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RESUMO

A espécie Terminalia catappa L. (Combretaceae) é uma planta originaria da Malasia
distribui-se em regibes tropicais e subtropicais, no Brasil € popularmente conhecida
como chapéu de sol ou amendoeira. O género destaca-se por apresentar uma
variedade de metabolitos bioativos como taninos, flavondides e triterpendides. O
presente trabalho teve como objetivo o estudo fitoquimico e biologico de T. catappa.
Foram preparados extratos etandlicos (Ext. EtOH) das folhas, casca e madeira do
caule que foram submetidos aos fracionamentos por particdo liquido-liquido e
cromatografico. As fracbes em hexano e acetato de etila das folhas conduziram ao
isolamento do acido asiatico e do acido galico respectivamente. Os fitoesterdides
sitosterol e estigmasterol foram isolados da fracdo em hexano da madeira do caule.
A elucidacao estrutural dessas substancias foi realizada através de espectrometrias
de infravermelho e RMN 1D (H*, C*3, DEPT 90° e DEPT 135°) e 2D (COSY, HSQC e
HMBC). No teste antidiabético in vivo 0 extrato etandlico da casca do caule foi ativo,
apresentando reducdes significativas de 53 % (p < 0,01) da glicose sanguinea, em
ratos com diabetes induzido por aloxano, na dose de 300 mg/Kg. No ensaio
antioxidante com DPPH o extrato etanolico da casca do caule apresentou maior
atividade antioxidante com Clsp = 5,97 + 0,74 quando comparado aos extratos da
folha Clsp = 9,56 £ 0,25 e madeira do caule Clsp = 7,85 £ 0,50. Utilizou-se como
controle positivo o acido galico (Clsp = 1,51 = 0,18). Os extratos etanolicos
apresentaram alto teor de compostos fendlicos, no entanto, o extrato da casca do
caule foi o que apresentou maior conteudo fendlico (338,53 + 31,09), o que
provavelmente contribuiu para sua maior atividade antioxidante. Nos ensaios
anticolinesterasicos os extratos ndo apresentaram inibicédo significativa. Nos ensaios
moluscicida o extrato etandlico da madeira do caule apresentou significativa
atividade com CLso = 21,49 mg/L e CLg = 54, 64 mg/L, extratos cuja CLso < 40 mg/L
sdo promissores para o uso de controle de caramujo Biomphalaria glabrata. Em
sintese, esses resultados indicam atividades antidiabética do Ext. EtOH da casca do
caule e moluscicida do Ext. EtOH da madeira do caule pela primeira vez relatadas, e
ampliam o conhecimento sobre o potencial farmacologico de T. catappa.

Palavras chave: Terminalia catappa. Combretaceae. Atividade antidiabética.



ABSTRACT

The species Terminalia catappa L. (Combretaceae) is a plant native to Malaysia is
distributed in tropical and subtropical regions, in Brazil it is popularly known as a sun
hat or almond. The genus is notable for presenting a variety of bioactive metabolites
such as tannins, flavonoids and triterpenoids. This work aimed to study the
phytochemical and biological T. catappa. Ethanol extracts were prepared (Ext. EtOH)
of the leaves, bark and wood of the stem that were submitted to fractionation by
liquid-liquid partition and chromatographic. The fractions in hexane and ethyl acetate
sheets led to the isolation of Asiatic acid and gallic acid respectively. The
phytosteroids sitosterol and stigmasterol were isolated from the hexane fraction of
stem wood. The Structure elucidation was performed by infrared spectroscopy and
1D NMR (H1, C13, DEPT 90 and DEPT 135) and 2D (COSY, HSQC and HMBC). In
vivo antidiabetic test the ethanol extract of stem bark was active, showing significant
reductions of 53% (p <0.01) blood glucose in rats with diabetes induced by alloxan in
a dose of 300 mg / kg. In the test antioxidant with DPPH ethanol extract of stem bark
showed the highest antioxidant activity with IC50 = 5.97 + 0.74 compared to leaf
extracts IC50 = 9.56 + 0.25 and stem wood IC50 = 7.85 + 0.50. It was used as
positive control gallic acid (IC50 = 1.51 + 0.18). Ethanol extracts showed high
concentration of phenolic compounds, however, the stem bark extract showed the
highest phenolic content (338.53 + 31.09), which probably contributed to its higher
antioxidant activity. In tests anticholinesterase extracts showed no significant
inhibition. Over the molluscicide tests the ethanol extract of stem wood had
significant activity with LC50 = 21.49 mg /L and LC90 = 54, 64 mg / L, which extracts
LC50 <40 mg / L are promising for use in controlling snail Biomphalaria glabrata. In
summary, these results indicate antidiabetic activities of EtOH Ext stem bark and the
molluscicidal Ext EtOH of stem wood for the first time reported, and broaden the
knowledge about the pharmacological potential of T. catappa.

Keywords: Terminalia catappa. Combretaceae. Antidiabetic activity.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais, para o tratamento, cura e prevencdo de
doencas € uma das mais antigas praticas medicinais da humanidade (VEIGA JR. &
PINTO, 2005). As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das propriedades
terapéuticas dos vegetais, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de nao
terem seus constituintes quimicos conhecidos (MACIEL et al., 2002).

A pratica fitoterapica proporciona um crescimento no estudo cientifico para
se comprovar a eficacia dessas plantas medicinais, com isso muitos farmacos da
medicina ocidental sdo baseados em compostos de ocorréncia natural de plantas

utilizadas na medicina tradicional (LIMA, 2005).

Pelo fato das plantas constituirem uma fonte importante para a descoberta
de novas substancias biologicamente ativas, nos ultimos anos, tem-se verificado um
grande avanco cientifico na quimica de produtos naturais principalmente com vistas
a obtencéo de novos compostos com propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO
& YUNES, 1998; DI STASI et al., 2002).

O Brasil, pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, conta com
cerca de 55 mil espécies catalogadas, de um total que varia entre 250 a 500 mil
espécies de plantas existentes na flora mundial. Desse total, menos de 10% ja foram
avaliadas em relacdo aos aspectos biolégicos, e, até meados dos anos 1990,
apenas cerca de 5% tiveram estudos acerca de aspectos quimicos (LUNA et al.,
2005). Ultimamente, tem ocorrido um grande avan¢o na quimica de produtos
naturais visando a obtencdo de novos compostos com propriedades terapéuticas e

efetivas no controle de pragas (DI STASI et al., 2002).

Através destas informacdes, pode-se concluir que, de forma geral, as plantas
superiores sao, ainda, pouco exploradas do ponto de vista quimico, e a submisséo
de fracbes dos extratos, a testes bioldgicos e farmacolégicos € ainda menor
(CECHINEL FILHO & YUNES, 1998). Dentre os estudos biolégicos nessa area, nos
ultimos anos, tém se destacado aqueles que visam o controle de vetores ou mesmo

de diversas doencas de interesse a Saude Publica.
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Problemas como esses tém direcionado a procura de estratégias
alternativas de controle, onde se incluem a utilizacdo de extratos vegetais e de
substancias naturais que poderia apresentar baixo custo, além de ser mais
facilmente disponivel (COSTA et al., 2005; SIMAS et al., 2004).

No Brasil, dentre as espécies vegetais onde essas substancias podem ser
encontradas, tém-se a espécie Terminalia catappa L. (Combretaceae). E uma das
arvores de sombra comum ao longo de todo litoral brasileiro, sendo popularmente
conhecida como chapéu-de-sol ou amendoeira (CRUZ, 1982; ROCHA, 2005).
Apesar de ser uma espécie bastante comum no litoral brasileiro os estudos que
evidenciaram uma grande variedade de substancias quimicas e farmacologicamente
ativas foram realizados com plantas nativas da Asia (MAU et al., 2003; FAN et al.,
2004; GAO et al., 2004) e Africa (BABAY!I et al., 2004).

Desta forma o presente trabalho teve o objetivo de contribuir para o
conhecimento fitoquimico da espécie vegetal T. catappa presente no Estado de
Alagoas, atraves do estudo quimico e biologico dos extratos das folhas, casca e

madeira do caule.

1.1 Objetivos

. Geral

Realizar estudo fitoquimico e avaliar as atividades biolégicas das folhas,

casca e madeira do caule de T. catappa L.

o Objetivos especificos

a) Isolar os constituintes quimicos das folhas, cascas e madeira do caule de
T. catappa,

b) Avaliar as atividades antidiabética, antioxidante, anticolinesterasica e
moluscicida dos extratos e fracdes das folhas, casca e madeira do caule de T.

catappa;
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1.2 Consideracfes sobre a Familia Combretaceae

As plantas pertencentes a familia Combretaceae sdo arvores, arbustos e
lianas, de ocorréncia tropical e subtropical, distribuidas em cerca de 600 espécies
(JOLY, 1985; KATERERE et al., 2003). Essa familia é constituida de 18 géneros, 0s
dois géneros de maior ocorréncia sdo Terminalia e Combretum, cada um com 250
espécies, sendo extensivamente usadas na medicina tradicional da Africa e de
alguns paises do sudeste da Asia como laxativas, carminativas, para combater
disenterias, diarréias e diabetes (KHAN et al., 2002; NAGAPPA et al., 2003; FAN et
al., 2004). Do ponto de vista quimico é uma familia muito versatil fornecendo
flavonodides, triterpendides, lignanas, cardenolideos e taninos (YADAVA &
RATHORE, 2000; LIN et al., 2000; KHAN et al., 2002; GARCEZ et al., 2003).

Populacées do sul da Africa utilizam plantas da familia Combretaceae para o
tratamento de dores abdominais, dor nas costas, dor de ouvido, dor de dente e dor
de cabeca, contra a esquistossomose, resfriados, conjuntivites, diarréia, parasitos
intestinais, infertilidade feminina, lepra, pneumonia, mordida de cobras, sifilis e
caxumba (MCGAW et al., 2001).

As plantas do género Terminalia apresentam diversas atividades
farmacologicas reveladas pelos extratos ou substancias isoladas, tais como
antimicrobiana, antioxidante, antidiabética, anti-HIV-1, antimalarica, e outras
(GARCEZ et al., 2003; ARAUJO & CHAVES, 2005).

As espécies pertencentes ao género Terminalia sdo amplamente distribuidas
nas areas tropicais do mundo e conhecidas como fonte rica de metabdlitos
secundarios, tais como triterpendides pentaciclicos e seus derivados glicosilados,
taninos, flavondides, e compostos arométicos (SIMOES et al., 2003; ARAUJO &
CHAVES, 2005).

Véarias espécies do género Combretum apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, devido a
flavondides como a apigenina (1), genkwanina (2) e kaempferol (3) (Figura 1, p 5).
Estes compostos também apresentam atividade significativa contra Vibrio colerae e
Enterococcus faecalis. Além disso, foi demonstrada a atividade antifungica devido a
presenca de taninos e saponinas. O extrato metanodlico das folhas de Combretum

micranthum apresentou atividade antiinflamatéria (PIETROVSKI, 2004).
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Figura 1 - Flavondides com atividade antimicrobiana isolados de espécies do

género Combretum.

