17.

3.RESULTADOS

3.1 Identificacdo quimica do extrato bruto das folhas de Cassia fistula.

A identificagdo quimica do extrato bruto das folhas de Cassia fistula realizada
por UHPLC-MS (Ultra High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)
revelou uma diversidade significativa de compostos bioativos, incluindo flavonoides,
acidos fendlicos, saponinas e outros compostos com potenciais terapéuticos. Dentre os
compostos destacados, estdo a quercetina, luteolina, apigenina, p-cumarico, ferulico,
catequina, nicotiflorina, astragalina, quercetina 6-C-glucosideo, quercetina 3-metoxina e
rutina.

A presenca de acidos fendlicos como o p-cumarico e ferulico ¢ um ponto de
compara¢do relevante, pois esses compostos sdo frequentemente encontrados em
plantas com acdo antioxidante, como Ceratonia siliqua (alfarroba) e Acacia catechu
(catechu), sendo reconhecidos por protegerem as células contra danos oxidativos e

reduzirem inflamagdes (Aminah et al., 2021). A diversidade de compostos encontrados
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em Cassia fistula coloca a planta em um grupo de espécies de grande potencial
terapéutico, especialmente para doencas relacionadas ao estresse oxidativo e

inflamacao.

Além disso, compostos como as saponinas e a nicotiflorina sdo de interesse
devido as suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias, que sdo comparaveis a
outras plantas, como Allium sativum (alho) e Glycyrrhiza glabra (alcaguz), cujos
compostos bioativos possuem fungdes semelhantes de modulagdo do sistema

imunoldgico (Algasoumi et al., 2012).

O extrato foi capaz de inibir 50% dos radicais DPPH, com um ICs, de 1,83
mg/mL nas concentragdes que variaram de 1,0 a 0,25 mg/mL de extrato (Tabela 4). A
presenga de quercetina no extrato de Cassia fistula (Tabela 1), conhecida por sua
atividade antioxidante, reforca a consisténcia desses resultados, uma vez que a
quercetina ¢ utilizada como controle positivo nos ensaios DPPH. A atividade
antioxidante da quercetina se deve a sua capacidade de absorver e neutralizar radicais
livres gerados pelo metabolismo celular ou fontes externas (Forni et al., 2019). Essa
protecdo antioxidante ajuda a prevenir lesdes e a manter a integridade celular (Mendes

etal., 2021).

Por fim, os testes de atividade inibidora da produgdo de 6xido nitrico indicaram
que o extrato apresentou um potencial apenas 10,79 vezes menor que a dexametasona
(Tabela 2). Essa atividade pode ser justificada pela presenca de acidos fenolicos e

flavonoides, conforme identificado na analise quimica do extrato (Tabela 1).

Foram encontrados nove flavonoides e dois acidos fenodlicos na composigao
quimica do extrato bruto das folhas de C.fistula. Esses compostos bioativos destacam-se
pela sua potencial atividade farmacolédgica, contribuindo para os efeitos terapéuticos da

planta.
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Tabela 1: Composi¢cao quimica do extrato bruto das folhas de Cassia fistula por

UHPLC-MS.

FLAVONOIDES ACIDOS FENOLICOS
L)) (2)
Nicotiflorina Acido p-cumarico

Catequina Acido ferulico

Quercetina 6 -C-glucosideo

Astragalina

Luteolina

Quercetina

3 metoxi-quercetina

Apigenina

3.2 Atividades inibidora da producio de 0xido nitrico (NO) e antiproliferativa

A atividade inibidora da produgdo de 6xido nitrico foi avaliada em linhagens de
macrofagos RAW 264.7, um indicador cldssico de inflamacdo, indicando ECs, 68

nug/mL (Tabela 2).