OH
HO O HsCO
OH O OH O
Apigenina (1) Gekwanina (2)

HO

OH O
Kaempferol (3)

Fonte: (PIETROVSKI, 2004)

1.3 Consideracdes sobre a Espécie Vegetal Terminalia catappa L.

1.3.1 Aspectos Taxonémicos

A espécie vegetal Terminalia catappa L. pertencente a familia Combretaceae
é originaria da Malasia. E uma arvore amplamente distribuida em regi6es litoraneas
tropicais e subtropicais (FAN et al., 2004; KELSEY et al., 1984) (Figura 2, p 6). E
uma arvore de tronco alto, aspero e tortuoso, os galhos sdo dispostos
horizontalmente. Esta arvore chama atencéo pela grandiosa copa e folhas grandes
gue sdo quase seésseis, obcordiformes, e agrupadas nas extremidades dos ramos,
cuja coloracdo dependendo da idade, vai do verde intenso ao vermelho rubro. As
flores sdo pequenas de coloracdo branco-rGsea, apétalas dispostas em espigas
axilares e drupa eliptica, glabra e achatada com cerca de 5 cm de comprimento,
indeiscente e de mesocarpo comestivel. Os frutos sdo amarelos ou vermelho claro,

a casca do caule é adstringente com alto grau de taninos. E uma planta bastante
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encontrada em praias devido a facilidade de se desenvolver perfeitamente nos

terrenos arenosos, salinos e resistir aos efeitos do vento (BRAGA, 1976).

Figura 2 - Terminalia catappa, arvore (a), folhas e frutos (b).

Fonte: www.moorea.berkeley.edu/.../terminalia_catappa.jpg (acessado em setembro de 2008).

Classificacdo sistematica da espécie T. catappa

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta

Divisédo Magnolipophyta
Classe Magnoliopsida

Ordem Myrtales
Familia Combretaceae
Género Terminalia L., 1767
Espécie Terminalia catappa L.,1767

1.3.2 Utilizacdo na Medicina Popular

A espécie T. catappa, apesar de exética, tem sido utilizada no Brasil para
tratamento das moléstias das vias respiratérias, no combate a disenterias e diarréias
(CORREA, 1984; CRUZ, 1982). Em alguns paises do sudeste da Asia é utilizada na
medicina popular, como antipirético, no combate as diarréias, dermatites, hepatite e
diabetes, e na prevencédo de hepatoma (CHEN et al., 2000; NAGAPPA et al., 2003;
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GOUN et al., 2003; GAO et al., 2004, CHYAU et al., 2006). Na india, Filipinas,
Malasia e Indonésia, as folhas, cascas e frutos sdo usados comumente na medicina
popular como, antidiarréico, antipirético e hemostatico. Em Taiwan, as folhas de T.
catappa séo usadas para a prevencao e tratamento de hepatites e doencas do
figado (CHYAU et al., 2006).

1.3.3 Composicado Quimica e Atividades Farmacologicas

A revisdo da literatura relacionada a espécie T. catappa revelou que o0s
estudos de investigacdo quimica e de acdo biolégica efetuados sdo recentes e
utilizaram plantas nativas da Asia (MAU et al., 2003; FAN et al., 2004; GAO et al.,
2004) e Africa (BABAYI et al., 2004). Tais estudos quimicos focalizam a presenca de
taninos hidrolisaveis nas folhas, como constituintes majoritarios, dentre os quais a
punicalina (4) e a punicalagina (5) (CHEN et al., 2000; LIN et al. 2000); flavonoides
glicosilados (6-10) foram isolados da fragdo em n-butanol do extrato etandlico das
folhas (LIN et al., 2000); acidos triterpénicos, como o acido ursdlico (11) e o acido
2a, 3B, 23-triidroxi -12-en-28-0ico (12) foram isolados da fracdo em cloroférmio do
extrato etandlico das folhas e considerados possiveis responsaveis pela atividade
antiinflamatéria apresentada pela fracdo cloroférmica das folhas (FAN et al., 2004).
Em adicao, foram isolados das folhas compostos fendlicos, bem como compostos
voléateis (CHYAU et al., 2006; MAU et al., 2003; LIN et al., 2000; FAN et al., 2004).
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Figura 3 - Constituintes quimicos isolados de T. catappa.

(6) R1=C-B-D-glicosil (2"-galoil), R,=R3=R4=H (11) R;=H, R,=CHgs;

(7) R1=R3=R4=H, R,=C-B-D-glicosil(2"-galoil) (12) R;=0OH, R,=CH,0OH
(8) R1=C-B-D-glicosil, R,=R3=R4=H

(9) R1= R3=R4=H, R,=C-B-D-glicosil

(10) R;= C-B-D-glicosil, R,=R4=H, R3=OH

Fonte: (CHEN et al., 2000; LIN et al. 2000; CHYAU et al., 2006; MAU et al., 2003; LIN et al., 2000;
FAN et al., 2004)

Plantas ricas em taninos, tais como T. catappa, sdo empregadas na medicina
tradicional como remédios para o tratamento de diversas moléstias organicas, como
diarréia, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais,
hipertensdo arterial, problemas renais e do sistema urindrio e processos
inflamatorios (HASLAM, 1996). Apesar da ocorréncia de taninos em T. catappa, €
considerando que os mesmos sdo candidatos a agentes moluscicidas, ainda ndo ha

relato na literatura desse tipo de acdo. Nas Ultimas décadas, varios grupos de
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pesquisa tém investigado as atividades farmacoldgica e bioldégica dos taninos.
Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades biol6gicas dessa classe de substancias. Dentre
essas atividades destacam-se: acdo bactericida, fungicida, antiviral, antioxidante,
antitumoral, antidiabética e elevada atividade moluscicida (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985; SIMOES, 2003).

Os compostos fendlicos presente na espécie T. catappa também sao
responsaveis pelas atividades antidiabética e antioxidante de extratos provenientes
de varias partes da planta (AHMED et al., 2005; NAGAPPA et al., 2003), até o
presente momento a literatura ndo menciona tais atividades utilizando a casca do
caule. Estudos de atividade farmacoldgica de extratos de folhas, cascas e frutos de
T. catappa revelaram atividade anticancer, anti-HIV, antiinflamatéria e
hepatoprotetora (CHYAU et al., 2002; GAO et al., 2004; TANG et al., 2006; CHYAU
et al., 2006).

1.4 Consideracdes Sobre a Diabetes Melito

1.4.1 Consideracdes Gerais

A Diabetes Melito (DM) €& uma doenca caracterizada por distarbios
metabolicos que apresentam em comum a hiperglicemia. Essa hiperglicemia é
decorrente da deficiéncia na producdo e/ou acao de insulina. Além da hiperglicemia
crbnica a DM esta frequentemente associada a disturbios no metabolismo de
proteinas e lipidios, causando danos a varios sistemas no organismo principalmente
0 sistema nervoso e vascular (FOLADOR, 2009; LINO, 2008).

Clinicamente existem duas classificacfes gerais para a diabetes: Tipo 1
(DM1) e tipo 2 (DM2), sao formas de maior incidéncia, prevaléncia e importancia
clinica. A DM1 atinge cerca de 5-10 % dos pacientes e ocorre devido a destruicdo
auto-imune das células B das ilhotas de Langerhans ou ilhotas pancreaticas, estas
células sdo responsaveis pela producdo dos horménios peptideos insulina, glucagon
e somatostatina. A DM2 atinge 90-95 % dos pacientes e se caracteriza por
resisténcia a insulina ou deficiéncia na sua secrecédo (BRAGA, 2008).

A DM afeta cerca de 246 milhGes de pessoas em todo o mundo. Até 2025, a

previsdo € que esse numero atinja 380 milhdes. Estima-se que boa parte das
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pessoas que tém diabetes desconhegca a sua propria condicdo. No Brasil, a
ocorréncia média da diabetes na populacdo adulta (acima de 18 anos) é de 5,2 %. A
prevaléncia da doenca aumenta com a idade. A diabetes atinge 18,6 % da
populacdo com idade superior a 65 anos (BRASIL, 2007).

A expectativa de vida em pacientes diabéticos € diminuida & metade,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde a prevaléncia esti
aumentando e o tratamento adequado geralmente ndo esta disponivel. A DM esta
associada a complicagdes que comprometem a produtividade, a qualidade de vida e
a sobrevida dos individuos. Além disso, acarreta altos custos para seu controle
metabdlico e tratamento de suas complicacdes. No Brasil, 0s custos totais estimados
para a diabetes, no ano de 2002, foram de cerca de 22 milhdes de ddlares. Estes
fatos justificam a busca de novos compostos eficazes para o tratamento da DM a
partir de plantas medicinais regionais mais acessiveis a populacdo (LINO, 2008;
CARVALHO, et al., 2005).

O tratamento inicial da diabetes, geralmente envolve mudancas do estilo de
vida especialmente relacionadas a dieta, exercicio fisico e controle de peso. Quando
o controle da glicemia ndo é atingido com tais medidas, opcdes farmacoldgicas
devem ser escolhidas de acordo com cada caso (FOLADOR, 2009)

Na Diabetes tipo 1 o tratamento baseia-se na terapia com insulina, quando o
controle glicémico com os hipoglicemiantes orais ndo € alcancado, a insulina se
torna a alternativa para os diabéticos tipo 2. A administracdo por via subcutanea com
frequéncia requer multiplas doses de injecao por dia. Além disso, apresenta um risco
consideravel de hipoglicemia e requer o auto-monitoramento regular da glicemia
pelo paciente (FOLADOR, 2009).

Os hipoglicemiantes orais sdo medicamentos utilizados na terapia da
diabetes tipo 2, principalmente em pacientes que apresentam a doenca apos os 40
anos. Os principais grupos de agente hipoglicemiantes orais sdo: Sulfoniluréias;
Meglitinidas; Biguanidas; Inibidores da alfa-glicosidase; Tiazolidinadionas;
estimulantes da secrecao de insulina nao-sulfoniluréia ou analogos da meglitinida;
Derivados da D-fenilalanina; Inibidores da enzima DPP-4 (dipeptidil peptidase). Os
agentes hipoglicemiantes orais atuam por diferentes mecanismos de ac¢éo: (1)
aumento do suprimento insulinico, os chamados secretagogos de insulina
(sulfoniluréias, analogos da meglitinida, e, derivados da D-fenilalanina); (2) aumento

da acdo insulinica, também conhecidos como sensibilizadores da insulina
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(biguanidas, tiazolidinedionas) e (3) inibidores da absorcéo rapida de carboidratos,
pois atuam retardando a sua absorc¢do (inibidores da a- glicosidase) (OLIVEIRA,
2008).

Apesar dos antiabéticos orais e a insulina apresentarem efeitos eficazes na
terapéutica do DM, estes possuem efeitos colaterais que dificultam seu uso, além de
seu elevado custo. A busca por plantas ou compostos naturais com atividade
antidiabética vem suprir a necessidade de novos compostos ativos, menos toxicos e

possivelmente mais acessiveis a populacdo (CARVALHO et al., 2005).

1.4.2 Plantas Medicinais com Atividade Hipoglicemiante

Muitas espécies de plantas tém sido usadas etnofarmacologicamente em
varios paises do mundo como um tratamento alternativo para o diabetes melito.
Essas espécies sao conhecidas na medicina tradicional de diferentes culturas pelas
propriedades hipoglicemiantes. Plantas de varios géneros possuem comprovada
atividade hipoglicemiante como, Mormodica charantia Linn (Cucurbitaceae), Mucuna
pruriens (L.) DC. (Fabaceae), Brassica juncea L. (Brassicaceae), Zygophyllum
gaetulum Emb. (Zygophylaceae), Aloe vera (L.) Burm. Fil. (Liliaceae) (VIRDI et al.,
2003; RATHI et al., 2002; GROVER et al., 2002; JAOWHARI et al., 1999; OKYAR et
al., 2001).

Entre as espécies de interesse medicinal no tratamento da diabetes, tém-se
0 género Terminalia. Estudos demonstram que a administracdo oral do extrato
etandlico dos frutos de Terminalia pallida Brandis (Combretaceae) apresenta
atividade anti-hiperglicemiante em ratos que tiveram a diabetes induzida por aloxano
(RAO, et al.,, 2003). O extrato de Terminalia bellirica Roxb (Combretaceae)
apresentou atividade na reducéo do nivel de glicose do soro. Extrato metandlico dos
frutos de T. bellirica reduziu 54 % da hiperglicemia em ratos que tiveram a diabetes
induzida por aloxano (SABU & KUTTAN, 2009). os extratos dos frutos de T. bellirica
estimulam a secrecao de insulina (KASABRI et al., 2010) .

O extrato cloroférmico das sementes de Terminalia chebula reduziu a glicose
do soro sanguineo de ratos que tiveram a diabetes induzida por estreptozotocina
(RAO & NAMMI, 2006). AHMED et al., (2005) em seus estudos comprovam que
extrato aquoso das folhas de T. catappa exibiram significante atividade antidiabética.

Extrato dos frutos de T. catappa diminuiu os niveis de glicose no soro sanguineo de
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ratos que tiveram a diabetes induzida por aloxano (NAGAPPA et al., 2003). Até o
presente momento, estudos da avaliagdo do potencial antidiabético da casca do
caule de T.catappa néo foram encontrados.

A maioria das plantas quando avaliadas farmacologicamente confirmam a
atividade hipoglicemiante e constituintes quimicos que podem ser utilizados como
modelos para novos antidiabéticos. Estudos comprovam que muitas substancias
extraidas de plantas reduzem o nivel de glicose no sangue, a grande variedade de
classes quimicas dessas substancias indica que diferentes mecanismos de acéo
devem estar envolvidos na acéo da reducao do nivel de glicose no sangue (NEGRI,
2005).

Os mecanismos de acao pelos quais as plantas baixam a taxa de glicose do
sangue pode ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberacdo de insulina
através da estimulagcdo das células B-pancreaticas; resisténcia aos hormdnios que
aumentam a taxa de glicose; aumento do numero e da sensibilidade do sitio receptor
de insulina; diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos
tecidos e orgaos; eliminacéo de radicais livres; resisténcia & peroxidacao de lipideos;
correcdo da desordem metabdlica causada em lipidios e proteinas e estimulo ao
aumento da microcirculacdo do sangue no organismo (MARLES & FARNSWORTH,
1995; HUO et al., 2003; SAID et al., 2002; LI et al., 2004; VOLPATO et al., 2002).

Nos ensaios antidiabéticos in vivo, os modelos mais utilizados para o estudo
do diabetes séo roedores tratados com aloxano (13). O aloxano, um derivado da
pirimidina, € uma toxina muito seletiva das células B-pancreéticas por causar a
inibicAo da glicoquinase. A glicoquinase € uma enzima que entra em atividade
guando os niveis de glicose no sangue sdo altos. Ela atua sobre a glicose
transformando-a em glicose 6-fosfato, a qual sera armazenada no figado na forma
de glicogénio. No diabetes melito hd uma deficiéncia na producdo de glicoquinase
em virtude da falta de insulina (NEGRI, 2005).
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Figura 4 - Toxina seletiva das células B-pancreaticas.
@)
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Fonte: (NEGRI, 2005)

1.5 Consideragdes sobre a Atividade Antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, presentes em
baixas concentracdes inibem a oxidacdo de um substrato. Alguns antioxidantes sao
proteinas e enzimas, enquanto outros sao pequenas moléculas (NIKI, 2010). O
conhecimento sobre antioxidantes tem aumentado devido principalmente, aos
estudos dos efeitos dos radicais livres sobre os organismos vivos na etiologia de
varias doencas.

O estresse oxidativo provocado pelos radicais livres é a causa de muitas
doencas humanas como o cancer, enfisema, cirrose, aterosclerose e artrite (ALVES,
2007; CHYAU et al., 2006). Estudos comprovam que 0s antioxidantes estdo
relacionados com a reducdo do risco de doencas cronicas tais como: doenca
vascular, cancer, diabetes, doenca de Alzheimer e de Parkinson (ARGOLO et al.,
2004; GUENDEZ et al., 2005; LIN & CHANG et al., 2005; ZHANG & HAMAUZU et
al., 2004).

Radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados na camada mais externa, esses elétrons desemparelhados tém
propriedades de alterar a reatividade quimica de um atomo ou molécula o que os
tornam extremamente instaveis e reativos em particular com moléculas essenciais
nas membranas celulares e acidos nucléicos (KONRATH, 2006). Esses radicais
livres que possuem o elétron desemparelhado centrado no atomo de oxigénio ou
nitrogénio sdo denominados espécies reativas de oxigénio (EROs) ou espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) (KAPPEL, 2007).
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As espécies reativas de oxigénio sdo: anion superéxido (O;7), radical
hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H,O,), radical lipidico (L"), entre outros. As
espécies reativas de nitrogénio sao oxido nitrico (NO"), didxido de nitrogénio (NOy),
peroxinitrito (ONOQO"). Sdo importantes nos processos biolégicos de producédo de
energia e fagocitose, mas podem causar instabilidade quimica acarretando danos a
saude. (RUFINO, 2007).

A maioria dos organismos sao bem protegidos contra os danos causados
pelos radicais livres, através de antioxidantes que podem ser de origem enddgena
agindo enzimaticamente, como a superéxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) ou antioxidantes oriundos da dieta tais como a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), ascorbato (vitamina C), compostos
fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides) (KAPPEL, 2007).

Quando os mecanismos de protecdo entram em desequilibrio por fatores
como envelhecimento e alteracdo de funcdes fisiolégicas podem resultar em
doencas e aceleracdo do envelhecimento (CHYAU et al.,, 2006). Desta forma os
antioxidantes sdo substancias que preservam 0S processos oxidativos e sao
capazes de inibir a deterioracédo oxidativa (ESTEVAM, 2006).

As plantas constituem uma importante fonte de produtos naturais que
diferem em suas propriedades bioldgicas e estruturas quimicas e podem conter uma
variedade de moléculas sequestradoras de radicais livres como compostos fendlicos
das seguintes classes: flavondides, quinonas, cumarinas, lignanas e taninos.
Diversos estudos comprovam a atividade antioxidante desses compostos (REDDY et
al., 2003; CAl et al., 2004; SABU et al., 2002; SOLER-RIVAS et al., 2000).

1.6 Consideracdes sobre os Anticolinesterasicos

1.6.1 Plantas como uma Fonte de Inibidores da Enzima Acetilcolinesterase

Diversas plantas tém apresentado atividade inibidora da acetilcolinesterase
(AChE) fornecendo drogas que auxiliam no tratamento da doenca de Alzheimer. O
maior avan¢o no tratamento da doenca de Alzheimer foi o uso de inibidores da
acetilcolinesterase como a Galantamina (14), Huperzina A (15) e Fisostigmina (16)
(Figura 5, p 15) e seus derivados (HOUGHTON, 2004).
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A Galantamina (15) € um alcaldide obtido de Galanthus nivalis L., planta
tradicionalmente usada em paises como a Bulgaria e Turquia para doencas
neuroldgicas (MUKHERJEE, 2007). A Huperzina (15), um composto natural isolado
da planta Huperzia serrata, de uso popular na medicina chinesa, € um potente,
reversivel e seletivo inibidor da acetilcolinesterase (BARBOSA FILHO et al.,2006).

A Fisostigmina (16), um alcal6ide inddlico isolado de Physostigma
venenosum, planta tradicionalmente utilizada na Africa, mostrou significantes
beneficios cognitivos em pacientes normais e com Doencga de Alzheimer (DA). A
fisostigmina (16) promoveu um modelo para o desenvolvimento da Rivastigmina (22)
(MUKHERJEE, 2007). Desta maneira, € evidente que alcalbides inibidores da AChE,
podem ser considerados como importantes candidatos no desenvolvimento de

farmacos para tratamento da DA.

Substéncias naturais que demonstraram um potencial inibidor da enzima
AChE sao pertencentes a compostos das classes de alcaldides, monoterpenos,
cumarinas, triterpenos, flavondides, benzenodides, diterpenos, lignanas,
carotendides, dentre outros (BARBOSA FILHO et al.,2006).

Estudos recentes realizados no Brasil mostraram excelentes resultados de
inibicdo da AChE utilizando extratos brutos de plantas. Extratos da casca do caule
de Amburana cearensis apresentaram 100 % de inbicdo em ensaios de microplaca,
Lippia sidoides, Paullinia cupana, Plathymiscium aribundum e Solanum asperum
mostraram excelentes resultados como atividade inibidora da enzima AChE
(TREVISAN, 2003).

Figura 5 - Estrutura molecular de alguns inibidores da enzima acetilcolinesterase.

Galantamina (14)
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Huperzina A (15) Fisostigmina (16)
Fonte: (HOUGHTON, 2004)

1.6.2 Fisiologia da Doenga de Alzheimer (DA)

A Doenca de Alzheimer foi primeiramente descrita pelo psiquiatra alemao,
Alois Alzheimer, em 1907 (HEINRICH & TEOH, 2004). A DA é responsavel por cerca
de 50-60% do numero total de pessoas que apresentam deméncia acima dos 65
anos. Esta doenca atinge cerca de 15% da populacao entre 65-69 anos, 21% entre
85-86 anos e 39% acima dos 90 anos, afetando aproximadamente 15 milhdes de
pessoas em todo o mundo (VIEGAS JR. et al., 2004).

A DA é uma doenca degenerativa que tem sido associada a uma série de
alteracdoes genéticas, neuropatoldgicas e neurofisiologicas. Os sistemas cerebrais
gue utilizam acetilcolina (ACh) (17) sao afetados, ocorrendo uma reducao
desproporcional nos niveis de acetilcolina, reducdo da enzima colina-
acetiltransferase (CAT), degeneracdo do nucleo basal de Meynert, alteracdo no
namero e sensibilidade de receptores nicotinicos e muscarinicos cerebrais,
sensibilidade aumentada aos efeitos de farmacos anticolinérgicas (ALMEIDA, 1998).

As alteracdes bioquimicas decorrentes da DA afetam principalmente as
regides cerebrais que estdo associadas as funcbes mentais superiores, como 0
coértex frontal e o hipocampo. Dentre as principais causas da origem da DA estdo a
deposicao extracelular de peptideo B-amildide em plaquetas senis e a formacgéo
irregular de neurofibrilas intracelulares. Estes acontecimentos resultam em perda da
funcdo neuronal e dano sinaptico e conseqientemente compromete a memaria, a
coordenacdo motora e o raciocinio, além de perda da capacidade cognitiva e
deméncia (VIEGAS JR. et al., 2004).

A nivel celular o que ocorre na doenca de Alzheimer é uma diminuicao de

neurotransmissores como, por exemplo, a acetilcolina (17), noradrenalina (18), e
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serotonina (19) (Figura 6). A acetilcolina esta presente no cérebro e nas juncdes
neuromusculares, compondo parte do sistema nervoso parassimpatico. A
acetilcolina liga-se ao receptor do neurbnio pos-sinaptico causando a abertura dos
canais de fons. Os fons Na* e Ca*" extracelulares entram através desses canais,
gerando um potencial de agcdo na membrana e permitindo a transmisséo de sinais
de uma célula nervosa a outra e de uma ceélula nervosa a célula muscular
(GUYTON, 2006). A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima que regula a atividade
e permanéncia da acetilcolina na fenda sinaptica. (VIEGAS JR. et al., 2004).
Normalmente a concentracdo de acetilcolina na fenda sinaptica € rapidamente
diminuida pela acdo da enzima acetilcolinesterase, presente na fenda sinaptica
(NELSON & COX, 2005).