O potencial citotoxico do extrato que causou a inibicdo de 50% do crescimento

celular (GIs,) em linhagens de células tumorais humanas e nao tumorais (VERO) variou
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de 15,00 a 84,00 ug/mL,evidenciando maior potencial antiproliferativo do extrato frente
a célula AGS com 15 pg / mL. O indice de seletividade (IS) variou de 1,09 a 6,13
(Tabela 2).

Tabela 2. Atividade inibidora da produgdo de oOxido nitrico e antiproliferativa do

extrato bruto das folhas de Cassia fistula

Amostra Controle positivo
Atividade inibidora da producio de
oxido nitrico EB Dexametasona
(ICsp pg/mL)
RAW 246.7

68,0 + 2,0 6,3 + 0,4°

Atividade antiproliferativa IS Elipticina
(Glsg, ng/mL)
AGS 1500+ 1,0 6,13 1,23 +0,03%B
CaCo2 22,00+ 1,0" 4,18 1,21 +0,02°8
MCE-7 84,00+ 7,0"® 1,09 1,02 + 0,024
NCI-H460 65,00 £ 4,0°® 1,41 1,01 +£0,01%
Vero 92,00 + 5,0 1,41 + 0,062

EB: extrato bruto; IS: Indice de seletividade. Os valores representam a média + desvio padrio. Diferentes
letras maiusculas em coluna e letras mintisculas em linha indicam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p < 0,05). EB= extrato bruto de Cassia fistula. IS = indice de seletividade (linhagem celular ndo
tumoral Glsug mL"/linhagem celular tumoral Gls, pg mL™"). Gls, = concentragdo que causa 50% de
inibicdo do crescimento. AGS (adenocarcinoma gastrico), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal), MCF-7 =
adenocarcinoma da mama, NCI-H460 = carcinoma de grandes células do pulmio, VERO (células

epiteliais renais extraidas de um macaco verde africano).

Os resultados da atividade antioxidante celular (AAC) foi desenvolvido em
culturas de células de macréfagos de camundongo (RAW 264,7), Na concentracao de
2000 pg/mL, o extrato das folhas de Cassia fistula onde demonstrou uma inibicao de

50% da oxidacdo celular, o que indica um efeito antioxidante significativo. Em
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comparagao, a quercetina, um flavonoide amplamente conhecido por suas propriedades

antioxidantes, apresentou uma inibi¢ao de 93%.
Esses resultados sugerem que, embora o extrato de C. fistula tenha um potencial

antioxidante consideravel, a quercetina ainda apresenta uma atividade superior na

neutralizacao de radicais livres.

Tabela 3. Atividade Antioxidante celular (AAC) do extrato bruto das folhas de Cassia

fistula.
Amostra Conc. max. testada % inibicao
(ng/mL)
EB 2000 50%
Quercetina 2000 93%

EB: Extrato bruto

O extrato das folhas de Cassia fistula demonstrou um poder redutor de ferro,
com uma capacidade de 1,74 uM de sulfato ferroso por mg de extrato. Este valor foi
5,25 vezes menor que o controle positivo, Trolox, que apresentou 9,175 uM de sulfato
ferroso por mg de extrato.

Essa atividade redutora ¢ atribuida a presenca de compostos bioativos, como
flavonoides e acidos fendlicos, que sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes
e capacidade de reduzir ions metalicos, como o ferro. Segundo Rufino et al. (2006),
esses compostos fenolicos, presentes em varias plantas, contribuem para a neutralizagdo
de radicais livres e protegem as células contra danos oxidativos, reforcando o potencial

antioxidante do extrato de Cassia fistula.

Além de avaliar o potencial antioxidante utilizando culturas de células, o extrato
também foi avaliado através dos métodos colorimétricos DPPH e FRAP cujos

resultados encontram-se discriminados na Tabela 4.
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Tabela 4. Atividade antioxidante, avaliada pela eliminacdo de 50% do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH¢) e pelo poder de redugdo do ferro (FRAP) do

extrato bruto das folhas de Cassia fistula.