Figura 6 - Estrutura molecular de alguns neurotransmissores.
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Fonte: (VIEGAS JR. et al., 2004)

1.6.3 Acetilcolina e Acetilcolinesterase: Biossintese e Funcéao

A biossintese da acetilcolina (ACh) se da a partir da acetil-coenzima A (acetil-
CoA) e colina por acado da enzima colina-acetiltransferase (CAT) (figura 7).

A acetilcolina estd envolvida na contracdo do musculo liso, dilatacdo dos
vasos sanguineos e regulacdo da taxa de batimentos cardiacos, no cérebro esta
envolvida nas sinapses associadas ao controle motor, memoria e cognicdo. A

atividade e permanéncia da ACh na fenda sinptica sdo reguladas por hidrdlise
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catalisada pela acetilcolinesterase (AChE) (Figura 8, p 18) que regenera a colina
seu precursor. O mecanismo de hidrolise de AChE envolve o ataque nucleofilico da
serina ao carbono carbonilico da ACh, gerando um intermediario tetraédrico
estabilizado por ligacdes de hidrogénio, o qual produz colina livre e serina acetilada.
Ao final, a hidrélise do grupo acetila da serina pela agua recupera o sitio catalitico da
enzima (VIEGAS JR. et al., 2004).

Figura 7 - Biossintese da acetilcolina (ACh)
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olina Acetiltransferase
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Fonte: (VIEGAS JR. et al., 2004)

Figura 8 - Hidrolise da acetilcolina
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Fonte: (VIEGAS JR. et al., 2004)

1.6.4 Hipdtese Colinérgica

Depois de formada, a ACh é liberada na fenda sinaptica a qual pode ser
acoplada a receptores muscarinico e nicotinico. O restante da ACh é degradada
pela acetilcolinesterase (AChE) na fenda sinaptica em colina e acetato, que sao as
bases de sua formacdo. Na doenca de Alzheimer ocorre uma deficiéncia de
acetilcolina pela atrofia do nucleo basal de Meynert, o qual é a fonte produtora da
enzima CAT. Com isso, a estratégia adotada no desenvolvimento de farmacos

antideméncia € a de aprimorar a funcdo colinérgica. Os niveis de ACh na fenda
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singptica podem ser aumentados através da inibicio da AChE (MINETT &
BERTOLUCCI, 2000).

1.6.5 Tratamentos Para a Doenca de Alzheimer (DA)

Tratamentos para a DA sugerem que uma elevacdo no nivel de ACh
promove uma melhora dos sintomas da doenca. A terapia se baseia na restauracao
da funcdo colinérgica e atualmente os inibidores de acetilcolinesterase mostraram
um maior efeito no tratamento clinico da doenca (TREVISAN, 2006).

Para o tratamento da DA foram realizados diversos ensaios clinicos com os
inibidores da acetilcolinesterase (IAChE). A tacrina (Cognex®) (20) primeiro farmaco
a ser testada e clinicamente usada, foi aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) em 1993 e pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 1994. No
entanto, essa droga precisa ser administrada quatro vezes ao dia, além de
apresentar toxicidade hepética. O donepezil (Aricept®) (21) foi a segunda droga a
ser produzida, aprovado pelo FDA em 1996 e pela ANVISA em 2000. Essa droga
tem como vantagem de ser administrada somente uma vez ao dia. No entanto tem
uma meia-vida muito longa (GOMES & KOSZUOSKI, 2005).

A rivastigmina (Exelon®) (22) terceira droga, disponivel na Europa em 1997 e
liberada pela ANVISA em 1998 e pela FDA apenas em 2000. A vantagem adicional
desta droga € que também atua na inibicdo da butirilcolinesterase (BuChE), pois a
medida que a DA evolui, aumenta a participacdo da BuChE na degradacdo da
acetilcolina na fenda sinaptica. Acredita-se que a inibicdo da BuChE promova a
diminuicdo da toxicidade da proteina amildide nas placas senis (GOMES &
KOSZUOSKI, 2005).

A galantamina (Reminyl®) (14) foi aprovada pela FDA e ANVISA em 2001.
E a droga mais recente do grupo de inibidores da acetilcolinesterase (GOMES &
KOSZUOSKI, 2005). Sendo considerada mais efetiva no tratamento de DA que 0s
farmacos sintéticos fisostigmina (16) e tacrina. A galantamina apresenta-se como um
inibidor de acdo longa, e tem servido como modelo para o desenvolvimento de

novos farmacos anticolinesterasicas (VIEGAS JR. et al., 2004).
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Figura 9 - Estruturas moleculares de alguns inibidores da acetilcolinesterase.
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Fonte: (GOMES & KOSZUOSKI, 2005)

1.7 Consideragdes Sobre a Esquistossomose MansoOnica

A esquistossomose mansonica € uma doenca parasitaria difundida em todo
o mundo, conhecida como esquistossomiase, e popurlamente como barriga d’agua,
atinge 74 paises e distribui-se ao longo da faixa tropical e subtropical do globo, onde
acomete cerca de 200 milhdes de pessoas, e 600 milhdes de habitantes de areas
endémicas correm o risco de contrai-la (WHO, 2002).

No Brasil, a esquistossomose mansonica, é prevalente em 19 Estados da
federacdo, atingindo 9,97 % da populacdo (KATZ & PEIXOTO, 2000), com
aproximadamente 26 milhdes de pessoas em areas endémicas (FUNASA, 2003).
Em Alagoas é endémica em 60 % dos municipios e mais de dois milhdes de
individuos estédo expostos a infeccdo (COUTO, 2005). Em 2006 foram registrados no
Brasil 106.989 casos confirmados de esquistossomose, com 17.922 casos em
Alagoas (SVS, 2007).

A transmissdo da esquistossomose mansdnica numa regido depende da
existéncia dos hospedeiros intermediarios que, no Brasil sdo caramujos do género
Biomphalaria. A espécie Biomphalaria glabrata (Say, 1818) € o vetor mais
importante. O contato humano com aguas infectadas pelas cercérias € a maneira
pela qual o individuo adquire a esquistossomose. (PRATA, 1987; NARVAEZ, 1983).
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Através do estudo do ciclo de vida do S. mansoni, ficou evidenciado que a
propagacédo da doenga em uma regido depende basicamente de trés fatores: da
presenca de individuos eliminando ovos, da existéncia de hospedeiros
intermediarios e do contato de pessoas com aguas naturais, infectadas de cercérias.
Assim, no combate a essa doenca ha dois caminhos a seguir: o tratamento de
individuos infectados e a profilaxia mediante a destruicdo das cercarias e dos
caramujos, hospedeiros intermediarios (PRATA, 1987).

Os compostos esquitossomicidas destroem o0s vermes parasitos ou Sao
capazes de remové-los do hospedeiro. No entanto, ainda ndo se descobriu um
esquistossomicida ideal, diversos tipos de farmacos com esta atividade vém sendo
utilizados isoladamente ou em combinacdes entre si. A oxamniquina (23) é o agente
esquistossomicida de principal uso na terapéutica brasileira por ter a mesma eficacia
e menor custo em relacdo ao farmaco alternativo, praziquantel (24) (XIAO et al.,
2000). Efeitos colaterais podem aparecer como tonturas e, com menor frequéncia,
nauseas, vomitos, cefaléia, sonoléncia e urina alaranjada (FUNASA, 2003).

Outra forma de controle da doenca consiste na eliminacdo do caramujo,
através do uso de substancias moluscicidas que sédo produtos quimicos de natureza
sintética ou natural. Dentre os moluscicidas sintéticos destaca-se a niclosamida (25),
a droga mais utilizada desde 1960. Promove 100% de mortalidade sobre o
caramujo, na concentracdo de 1,5 ppm em duas horas de exposi¢cdo. No entanto a
principal desvantagem é apresentar atividade piscicida semelhante a moluscicida.
(PERRET & WHITFIELD, 1996).

Figura 10 - Substancias utilizadas no controle da esquistossomose.
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Fonte: (XIAO et al., 2000). Niclosamida (25)
1.7.1 Moluscicidas de Origem Vegetal

A procura de moluscicidas a partir de produtos naturais de origem vegetal
ocorre principalmente devido a problemas com os moluscicidas sintéticos como:
biodegradacao lenta, toxicidade para outros organismos, alto custo e necessidade
de importacdo. Varias espécies de plantas ja foram testadas apresentando
significativa atividade moluscicida (SANTOS, 1997). Em funcéo disto a busca por
plantas com atividade moluscicida se faz necessario, visando apresentar um custo
mais baixo, e que estejam mais facilmente disponiveis nas areas endémicas, sendo
mais confidveis na estratégia de controle do que o uso de moluscicidas sintéticos
(MARSTON & HOSTETTMAN,1985; LUNA et al., 2005).

Apoés detectada como agente moluscicida, €é feito o isolamento e identificacédo
dos constituintes ativos da planta e o estudo de sua toxidade, efeito sobre o
caramujo e estabilidade quando utilizada em campo. Alguns substancias isoladas de
plantas e com efeito moluscicida pertencem a grupos como cumarinas (26),
sesquiterpendides (27), saponinas (28), diterpendides (29) e ésteres de ingenol (30)
(Figura 11, p 22) (SANTOS, 1997).



Figura 11 - Substancias moluscicidas isoladas de plantas.
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2 EXPERIMENTAL
2.1 Condi¢cdes Experimentais: Reagentes, Solventes e Equipamentos
o Fases Estacionarias para Cromatografia

Para o preparo de colunas cromatograficas classicas utilizou-se como fases
estacionarias gel de silica 60, (70-230 Mesh) da Merck (Alemanha) e Sephadex LH-
20 da marca Pharmacia (Suécia).

Nas andlises comparativas através de cromatografia em camada delgada
(CCD), foram utilizadas placas cromatograficas de gel de silica 60 PF,s, da Merck.

o Solventes e Reagentes

Para fracionamento dos extratos, particbes, filtracbes e colunas
cromatograficas foram utilizados solventes de grau comercial, os quais foram
submetidos a destilacao fracionada no proprio laboratério.

A revelacéo das placas cromatograficas foi realizada através de luz UV com
comprimento de onda 254 e 365 nm, vapores de cristais de I, (lodo), solucdo acida
de sulfato cérico e reagente de Liebermann Burchard.

A solucao de sulfato cérico foi preparada através da dissolucdo de 0,3 g de
Ce(S0Oy)2 em 7 mL de H,SO,4, em seguida o volume foi completado para 100 mL com
agua destilada. O reagente de Liebermann Burchard foi preparado com 50,0 mL de
anidrido acético e 1,0 mL de acido sulfarico concentrado.