FRAP

Amostras DPPH’
(UM sulfato ferroso /mg de

mg/mL ICs (mg/mL)

extrato)
Extrato 1,830 + 0,039 1,748 £ 0,005"
folhas
Quercetina 0,010 +0,0014 -
Trolox - 9,175 £ 0,001

Os valores sao a média + desvio padrio de ensaios em triplicado. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre as médias foram avaliadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Valores na mesma coluna seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
Quercetina (0,0103 mg/mL) e Trolox (9,175 mg/mL) foram utilizados como controles positivos nos
ensaios DPPHe ¢ FRAP, respectivamente. Abreviaturas: ICs,: metade da concentragdo inibitoria maxima;

DPPHe: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; FRAP: poder antioxidante redutor férrico.

Os teores de fendis totais no extrato bruto das folhas de C.fistula variaram de
4,25 a 12,13 pg de equivalente de acido galico por mg de extrato, refletindo a presenca

de compostos fendlicos com potencial antioxidante significativo.

Os flavonoides apresentaram valores entre 58,80 e 62,68 pg de equivalente de
acido galico por mg de EB, o que pode estar diretamente relacionado a presenca de
quercetina no extrato das folhas de C. fistula. A quercetina ¢ um flavonoide amplamente

reconhecido por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e fotoprotetoras.

Em relagdo a fotoprote¢ao, o EB de C. fistula demonstrou um fator de protecao
solar (FPS) médio nas concentragdes testadas, com valores de 19,99 e 15,47. J& nas
concentragdes mais baixas (0,50 e 0,25 mg/mL), a protecdo foi classificada como baixa,
com FPS de 5,25 e 10,62, respectivamente. Esses resultados indicam que a atividade
fotoprotetora do extrato pode estar associada a presenca de compostos bioativos, como
flavonoides e acidos fenolicos, que atuam na absor¢do da radiacdo ultravioleta e na

neutralizacdo de radicais livres.
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Na Tabela 5 encontra-se discriminado os teores de fenois totais, de flavonoides

e a determinacdo do fator de protecdo solar (FPS).

Tabela 5. Determinagdo de fenois totais, flavonoides e fator de protecdo solar do

extrato bruto das folhas Cassia fistula.

Amostras Fenois totais Flavonoides Fator de prote¢ao solar
mg/mL (ug GAE/mg) (ng GAE/mg) (FPS)

0,25 425+£1,51°¢ 58,80 £ 5,05% 525+ 0,30

0,50 5,66 + 0,91 B¢ 60,06 + 4,154 10,62 + 0,11

0,75 8,43+0,21°" 61,90 + 3,66 * 15,47 £0,57°

1,00 12,13+£0,98 # 62,68 + 6,614 19,99 + 1,294

Os valores sdo a média + desvio padrdo de ensaios em triplicado. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as diferengas entre as médias foram avaliadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Valores na mesma coluna seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes (p < 0,05). GAE:

equivalentes de acido galico;

4.DISCUSSAO

4.1 Atividade inibidora da producio de 6xido nitrico

A analise quimica do extrato bruto das folhas de Cassia fistula confirma sua rica
variedade de compostos bioativos, muitos dos quais sdo compartilhados com outras
plantas medicinais amplamente estudadas, apontando para seu potencial terapéutico,

mas também ressaltando a necessidade de mais estudos sobre seus mecanismos de ac¢ao.

Esses compostos sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, anticancerigenas e antimicrobianas, contribuindo para o valor

terapéutico do extrato.

A comparagdo com outras espécies vegetais € importante para entender a
relevancia farmacologica de Cassia fistula. Por exemplo, os flavonoides como a

quercetina, rotina, e luteolina sdo amplamente encontrados em outras plantas como
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Camellia sinensis (cha verde), Vaccinium myrtillus (mirtilo) e Acacia catechu, que
também possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias reconhecidas
(Muhammad et al., 2021; Kaur et al.,, 2020). Da mesma forma, compostos como
catequinas, presentes também em Camellia sinensis, estdo associados a beneficios para
a saude cardiovascular e t€ém demonstrado capacidade de modular processos celulares

relacionados ao estresse oxidativo e inflamacao (Bhalodia et al., 2012).

O poder que alguns compostos fendlicos possuem em inibir as vias de
ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase, as quais desempenham um papel importante
como mediadores inflamatorios (dos Santos; Rodrigues, 2017). Estudos indicam que a
rutina identificada no extrato de C. fistula (Tabela 1) pode atuar inibindo as enzimas
envolvidas na sintese de mediadores inflamatdrios, como as cicloxigenases (COX) e as

lipoxigenases (LOX), além de modular a expressao de citocinas pro-inflamatorias.

Essas agdes podem ser uma explicagdo para o efeito anti-inflamatorio
encontrado no extrato das folhas de Cassia fistula mencionado no estudo de Monteiro
et al. (2023). Ainda segundo este autor a inibicdo da peroxidagdo lipidica e a
modulagdo do sistema antioxidante também contribuem para o controle da inflamagao,
uma vez que a inflamacdo cronica ¢ frequentemente associada a um aumento no

estresse oxidativo.

A quercetina apresenta significativa acao anti-inflamatoria, que pode ser
atribuida a inibicdo das enzimas fosfolipase A2 (PLA2), lipo-oxigenase,
ciclo-oxigenase e inibicdo da producdo de oOxido nitrico, através da modulacdo da
enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Coutinho et al., 2009). A inibi¢do da
producao de 6xido nitrico (NO) encontrada no presente estudo reforga a hipdtese de
que o extrato de C. fistula atua como modulador de processos inflamatdrios, em
consonancia com estudos que associam flavonoides e acidos fenolicos a propriedades

anti-inflamatorias (Aminah et al., 2021).
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4.2 Atividade antiproliferativa

Os resultados encontrados para a atividade antiproliferativa, (Tabela 2)
indicaram que o extrato de C. fistula inibiu a proliferagdo das linhagens tumorais
testadas, indicando maior atividade para as células AGS (15,00 pg/mL), seguido da
linhagem CaCo2 (22,00 pg/mL). Estes resultados podem estar associados a presenga
dos flavonoides identificados (Tabela 1), com destaque para a rutina, quercetina
apontadas no estudo de Monteiro ef al. (2023) em que a rutina tem demonstrado
efeitos benéficos na preveng¢do e no tratamento do cancer. Estudos destacam suas
propriedades antimetastaticas, ou seja, sua capacidade de reduzir a disseminacgao de
células cancerigenas para outras partes do corpo (Patel, 2019). A rutina ajuda na
prevencdo do cancer, incluindo a modulagdo da proliferacao celular e indugdo da
morte celular programada (Chen et al., 2017). Além disso, ¢ considerada um potente
agente antioxidante e antitumoral, com efeito antiproliferativo, citoprotetor e
induzindo a apoptose em diferentes linhagens celulares cancerigenas (Gggotek et al.,
2019). Esses efeitos podem ser potencializados quando a rutina ¢ utilizada em

combina¢do com outros tratamentos (Satari et al., 2021).

A quercetina tém se mostrado importantes fontes para o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos fitoterapicos com potencial anticancer (Baghel et al., 2009).
Esses compostos polifendlicos oferecem um potencial promissor na abordagem
terapéutica contra o cancer, atuando tanto na prevencao quanto no tratamento da doenga

(Ganesh Purgar et al., 2017).

A atividade biologica dos bioativos, deve-se ser complementada com a
investigacao da citotoxicidade dos bioativos extraido das plantas, de forma a garantir a
seguranga na aplicacdo em produtos. Neste sentido, os valores referéncia para avaliar o
grau de citotoxicidade em células VERO indicam que a substancia ¢ considerada
citotoxica com CCsy < 100 pg/mL, citotoxicidade moderada CCs, entre 100 a 200
ug/mL e nao citotoxico CCs, > 200 pg/mL (Sarmento, 2016). Neste sentido, o extrato
bruto de C. fistula pode ser considerado toxico, visto que a ag¢ao sobre as cé¢lulas VERO
indicaram (CCs=92.00 pg/mL) (Tabela 2).