Solventes deuterados CDCIl3, CD3;0D, da marca Aldrich foram utilizados para

preparacéo das substancias destinadas a andlise de RMN *H e *C.

o Equipamentos

A concentracdo das solucdes dos extratos e fracbes foi efetuada em
evaporador rotativo tipo Blchler, sob pressdo reduzida. As solucdes contendo
pequeno
volume foram concentradas em capela de exaustdo. Os espectros de infravermelho

foram registrados em espectrofotdbmetro da marca Varian 660-IR/FT-IR
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Spectrometer, atravées da técnica de ATR, ja os espectros de RMN foram registrados
em espectrometro da marca Bruker 400 MHz. Os pontos de fusao foram realizados
em aparelho de ponto de fusdo Microquimica-MQAPF-301. As medidas de
absorbancia do ensaio anticolinesterasico foram realizadas em espectrofotometro de

microplaca Thermo Scientific — Multiskan Spectrum.

2.2 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

A espécie Terminalia catappa, foi coletada no municipio de Maceio, no
Campus A. C. Simdes da Universidade Federal de Alagoas, em janeiro de 2006,
sendo identificada pela botanica Rosario de Fatima de Almeida Rocha, do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS), da Universidade Federal de Alagoas. Um
exemplar do referido material encontra-se catalogado sob o numero 03805, no
Herbario Professor Honoério Monteiro (MUFAL), do Instituto de Ciéncias Biologicas e
da Saude (ICBS)/UFAL, sediado no Museu de Historia Natural.

2.3 Preparacdes dos Extratos e Fracdes de T. catappa L.

As folhas (2.200,0 g), cascas do caule (2.650,0 g), e madeira do caule
(5.100,0 g) separadamente, apdés secagem a temperatura ambiente e trituracdo
foram extraidos através de maceracdo com etanol 90 % a temperatura ambiente (25
+ 1 °C) por 3 vezes. Apés concentracao das solucdes, sob presséo reduzida em
evaporador rotativo, os extratos brutos resultantes das folhas (394,0 g; 17,9 %),
cascas do caule (398,5 g; 15,03 %) e madeira do caule (92,0 1,8 % g) foram
suspensos em uma solucdo de metanol e agua (3:1) e extraidos com n-hexano,
cloroféormio, acetato de etila e n-butanol. Ap6s a concentracdo das solucbes, sob
pressao reduzida em evaporador rotativo, foram obtidas as fracbes em n-hexano (n-
CsH14), cloroformio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt), n-butanol (n-BuOH) e agua
(Figuras 12, 13, 14, p 26, 27, 28).
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Figura 12 - Fluxograma de obtencéo do extrato etandlico bruto e fragdes das folhas

da espécie T. catappa L.

Folhas (Trituradas)
(2.200 g)

1. Maceracao com etanol
2. Concentracao

Extrato EtOH
(394 g); 17,9 %

1. MeOH:H,0 (3:1)
2. Hexano (5x 600mL)

Fracdo Hidroalcodlica

Fracdao em n-CgH;4
(58,0 g); 14,27 %

Cloroférmio (5x 500 mlL)

Fracdo em CHCl;
(25,2 g) 6,39 %

Fracao
Hidroalcodlica

Acetato de Etila
(5x 500 mL)

Fracdo Hidroalcodlica

Fracao em AcOEt
(83,9g) 21,29 %

n- Butanol (3x 300 mL)

*Fracdo em n-BuOH
(73,6g) 18,68 %

Fonte: (COSTA, 2010)

Liofilizacao

Fragao H,0
(43,8g) 11,11 %
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Figura 13 - Fluxograma de obtenc¢éo do extrato etandlico bruto e fra¢cdes das cascas

do caule da espécie T. catappa L.

Casca do Caule
(Trituradas)
(2.650,0 g)

1. Maceracao com etanol
2. Concentracao

Extrato EtOH

(398,5 g) 15,03 %

1. MeOH:H,0 (3:1)
2. Hexano (5x 600mL)

Fracdo Hidroalcodlica

Fracdo em n-CgH;4
(9,58) 2,38%

Cloroférmio (5x 500mL)

Fracdo em CHCl;
(1,5g)0,4%

Fracao
Hidroalcodlica

Acetato de Etila
(5x 500mL)

Fracdo Hidroalcodlica

n- Butanol (3x 400mL)

Fracao em n-BuOH
(48,0 g) 12,04 %

Fonte: (COSTA, 2010)

Fracao em AcOEt
(66,0 g) 16,56 %

Liofilizacao

Fragao H,0
(114,0 g) 28,60 %
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Figura 14. Fluxograma de obtencéo do extrato etandlico bruto e fragées da madeira

do caule da espécie T. catappa L.

Madeira do Caule

(Trituradas)
(5.100,0 g)

1. Macerag¢do com etanol
2. Concentragao

Extrato EtOH

(92,0 g) 1,80 %

1. MeOH:H,0 (3:1)
2. Hexano (5x 500 mL)

Fragdo Hidroalcodlica

Fracdao em n-CgH;4
(13,0g) 14,13 %

Cloroférmio (5x 600mL)

Fragcdo em CHCl;
(6,0g)

Fracao
Hidroalcodlica

Acetato de Etila
(5x 400mL)

Fragdo Hidroalcodlica

n- Butanol (3x 300 mL)

Fragao em n-BuOH
(22,34 g) 24,28 %

Fonte: Autora, 2010.

Fracao em AcOEt
(18,3 g) 19,89 %

Liofilizacao

Fragao H,0
(27,0 g) 29,34 %
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2.4 Fracionamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos de T. catappa

2.4.1 Folhas

As fragcdes em n-CgHi4, CHCI3; e AcOEt provenientes da particdo do extrato
bruto das folhas foram submetidas aos processos de purificacdo. Para as
separacbes por Cromatografia em Colunas (CC) foram utilizadas gel de silica,
Sephadex LH-20 e gel de silica C-18.

2.4.1.1 Fracdo em Hexano

A fracdo em hexano (n-CgHi4) das folhas de T. catappa (44,0 g) foi submetida
a fracionamento a vacuo em gel de silica (900 g). Utilizou-se como fase movel
hexano (n-CgHa4), cloroférmio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), 4

fracOes foram coletadas (Quadro 1).

Quadro 1 - Fracionamento em gel de silica da fragcdo em n-CgH14 das folhas.

Fracdes Eluicéo Massa; Rendimento
I N-CeHia 22,50; 51,13 %
I CHCI; 3,309;7.5%
1 AcOEt 12,5 g; 28,40 %
A\ MeOH 4,5 g; 10,22 %

Fonte: Autora, 2010.
A fracdo Il (12,5 g), foi submetida & cromatografia em coluna de gel de

silica (260 g) utilizando-se como eluentes n-CgHi14, CHCI3, MeOH e mistura destes
em grau crescente de polaridade, foram coletadas 120 fracbes as quais foram
agrupadas ap6s analise por CCDC em 14 grupos. O grupo (87-99; 5,4 g; 43,2 %) foi
submetido a cinco processos de separagao por cromatografias em coluna de gel de
silica até obtencdo de uma fracdo de cor branca, amorfo codificada como TCFH
(1,44 g) (Figura 15, p 30).

A fracdo TCFH (1,44 g) foi submetida a uma sequéncia de quatro colunas

cromatograficas em gel de silica, eluidas em n-CgH14, CHCI3, MeOH e misturas em
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gradiente crescente de polaridade. ApOs processos de cristalizacdo em etanol
forneceu duas substancias codificadas de TCFH-1 (80 mg) e TCFH-2 (100 mg) cuja
analise em CCD eluidas com o sistema de solvente CHCI3: MeOH (95:5) e revelados
com reagente de Lieberman-Burchard exibiu cor lil4s e rosa respectivamente (Figura
15).

Figura 15 - Fluxograma do isolamento dos constituintes quimicos da fragdo em
Hexano das folhas de T. catappa.

Fracdo em n-CgHy4
(44,0g)

Fracionamento em gel de silica

1. n-C¢H14; 2. CHCI5; 3. AcOEt; 4. Metanol
S T v

(22,5g) (3.38) (12,5g) (4,58)

Cromatografia em coluna de gel de silica

\ 4

120 fracoes

CCD

\ 4

14 grupos

!

(87-99; 5,4 g; 43,2 %)
5 Cromatografias em coluna de gel de silica;
TCFH (1,44 g)

1 4 Cromatografias em coluna de gel de silica; Cristalizacdo

Fonte: Autora, 2010.
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2.4.1.2 Fracao em Cloroférmio
A fracdo em CHCI; das folhas de T. catappa (16,28 g) foi submetida a
fracionamento a vacuo em gel de silica (330 g) e eluida com CHCI3, AcOEt e MeOH,

fornecendo trés fragdes (Quadro 2).

Quadro 2 - Fracionamento em gel de silica da fracdo em CHCI3 (16,28 g) das folhas.

FracOes Eluicdo Massa; Rendimento
-1 CHCl; 3,48 g; 21,37 %
-1 AcOEt 10,88g; 66,83 %
11-1 MeOH 1,74g; 10,68 %

Fonte: Autora, 2010.

A fragéo 11-1 (10,88 g) foi submetida a cromatografia em coluna com gel de
silica (250 g) utilizando como solvente n-CgHi4: CHCI3 7:3, CHCI3, AcOEt e MeOH.
Foram coletadas 4 fracdes (Quadro 3).

Quadro 3 - Fracionamento em gel de silica da fracéo I1-1 (10,88 g).

Fracdes Eluicéo Massa; Rendimento
-2 n-CeH14: CHCI3 7:3 1,2 9;11,02%
-2 CHCl3 5,009;459 %
-2 AcOEt 250;229%
V-2 MeOH 1509; 13,7 %

Fonte: Autora, 2010.

A fracao II-2 (5,0 g) foi direcionada para purificacdo por cromatografia em
coluna de gel de silica, as demais fracGes foram analisadas por CCD e mostraram-
se como misturas complexas com bastante pigmentos e ndo foram trabalhadas.

A fracao II-2 codificada de TCFC (5,0 g) foi submetida a cromatografia em gel
de silica (150 g), fornecendo 35 fracfes que apds analise por CCD permitiu reunir as
fracOes de 8 a 20 (1,7 g) e novamente submetidas a cromatografia em coluna de gel
de silica por quatro vezes, fornecendo ao final um material de cor branca amorfo
codificado TCFC-1 (120 mg) (Figura 16, p 32).
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Figura 16. Fluxograma do isolamento dos constituintes quimicos da fracdo em

cloroférmio das folhas de T. catappa.
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A fracdo TCFC-1 por analise em CCD eluida em CHCI3:MeOH 95:5 mostrou
dois pontos bastante proximos com Rfs de 0,35 e 0,25 e revelados com solugéo de
sulfato cérico exibiram cor lilas e marrom respectivamente. TCFC-1 (120 mg) foi
submetido a varios processos de purificacdo em coluna de gel de silica,
cromatografia Flash em coluna de silica e recristalizacdo mas, ndo foi possivel sua

purificagao.
2.4.1.3 Fracdo em Acetato de Etila

A fracdo em AcOEt (78,5 g), das folhas de T. catappa foi submetida a
fracionamento a vacuo em gel de silica (1500 g), utilizando como fase mével CHCls,
AcOEt, MeOH e mistura desses, em grau crescente de polaridade, obtendo-se 6

fracOes (Quadro 4).

Quadro 4 - Fracionamento em gel de silica da fragcdo AcOEt (78,5 g), das folhas.

Fracdes Eluicéo Massa; Rendimento
I CHClI3 : AcOEt 1:1 3,5 g; 4,45%
Il AcOEt 100 % 4,89;6,11 %
1] AcOEt : MeOH 9,5:5 2,50;3,18%
\Y, AcOEt : MeOH 8:2 6,7 g; 8,53 %
\Y AcOEt : MeOH 1:1 48,0 g; 61,14 %
VI MeOH 12,0 g; 15,28 %

Fonte: Autora, 2010.