De forma a corroborar com a citotoxicidade encontrada, foi determinado o indice

de seletividade (IS), que consiste em um parametro para avaliar se ha diferenca na
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nocividade entre linhagens de células normais e células tumorais. A literatura diverge
quanto ao valor do IS para que as moléculas bioativas possam ser consideradas
citotoxicas. Domingos, (2024) consideram que para haver baixa citotoxicidade o indice
de seletividade (IS) adequado deve ser maior que 10, sendo reconhecidos como
promissores € seguros, com possibilidade de auséncia de toxicidade. Suftness e Pezzuto
(1991) atribuem significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0 e Almeida et al.
(2014) um valor de IS maior que 1,0. Neste sentido, os resultados para o extrato de C.
fistula indicaram IS que variou de 1,09 a 6,13 (Tabela 2) indicando haver seletividade
do extrato para as células alvo. Entretanto, ao avaliar a citotoxicidade frente as células
VERO, podemos considerar que o extrato apresenta toxicidade.Esse resultado apresenta

vantagens e desvantagens dependendo do objetivo da aplicacdo do extrato.

4.3 Atividade antioxidante

A avaliagdo da resposta antioxidante do extrato das folhas de Cassia fistula
pelos métodos DPPH e FRAP revelou uma expressiva capacidade de inibicdo dos
radicais livres. A quercetina, presente no extrato, desempenha o papel de quelante de
ferro, contribuindo para a reducao do ferro (FRAP) de 1,75 uM de sulfato ferroso/mg de
extrato (Tabela 4), sendo considerado somente 5,25 vezes menos ativo que o controle
positivo trolox, que apresentou 9,175 uM de sulfato ferroso/mg de extrato. De acordo
com Rufino et al. (2006),0'método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) tem
uma alta correlagdo com compostos fendlicos devido a sua base quimica, que mede a
capacidade dos antioxidantes presentes no extrato de reduzir o ion férrico (Fe*") ao ion
ferroso (Fe?"). Isso ocorre porque muitos compostos fenolicos possuem estruturas
quimicas com grupos hidroxila (-OH) capazes de doar elétrons, promovendo essa
redu¢do,o que justifica os resultados obtidos, considerando a presenca desses compostos

no extrato das folhas de Cassia fistula (Tabela 1).

Segundo Dos Santos e Rodrigues (2017), os flavonoides apresentam atividade
antioxidante devido a sua capacidade de quelar metais, neutralizar espécies oxidantes,
como o anion superoxido (O:), e atuar como varredores de radicais livres, incluindo os

radicais hidroxila e peroxido. Além disso, esses compostos demonstram sinergismo com
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outros antioxidantes, como quercetina, luteolina, apigenina, rutina, astragalina e

nicotiflorina, potencializando sua ag@o protetora contra o estresse oxidativo.

O mecanismo de a¢cdo dos compostos fenolicos estd relacionado ndo apenas a
sua capacidade de neutralizar radicais livres, mas também a modulacdo enzimatica.
Esses compostos podem inibir enzimas pro-oxidantes, como ciclo-oxigenase (COX),
lipoxygenase (LOX), NADPH oxidase, xantina-oxidase e fosfolipase, reduzindo
processos inflamatdrios e o dano celular oxidativo. Além disso, favorecem a ativagao de
enzimas antioxidantes, como catalase e superéxido dismutase, reforcando os

mecanismos endogenos de defesa contra o estresse oxidativo.

4.4 Teor de Fendis totais e flavonoides no extrato bruto de C. fistula

O teor de fenois totais foi menor,estando em conformidade com a composi¢ao
quimica onde foram identificados dois acidos fenolicos,(Acido ferulico e p-cumarico),e
por ndo haver sido realizada a quantificagdo dos compostos fendlicos,sugere-se que a
quantidade destes estejam baixas no extrato bruto das folhas de C.fistula.

O teor de flavonoides determinado variou de 62,68 a 58,80 ug GAE/mg de
extrato (Tabela 5), o que pode ser relacionado a presenca de quercetina nas folhas de C.
fistula. Nos vegetais, os flavondides desempenham véarias fungdes, incluindo protecdo
contra raios ultravioleta, insetos e fungos. Além disso, apresentam diversas atividades
farmacoldgicas, como antioxidante, antitumoral, anti-inflamatdria, antiviral e reguladora

hormonal (Dos Santos; Rodrigues, 2017).

A quercetina, um flavonoide presente no extrato, ja foi associada a diversas
atividades biologicas, como antioxidante (Mendes et al., 2021), antimutagénica,
inibidora da permeabilidade da membrana, inibidora de NADPH oxidase e de CYP1B1
(Mongao, 2019). O efeito fotoquimioprotetor da quercetina na pele contra alteragdes
moleculares induzidas por raios ultravioletas também foi documentado por Vicentini
(2009). Além disso, a quercetina ¢ um dos flavonoides mais abundantes na dieta
humana, presente em frutas, chas e vegetais, e exerce diversas atividades no corpo
humano, incluindo efeitos antitumorais, antibacterianos, antifingicos, cardiovasculares,
hepaticos e renais (Simdes et al., 2016). Também se destaca como um potencial
medicamento natural para o tratamento da dislipidemia (De Moura; De Araujo; Sousa,

2020).



51

Ao relacionar o potencial antioxidante encontrado com a estrutura quimica dos
flavonodides, ¢ possivel observar que esses compostos possuem dois anéis aromaticos
ligados por trés atomos de carbono em uma estrutura heterociclica oxigenada, o que os

torna ideais para a neutralizagdo de radicais livres (Wolfe; Liu, 2008).

4.5 FPS (Fator de Proteciao Solar)

A eficacia fotoprotetora de um composto ou filtro solar ¢ determinada pelos
valores do fator de protecdo solar (FPS) e do grau de protecdo UVA. O EB de C fistula
nas concentracdes testadas (1,0 a de 0,25mg/mL) apresentou um fator de protecdo
solar (FPS) variando de 19,99 a 5,25, respectivamente (Tabela 5)

Segundo Schalka; Reis (2011), valores de FPS na faixa de 6-10; 15-25; 30-50 e
50+, correspondem a protecdo baixa, média, alta e muito alta, respectivamente.O EB
na concentragdo de 1,0 mg/mL mostrou protecdo média 19,99 enquanto que as
concentragdes de 0,75 e 0,50 mg/mL mostraram protecdo baixa 15,47 e 10,62, e a
concentracdo de 0,25 mg/mL mostrou-se com baixa prote¢do 5,25 respectivamente.
Pode-se concluir que nas concentragdes utilizadas, o EB apresentou resultado
superior ao valor minimo de FPS =6 (seis), estabelecido pela ANVISA - Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria na resolu¢do técnico cientifico acerca de
formulacdes de protetores solares (Anvisa, 2022), indicando desta forma que o EB de
C.fistula tem potencial fotoprotetor.