A fracéo Il (AcOEt 100 %) (4,8 g) foi submetida a cromatografia em coluna
de gel de silica (100 g) utilizando misturas de n-CgH14, CHCIl3, ACOEt e MeOH com
solvente em ordem crescente de polaridade, fornecendo 25 fracbes. ApOs andlise
por CCD forneceram 3 grupos fracdes de 1-8 (0,8 g); 9-14 (2,5 g); 15-36 (0,6 Q)
(Figura 17, p 34).

A fracdo 9-14 (2,5 g), com coloracdo marrom e soluvel em metanol, foi
submetida a cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20 em metanol. Forneceu
18 fracbes, estas foram analisadas por CCD e reveladas em sulfato cérico,
fornecendo 4 grupos 1-3 (0,36 g), 4-12 (1,2 g), 13-15 (0,7 g) e 16-18 (0,2 g). O grupo
4-12 (1,2 g) foi codificado de TCFA. Os demais grupos quando analisados em CCD
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mostraram-se como misturas complexas e por estarem em pequenas quantidades
nao foram promissores para purificagao.

A fracdo TCFA (1,2 g) foi submetida a cromatografia de exclusdo em
Sephadex-LH 20 e eluida com metanol. Coletou-se um total de 40 fracdes de 10 mL
e apos cristalizacdo em etanol obteve-se a partir destas fragdes um material

cristalino de cor levemente amarelo codificado como TCFA1 (Figura 17).

Figura 17 - Fluxograma do fracionamento e purificacdo da fracdo em acetato de etila

das folhas de T. catappa.
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A fracdo V (AcOEt : MeOH 1:1) (48,0 g) (Figura 18, p 36) foi submetido a
processos de purificagdo, utilizou-se 15 g para cromatografia em coluna de gel de
silica (300 g) e como fase mdvel CHCI;:MeOH em grau crescente de polaridade.
Desta coluna foram recolhidos um total de 50 frag6es de 50 mL, que foram reunidas
posteriormente em 10 subfracdes (Quadro 5) apds andlise em CCD reveladas em

luz UV e vapores de iodo.

Quadro 5 - Cromatografia em coluna de gel de silica da fracdo fracdo V (AcOEt :
MeOH 1:1) (15,0 g) das folhas.

Fracdes Eluicéo Massa; Rendimento
1-2 CHCI3:MeOH 20 % 0,49;2,6%
3-7 CHCI3:MeOH 40 % 0,69;4%
8-9 CHCI3:MeOH 40 % 0,25 g; 1,66 %

10-15 CHCI3:MeOH 50 % 1,12 g; 7,46 %
16-21 CHCI3:MeOH 50 % 1,49;933%
22-25 CHCI3:MeOH 50 % 0,95 9; 6,33 %
26-34 CHCI3:MeOH 50 % 0,39;2%

35-40 CHCI3:MeOH 70 % 1,0 g; 6,66 %
41-45 CHCI3:MeOH 70 % 4,0 g; 26,66 %
45-50 MeOH 100 % 3,219; 21,4 %

Fonte: Autora, 2010.

A fracdo 10-15 (1,12 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel de
silica C-18 sob pressédo (20 g), eluida com os solventes agua; agua:MeOH 1:1 e
MeOH em gradiente decrescente de polaridade. Foram coletadas 3 fracbes de
aproximadamente 300 mL cada (Figura 18, p 36).

A fracdo recolhida da fase em agua (0,54 g) foi novamente submetida a
cromatografia em coluna de gel de silica C-18 (10 g), eluida com agua (fracdes 1-6),
agua:MeOH (1:1) (fracdo 7) e MeOH (fracdo 8) dessa coluna foram recolhidas 8
fracOGes (Figura 18, p 36).

A fracdo 1-6 foi codificada como TCFA 2 (0,2 g) que ap6s tratamento com
AcOEt e em seguida com MeOH levou a precipitacdo de um material amorfo de cor

amarela.



Figura 18 - Fluxograma do fracionamento e purificacdo da fragcdo em acetato de etila
das folhas de T. catappa.
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2.4.2 Casca do Caule

As fracbes polares (Acetato de Etila, Butanol e Agua) provenientes do
extrato bruto da casca mostratam-se de dificil purificagdo, pois ndo foi possivel a
solubilizagdo completa dessas em solventes organicos.

A fracdo em cloroféormio ndo foi destinada a purificacdo devido a um baixo
rendimento (1,5 g). Somente a fracdo em hexano foi destinada para purificacéo.

2.4.2.1 Fracdo em Hexano

A fracdo em n-Cg¢Hi4 (5,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna de gel
de silica (120 g) utilizando como solventes, n-CgH14, CHCI3, ACOEt, MeOH e mistura
dos mesmos em gradiente de ordem crescente de polaridade.

Foram coletadas 27 fracbes de 50 mL cada, as fracdes 1-4 (0,3 g) foram
reunidas apos andlise por CCD, eluidas com AcOEt:MeOH 5%, e reveladas em
solucdo de sulfato cérico, mostrou os dois pontos com o mesmo Rf do composto
TCFC-1. As demais fracbes 5-27 (3,97 g) foram analisadas em CCD e mostraram

misturas complexas e bastante impuras, ndo foram purificadas.

2.4.3 Madeira do Caule

2.4.3.1 Fragdo em Hexano

A fracdo em Hexano (12,0 g) foi submetida a fracionamento cromatogréfico
em coluna a vacuo de gel de silica (250 g) e eluida em gradiente crescente de
polaridade n-CgH14, CHCIl3, MeOH e mistura dos mesmos, forneceu 75 fracées que
foram recolhidas com um volume médio de 150 mL para cada fracdo (Quadro 6).

As fracdes 36 a 39 apOs evaporacdo do solvente em capela de exaustéo
forneceram cristais brancos em forma de agulhas, foram reunidas apés analise em
CCD usando solucéo de sulfato cérico como revelador, mostrou um ponto de cor
marrom. As demais fracBes foram analisadas por CCD e demonstraram misturas
complexas. A fracdo 36-39 (0,3 g) foi codificada como TCMH-1 (Figura 19, p 39).



Quadro 6 - Fracionamento cromatografico

caule de T. catappa.
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da fragdo em hexano da madeira do

FracOes Eluicdo
1-6 n-CsHi4 100 %
7-8 N-CeH14:CHCl3 5 %
9-13 n-CgH14:CHCI3 10 %
14-31 n-CgH14:CHCI3 20 %
32-40 n-CgH14:CHCI3 30 %
41 n-CgH14:CHCI3 40 %
42-49 n-CgH14:CHCI3 1:1
50-53 CHCI3100 %
54-61 CHCI3:MeOH 5 %
62-63 CHCI3:MeOH 10 %
64-68 CHCI3:MeOH 30 %
69-74 CHCI3:MeOH 50 %
75 MeOH 100 %

Fonte: Autora, 2010.
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Figura 19 - Fluxograma do fracionamento e purificagdo da fragdo Hexano da

madeira do caule.
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2.5 Avaliagcao do Efeito Antidiabético

Os ensaios para a avaliacdo do efeito antidiabético foram realizados em
colaboracdo com a Profa. Dra. Eurica Adélia Nogueira Ribeiro do Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular da Escola de Enfermagem e Farméacia (ESENFAR) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus variedade albinus), machos,
adultos, sadios da linhagem Wistar, pesando entre 190 e 270 g, procedentes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas.

Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas coletivas, com dois
ou quatro animais por gaiolas, mantidos em fotoperiodo de 12 horas de claro e
escuro, ruidos minimos, temperatura ambiente 21+1°C e umidade mantida por ar
condicionado. Os animais foram alimentados com racdo balanceada (Nuvilab) e
agua “ad libitum”. Antes do inicio do experimento 0s animais passaram por um

periodo de adaptacao de sete dias.

o Inducé&o da Diabetes Melito Experimental

Para a realizacdo dos ensaios farmacologicos in vivo 0os animais foram
pesados isoladamente e aqueles com peso corporal conforme o protocolo foram
selecionados, identificados individualmente e divididos em quatro grupos de cinco
animais.

e Grupo 1. Nao-diabético controle (GC);
e Grupo 2: Diabético ndo tratado (DN);
e Grupo 3: Diabético tratado com insulina (DH)

e Grupo 4: Diabético tratado com extrato (DE).

O diabetes experimental foi induzido pela administracdo de Aloxana
monoidratada (Sigma — Aldrich) diluida em solucéo salina 0,9 % a uma dose de 40
mg/Kg de peso corporal. A droga foi administrada por via intravenosa, a partir da

veia ventral peniana. O animal foi levemente anestesiado por inalagéo de éter etilico
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para a inoculagdo da droga. A administracdo da droga foi realizada apds 12 horas da
retirada do suprimento alimentar dos animais.

No sétimo dia apds a administracdo da aloxana verificou-se a glicemia dos
animais em jejum. Todos o0s animais que apresentaram glicemia iguais ou acima de
190 mg/dL foram considerados diabéticos. Em seguida os Grupos 2, 3 e 4
receberam algum tipo de tratamento durante 15 dias, com administracdo sempre no
mesmo horario.

A administracdo nos animais do Grupo 2 (DN) e Grupo 4 (DE) foi realizada
por via oral (0,2 mL de solugdo por animal) através da técnica de gavagem. Os
Animais do Grupo 2 (DN) receberam solucao salina 0,9 %. Grupo 4 (DE) receberam
tratamento com extrato etandlico da casca do caule de T. catappa na dose de 200
mg/kg solubilizado em agua.

Os animais do Grupo 3 (DH) receberam a insulina por via intraperitonial.
Todos os animais foram pesados semanalmente para adequacéo da dose durante o
tratamento e acompanhamento da evolucdo clinica. Ao final do periodo de
tratamento, os animais, em jejum, tiveram a glicemia novamente verificada. Os
animais foram sacrificados com anestesia de tiopental sédico.

Os valores das glicemias foram apresentados como meédias + erro padrdo da
média (e.p.m). As diferencas estatisticas entre o tratamento e os controles foram
testados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey.
Toda a andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico Graph-Pad
Prism 3.0.

2.6 Quantificacdo de Fendis Totais — Método de Folin-Ciocalteu (FCR)

A determinacédo do teor de fendis totais presentes nas amostras dos extratos
de T. catappa foi realizada por meio de espectrofotometria de absorcdo na regiao do
visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu com modificacbes (SOUSA et al.,
2007). Os extratos da folha, casca do caule e madeira do caule (10 mg) foram
solubilizados em metanol com um volume final de 10 mL. Uma aliquota de 7,5 mL
desta solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL; esta segunda
solucéo teve seu volume acertado novamente com metanol. Uma aliquota de 100 L

desta ultima solucao foi agitada com 500 uL do reagente de Folin- Ciocalteu e 6 mL
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de agua destilada por 1 min; passado este tempo foram adicionados 2 mL de
Na,CO3 a 20% e a solucao foi agitada por 30 s. A solucao teve seu volume acertado
para 5 mL com agua destilada. Apés 2 h, a absorvancia das amostras foi medida a
750 nm utilizando-se cubetas de vidro, tendo como “branco” o metanol e todos os

reagentes.

O teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorvancia
das amostras contra uma curva de calibracdo construida com padrdes de &cido
galico (20 a 380 ug/mL) e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido
galico) por g de extrato. A Equacédo da curva de calibracdo do acido galico foi C
=0,001A - 0,0194, sendo C a concentracao do acido galico, A é a absorvancia a 750
nm e o coeficiente de correlacdo R = 0,9918. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

2.7 Avaliagcao da Atividade Antioxidante

Os ensaios para avaliagdo da atividade antioxidante foram realizados em
colaboracdo com o Prof. Dr. Charles dos Santos Estevam do Laboratério de
Bioquimica e Quimica de Produtos Naturais (LBPN) da Universidade Federal de
Sergipe (UFS).

2.7.1 Atividade sequestrante de radical DPPH

o Andlise quantitativa da atividade antioxidante

A atividade sequestrante de radical DPPH (2,2 difenil-1-picril hidrazil) foi
determinada de acordo com metodologia descrita por Sousa et al., 2007 e
Solerivas, 2000 com modificagdes. O consumo do radical livre DPPH pelas
amostras foi monitorado através da medida do decréscimo das absorvancias das
solucdes em diferentes concentracdes (BRAND-WILLIAMS et al.,, 1995). As
medidas foram realizadas em um espectrofotémetro (UV-BEL Photonics 1105), no

comprimento de onda de 515 nm, tendo como controle positivo o acido galico.
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o Curva de calibracdo do DPPH

Foram preparados 75 mL de solucdo estoque de DPPH em metanol na
concentragao de 40 pg/mL, mantida sob refrigeracéo e protegida da luz. As diluicdes
foram de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 pg/mL. A curva de calibracdo foi construida a
partir dos valores da absorvancia a 515 nm com todas as solu¢gdes medidas em
cubetas de vidro, com percurso 6ptico de 1 cm e tendo como branco o metanol. As
medidas foram efetuadas em triplicata em intervalos de 1 min entre cada leitura. A
equagdo da curva de calibragdo do DPPH foi C=110,547-0,02804A, onde C
corresponde a concentracdo do DPPH no meio, A é a absorvancia medida no
comprimento de onda de 515 nm e o coeficiente de correlacdo R=0,9983.

° Leitura das medidas de absorvancia nas amostras

A solucdo estoque dos extratos (500 pg/mL) etandlico bruto de Terminalia
catappa L. das folhas, casca do caule e madeira do caule, foram diluidas para as
concentragbes de 5, 10, 15, 20, 25, e 30 pg/mL. A medida da absorvancia das
misturas reacionais (0,3 mL da solu¢cdo da amostra ou do controle positivo e 2,7 mL
da solucédo estoque de DPPH na concentracao de 40 ug/mL) foi realizada a 515 nm,
no 1° 5° e 10° min até completar 60 min. A solucdo metandlica do extrato foi
utilizada como branco. A partir da equacao da curva de calibracdo e dos valores de
absorvancia nos tempos avaliados até 60 min para cada concentracao testada foram
determinados os percentuais de DPPH remanescentes, calculados de acordo com
Brand-Willians et al. (1995), conforme a equacdo: %DPPHREM =
[DPPH]T/[DPPH]To x 100, onde [DPPH]T corresponde a concentracdo de DPPH no

meio, apés a reacdo com extrato, e [DPPH]To a concentracgdo inicial de DPPH.

A quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao
inicial de DPPH em 50% (ICso) foi calculada plotando o %DPPH REM no tempo de
10 min em oposicdo as concentracdes do extrato. Os resultados foram expressos
em pg/mL + desvio-padrédo. A absorvancias em todas as concentracoes testadas no
tempo de 10 min foram convertidas em percentual de inibicdo (IP) determinado (a)

pela equacdo: IP={[Abscontrole-(Absamostra-Absbranco)]x100}/Abscontrole,
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onde Abscontrole € a absorvancia inicial da solugdo metandlica de DPPH e
Absamostra é a absorvancia da mistura reacional (DPPH + amostra). Os resultados
foram expressos em % de inibicdo e correspondem a média de trés repeticdes (n=3)
+ desvio-padrdo da média. Os valores encontrados foram submetidos a ANOVA
seguido pelo teste de Tukey. Todas as andlises foram realizadas utilizando o

programa GraphPad Prism, verséo 5.0.

2.7.2 Ensaio TBARS (Substancias Reativas do Acido Tiobarbitdrico)
Para o ensaio TBARS foram utilizados os seguintes reagentes:

= 2-carboxi-2,5,7,8-tetrametil-6-cromanol - TROLOX
= 2,2’-azobis(2-amidinopropano) — AAPH

= Acido Tiobarbittrico — TBA

= Acido Tricloroacético — TCA

O ensaio TBARS foi estimado pela quantificacdo da peroxidacéo lipidica
induzida por geradores de radicais livres em gema de ovo usada como substrato rico
em lipideos.

A gema do ovo foi homogeneizada 1% (v/v) em tampéao fosfato (PBS) (pH
7,4). 1 uL do homogenato foi acrescido de 100 pL dos extratos etanodlicos das folhas,
casca do caule e madeira do caule ou controles positivos em diferentes
concentragoes (5, 50, 100, 150 e 200 pg/mL).

Para a inducdo da peroxidacao lipidica foram adicionados 100 pL da solugéo
de AAPH (0,17 M). Foram utilizados como antioxidante de referéncia (controles
positivos) o TROLOX e o acido gélico. A etapa reacional ocorreu por 30 min por
37°C. Apos o aquecimento 500 uL das amostras foram centrifugados com 500 uL de
TCA (15%) por 2000 g por 10 min. Uma aliquota de 500 pyL do sobrenadante foi
misturado com 500 pL de TBA (0,67%) e aquecido a 95°C por 30 min. Ap6s o
aquecimento a absorvancia das amostras foi medida em espectrofotbmetro a 532

nm. Os resultados foram expressos em porcentagem da atividade antioxidante.
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2.8 Avaliacao da Atividade Anticolinesterasica

Os ensaios qualitativo (CCD) e quantitativo (Microplaca) para avaliagdo do
potencial inibitério da acetilcolinesterase foi realizado utilizando o método de Eliman
com modificacdes (TREVISAN et al., 2003; RHEE et al., 2003; NINO et al., 2006).
Os experimentos foram realizado no Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN) do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL).

o Ensaio em Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para os ensaios anticolinesterasicos qualitativo em CCD foram preparadas

as seguintes solugoes:

e Tampao A: 50 mM de tampéao Tris-HCIl em pH 8,0.

e 1 mM de lodeto de acetiltiocolina (ATCI - Sigma) solubilizado em
agua desionizada.

e 1 mM de acido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB ou reagente de
Ellman - Sigma).

e Enzima acetilcolinesterase: Acetilcolinesterase (p6 liofilizado
contendo 1,18 mg; 426 U/mg de solido - Sigma) A enzima foi
solubilizada no tampdo A para obtencdo de uma solucdo estoque
502, 68 U/mL. Em seguida diluida novamente com o tampao A para
obter uma solucdo final a 3 U/mL concentracdo necessaria para
realizacdo do ensaio em CCD.

e Amostra: solucéo dos extratos e fracées das folhas, madeira do caule
e casca do caule de T. catappa, solubilizadas em metanol ou mistura
de metanol:cloroférmio (1:1) para uma concentracdo de 3 mg/mL.

e Controle: cumarina na concentragcdo de 2mg/mL solubilizada em

metanol.
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As amostras e o controle (2,5 uL) foram aplicados em cromatoplacas DC-
Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm (Merck). Em seguida a placa foi levada para
capela de exaustédo para evaporacao por completo do solvente.

Borrifou-se a placa com uma solugéo de DTNB e ATCI (1:1), que foi mantida
em repouso por um periodo de 3 minutos. Apds secar borrifou-se com a solugéo da
enzima acetilcolinesterase. Esperou-se por um periodo de 10 minutos para que a
placa desenvolvesse uma coloragédo amarela. Nos extratos que inibiram a enzima e
no controle, observou-se a formagcdo de um halo branco. Em 20 — 30 minutos a

coloracéo desapareceu.

o Ensaio em microplaca

Para os ensaios da atividade anticolinesterase em microplacas foram
preparadas as seguintes solucdes:

e Tampao A: 50 mM de tampéao Tris-HCIl em pH 8,0.

e Tampao B: 50 mM Tris-HCIl em pH 8,0, contendo 0,1 % de albumina
bovina sérica (BSA).

e Substrato: 15 mM de iodeto de acetiltiocolina (ATCI) (Sigma)
solubilizado em agua desionizada.

e Reagente de Ellman: 3mM de acido 5,5-ditiobis-[2-
nitrobenzdico](DTNB-Sigma) dissolvido no tampao A.

e Enzima: Acetilcolinesterase (po liofilizado contendo 1,18 mg; 426
U/mg de solido - Sigma). A enzima foi inicialmente dissolvida no
tampédo A para obtencdo de uma solucdo estoque 502,68 U/mL. Em
seguida esta solucéo foi diluida no tampé&o B para a obtencao de uma
solucdo final a 0,2 U/mL, concentracdo necessaria para realizacao do
ensaio em microplaca.

e Amostra: Extratos e fracdes de T. catappa, solubilizados em metanol
para produzir uma solucdo estoque de 3 mg/mL. Em seguida essa
solucdo foi diluida 10 vezes com o tampao A.

e Controle positivo: 2 mM de carbaril dissolvido em metanol.

e Branco: metanol a 10 % com o tampéao A.
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Para a reacdo enzimatica no ensaio em microplaca utilizou-se
espectrofotometro Thermo Scientific - Multiskan Spectrum. Os ensaios foram
realizados em quadruplicata. Em cada poco da placa foi adicionado 125 ulL de
DTNB; 50 uL de tampéo B; 25 uL da amostra ou branco ou controle positivo e 25 uL
da enzima acetilcolinesterase 0,2 U/mL. Em seguida a velocidade da reacao
enzimatica foi medida 10 vezes a cada 13 segundos. Apés este periodo adicionou-
se 25 uL do substrato ATCI, e a absorvancia foi novamente medida por 10 vezes a
cada 13 segundos. Antes de cada leitura a placa foi levemente agitada por 10
segundos.

ApoOs a leitura espectrométrica, a velocidade da reacdo antes de adicionar o
substrato foi subtraida da velocidade de reacdo depois da adicdo do substrato. A
porcentagem de inibicdo das amostras foi calculada por comparacédo com a inibicao
observada no branco (10 % de metanol em tampéao A).

A atividade enziméatica foi calculada através da formula:

Z/m=(DA.V.1000)/(e.d.Dt.v.p)

Em que:
AA = variacao de absorvancia AA | At= coeficiente linear (b da reta)
V = volume do ensaio em L V=25.10"L
e = coeficiente de absor¢cédo do anion formado e = 1,36 mmol-1mm-1
d = caminho éptico em mm v=25.10"L
At = variacdo do tempo em min. p = 0,0005164 g/L
v = volume da amostra utilizado no ensaio d =10 mm

p = concentracdo da amostra enzimatica
utilizada no ensaio em g/L

2.9 Avaliacdo da Atividade Moluscicida

Os ensaios para avaliacdo da atividade moluscicida foram realizados no
Laboratério de Bioensaios, pertencente ao Laboratorio de Pesquisa em Recursos
Naturais (LPQRN) do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL).