A relagdo entre os compostos bioativos presentes em Cassia fistula e o fator de
protecao solar (FPS) da planta estd diretamente associada as propriedades
fotoprotetoras desses compostos.Flavonoides, acidos fendlicos, catequinas e saponinas
possuem a capacidade de proteger a pele contra os danos causados pela radiagdo
ultravioleta (UV).Compostos como flavonoides (quercetina, luteolina, apigenina, entre
outros) e acidos fenolicos (p-cumarico e fertlico) podem absorver ou filtrar a radiagao
UV, impedindo que ela penetre profundamente na pele.Isso reduz a incidéncia de
danos celulares causados pela radiagdo UVB, que ¢ a principal responsavel pelas
queimaduras solares. De acordo com Schalka e Reis (2011), a protecdo proporcionada
pelos filtros solares pode ser quantificada através do FPS, que indica a capacidade de

proteger a pele contra os danos causados pela radiacao UV.
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A exposi¢ao aos raios UV promove a formacdo de radicais livres, que podem
causar danos as células da pele, acelerando o envelhecimento e aumentando o risco de
cancer de pele. O extrato de Cassia fistula contém compostos antioxidantes, como
catequina e quercetina, que ajudam a neutralizar esses radicais livres, protegendo as
células contra o estresse oxidativo. Segundo Pérez-Gonzélez et al. (2014), flavonoides e
compostos fenolicos possuem uma capacidade comprovada de neutralizar radicais livres

e minimizar os danos celulares causados pela exposicao a radiagdo UV.

Além do efeito antioxidante, a exposi¢do solar também pode desencadear
processos inflamatorios na pele, contribuindo para o envelhecimento precoce e
aumentando a predisposi¢do ao cancer de pele. Compostos como luteolina e apigenina
demonstram efeitos anti-inflamatdrios, auxiliando na reducdo da inflamagdo induzida
pela radiagdo UV e promovendo a regeneracdo da pele. Farrukh et al. (2020) ressalta
que diversos compostos vegetais com propriedades anti-inflamatérias sdo eficazes na

atenuacao dos danos gerados pela radiagao solar.

O extrato de Cassia fistula também pode modular a resposta imunologica da
pele apds a exposicdo ao sol, gragas a presenga de flavonoides e saponinas, que
contribuem para a defesa contra os efeitos nocivos da radiacdo UV. Conforme descrito
por Rufino et al. (2006), os compostos fenolicos presentes nas plantas desempenham
um papel essencial na regulagdo da resposta imunoldgica e na protecao celular contra os

danos solares.
5. CONCLUSOES

O extrato bruto das folhas de Cassia fistula demonstrou um conjunto
significativo de atividades farmacologicas, incluindo efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes, antiproliferativos e fotoprotetores. A identificagdo de compostos
bioativos como quercetina, catequina e rutina refor¢a o potencial terapéutico da planta,
especialmente no tratamento de inflamagdes, cancer e doengas relacionadas ao estresse
oxidativo.Embora o extrato apresente um perfil de baixa citotoxicidade em células nao
tumorais, com um valor de CCs, que sugere um grau de toxicidade moderado, ¢é

necessario cautela em seu uso terapéutico. A avaliacdo da citotoxicidade em modelos
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celulares mais amplos e estudos adicionais sobre os mecanismos de acao da planta sdo

essenciais para confirmar sua seguranca e eficacia.

Com base nos resultados, Cassia fistula apresenta grande potencial para o
desenvolvimento de produtos inovadores e sustentaveis nas industrias farmacéutica,
cosmética e nutracéutica, desde que seu perfil de toxicidade seja cuidadosamente

monitorado e validado em estudos clinicos mais aprofundados.
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	3.2 Atividades   inibidora da produção de óxido nítrico (NO)  e antiproliferativa  
	 ​A atividade inibidora da produção de óxido nítrico foi avaliada em linhagens de macrófagos RAW 264.7, um indicador clássico de inflamação, indicando EC50 68 µg/mL (Tabela 2).  
	 ​O potencial citotóxico do extrato que causou a inibição de 50% do crescimento celular (GI50) em linhagens de células tumorais humanas e não tumorais (VERO) variou de 15,00 a 84,00 µg/mL,evidenciando maior potencial antiproliferativo do extrato frente à célula AGS com 15 µg / mL. O índice de seletividade (IS)  variou de 1,09 a 6,13 (Tabela 2).  