Os testes de atividade moluscicida foram realizados com os caramujos da
espécie Biomphalaria glabrata Say na fase adulta, criados em laboratério e

descendentes de exemplares, néo infectados por trematédeos, originarios da regiao
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de Barreiro de Cima, zona periférica de Belo Horizonte, Minas Gerais. Essa
populacéo caracteriza-se por possuir 5 % de exemplares albinos (SANTOS, 2005).

Os caramujos foram mantidos em aquarios de vidro, a temperatura de 25
+1°C, sistema de &gua corrente e desclorada, com uma mistura de terra, areia e
carbonato de célcio. Como alimentos recebiam alfaces frescas e racdo para peixe.

Os ensaios biolégicos para avaliacdo da atividade moluscicida consistiram
na imersdo do caramujo em solu¢des aquosas a 0,1 % de dimetilsulféxido (DMSO)
dos extratos etandlico e fracdes das folhas, casca e madeira do caule sob
investigacdo nas concentragdes apropriadas (SANTOS E SANT’ANA, 1999).

No bioensaio preliminar foram utilizados 5 caramujos por concentragédo, a
solucdo teste para cada extrato vegetal foi preparada a 100 pug/mL.

Dois conjuntos de controle foram usados visando verificar a suscetibilidade
dos caramujos, um positivo com Niclosamida a 3 ug/mL e um negativo somente com
agua desclorada a 0,1 % de DMSO. O tempo de exposicdo destes organismos foi de
24 horas e o de observacéo 72 horas, com leitura e troca de agua a cada 24 horas,
além da remocdo dos exemplares mortos. Durante o periodo de observacao foi
fornecido alface para os caramujos.

A morte dos caramujos foi indicada pela descoloracdo, auséncia de
contracdes musculares, hemorragia e deterioracdo dos tecidos do corpo. Apenas foi
submetido ao teste apurado o extrato vegetal que promoveu no minimo 40% de
mortalidade a 100 ug/mL. Os valores de concentracao letal (CLgo, CLso € CLjo) foram
estatisticamente calculados, através da analise de regressédo linear, utilizando o

programa Probit.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estudo Fitoquimico

ApoOs a triagem das atividades biolégicas dos extratos etandlicos as fragfes
foram destinada para os processos de purificagcdo. No entanto, durante o processo
de separacdo observou-se que as fracBes provenientes do extrato etandlico da
casca do caule eram muito polares e complexas e os processos de separagdo nao
foram eficientes.

O estudo fitoquimico dos extratos da folha e madeira do caule resultou, até o
momento, no isolamento de quatro substancias um triterpeno, um acido fendlico e
dois fitoesteréides que foram codificadas de acordo com a parte da planta estudada
(F = folhas), (M = madeira) e dos solventes utilizados para obtencéo das fracdes (H
= Hexano, A = Acetato de Etila).

De acordo com analise em CCD utilizando reagente de Liebermann
Burchard e espectroscopia na regido de comprimento de onda do infravermelho, que
revelou bandas de estiramente para grupos hidroxila e carbonila em 3400 cm™ e
1670 cm™ respectivamente, (Figura 20) sugere-se que o composto codificado
TCFH-1 seja da classe triterpénica. Novas analises de RMN unidimensional e

bidimensional estdo sendo realizadas para elucidacéo estrutural dessa substancia.

Figura 20 - Espectro na regido do infravermelho da substancia codificada TCFH-1.
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3.2 Identificagao e Determinagé&o Estrutural

3.2.1 Identificagéo Estrutural da Substancia Codificada como TCFH-2

A substancia TCFH-2 foi isolada como um sélido de cor branca, ponto de
fusdo 320 - 325 °C. O espectro na regido de comprimento de onda do infravermelho
revelou a presenca de bandas de estiramento para grupos hidroxila em 3400 cm™ e
estiramento C-O da carbonila carboxilica em 1690 cm™ (Figura 21, p 52)
(SILVERSTEIN et al., 2007).

A anélise do espectro de RMN 'H, obtido a 400 MHz em CDCl5:CD3s0D (3:1)
(figura 22, p 54), mostrou sinais de prétons metilicos entre 0,53 e 1,10. Em 6 3,13
(m) foi registrado um sinal na forma de multipleto atribuido ao hidrogénio do grupo
metileno, este sinal indica a presenca de acoplamento geminal dos hidrogénios
diasteorotopicos C-23. Sinais em & 3,28 (d) e ® 3,50 s&o relativos aos hidrogénios
carbinolicos H-3 e H-2, respectivamente. Em & 5,02 observa-se um simpleto largo,
relativo ao hidrogénio olefinico H-12.

A andlise comparativa dos espectros de *C e DEPT 135° (figuras 23 e 24,
p 56 e 57) obtidos para TCFH-2 permitiu identificar sinais referentes a trinta atomos
de carbono, sendo seis carbonos metilicos (6 12,74; 16,70; 16,76; 16,87; 20,89;
23,28) nove carbonos metilénicos (6 17,95; 23,15; 24,01; 27,79; 30,49; 32,29; 36,67,
46,12; 67,14;), oito carbonos metinicos (& 38,78; 38,94; 47,27; 47,65; 52,68; 68,26;
78,29; 125,07) e sete carbonos nao hidrogenados (& 37,73; 39,32; 42,52; 42,99;
138,21, 180,65).

O valor de deslocamento quimico em & 180,65 sugere a presenca de uma
carbonila do grupo acido que foi atribuido ao carbono na posicao C-28. Os sinais em
0 68,26; 78,29 e 67,14 indicam a presenca dos carbonos carbindlicos que podem ser
atribuidos aos carbonos C-2, C-3 e C-23 e os sinais em d 125,07 e 138,21 indicam a
existéncia de uma ligacdo dupla trisubstituida. O espectro de RMN HSQC permitiu
observar as correlacées diretas C-H, o espectro de COSY mostrou as correlacdes
entre os hidrogénios que estdo acoplados por %3] (acoplamentos geminais e
vicinais). A analise do espectro de HMBC (correlacdo H-C a longa distancia) foi
responsavel pela unido dos fragmentos definidos pela analise do espectro de COSY,
devido as interagbes observadas entre atomos de carbono ndo hidrogenados
(Figuras 25, 26 e 27, p 58, 59 e 60) e (Tabela 01, p 53).
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Com base nos dados apresentados e andlise completa das informacdes
espectrais, comparados com os dados registrados na literatura (JUNGES et al.,
2000; AGUIRRES et al., 2006), atribui-se a estrutura da substancia TCFH-2 como
sendo um triterpendide do grupo ursano, conhecido como acido asiatico.

O acido asiatico possui diversas atividades farmacoldgicas como a inibicéo
de biofilmes provocados por bactérias como a Pseudomonas aeruginosa que
causam infeccdo das vias aéreas e é responsavel pela morte de varios pacientes
com fibrose cistica (GAO et al., 2007), possui atividade hepatoprotetora (JEONG et
al 2007). Estudos in vivo e in vitro comprovaram que o acido asiatico aumenta a
sintese de acetilcolina (KIM et al., 2004). Derivados do acido asiatico demonstraram
efeito neuroprotetor contra a toxicidade induzida por beta-amil6ide, um peptideo
associado a Doenca de Alzheimer (JEW SANG-SUP et al., 2000).

Varios estudos sugerem que o0 acido asiatico possui atividade citotoxica.
Coldren et al., (2003) demonstraram que o acido asiatico tem atividade citotoxica em
fibroblastos. Diversos grupos mostraram que essa molécula induz a apoptose e a
paralisacéo do ciclo celular em diferentes tipos de cancer (QIAN et al., 1982; BABU
et al., 1995; CHO et al., 2006; HSU et al., 2006; PARK et al., 2007).

Figura 21 - Espectro na regido do infravermelho da substancia TCFH-2.
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Tabela 1 - Dados de RMN *H, **C, HSQC, COSY e HMBC para a amostra TCFH-2.

Valores de deslocamento quimico em ppm, solvente CDCl3:CD3;OD 3:1.

TCFH-2 (CDCl;:CDsOD)

C 5Ch S5 H! COSY HMBC

1 46,12 1,77/0,72 1,77 (0,72)

2 68,26 3,50 sl 3,50 (1,77; 0,72; 3,28) 0,72

3 78,29 3,28d

4 42 52 3,28; 0,54

5 47,65 0,96 0,96 (1,19) 0,80; 0,53; 1,77
6 17,95 1,19 1,19 (0,96) 1,75

7 32,29 1,34/1,10 0,59

8 39,32 0,59; 0,88;1,39
9 47,27 1,39 0,80; 0,59; 5,02
10 37,73 0,72; 1,39
11 23,15 0,71/1,74 1,74 (1,39; 0,71)

12 125,07 5,02 sl 5,02 (1,74; 1,97) 1,97; 1,74
13 138,21 1,74; 1,97
14 42,99

15 27,79 1,65/0,89 1,65(0,89) 0,88;

16 24,01 1,79/1,44 1,97

17 42,99

18 52,68 1,97 1,97 (0,64) 0,64; 5,02
19 38,94 1,13 1,13 (0,64) 0,64; 0,73; 1,97
20 38,78 0,81 0,73

21 30,49 1,10/1,28 1,10 (0,73) 0,73

22 36,67 1,46/1,40

23 67,14 3,13/3,08 m 3,13 (3,08)

24 12,74 0,54

25 16,70 0,59

26 16,87 0,80

27 23,28 0,88

28 180,65 1,79; 1,97
29 16,76 0,64

30 20,89 0,73

Fonte: Autora, 2010.
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Figura 22 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCI3/CDsOD 3:1) da substancia TCFH-2.
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Figura 22a - Expansao do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls/CD;0D 3:1) da substancia TCFH-2.
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Figura 23 - Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls/CDs0D 3:1) da substancia TCFH-2.
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Figura 24 - Espectro de RMN DEPT 135° *3C (100 MHz, CDCIs/CDsOD 3:1) da substancia TCFH-2.
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Figura 25 - Espectro de RMN 2D COSY de TCFH-2 em CDCI3/CD3s0D 3:1.

[]
A
J TCEH.2 -
-
- = u g o - -
-] " ' |
™ o+
— od
-u B
i e B
SN I g = o’ -
- — =
e
1] -
<] - . = yEy - |
—
I T T T | T T T I T T T I T T T I —
8 6 4 2 F2 [ppm]

Fonte: Autora, 2010.



Figura 26 - Espectro de RMN 2D HSQC de TCFH-2 em CDCI3/CDs;0OD 3:1.
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Figura 27 - Espectro de RMN 2D HMBC de TCFH-2 em CDCI3/CD30D 3:1.
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3.2.2 Identificagéo Estrutural da Substancia Codificada como TCFA-1

A substancia TCFA-1 foi isolada como cristais de cor branca, ponto de fusao
240° C (metanol). O espectro na regidao de comprimento de onda do infravermelho
(Figura 28, p 63), revelou a presenca de bandas de absorcdo de estiramento e
deformacéo caracteristico de sistemas aroméaticos 1,3,4,5 tetrasubstituido (1623, 1548,
1455, 867 cm™), grupo carboxila (1700 e 3151 cm™), grupos hidroxila de fenol (3477
cm™) e estiramento C-O de fenol (1273 e 1044 cm™) (SILVERSTEIN et al., 1998).

O espectro de RMN 'H em CD3;0OD a 400 MHz (Figura 29, p 64) revelou a
presenca de apenas um simpleto em & 7,07, valor de deslocamento quimico
caracteristico para atomos de hidrogénio em anel aromatico (SILVERSTEIN et al.,
1998).

A anélise do espectro de RMN **C (Figura 30, p 65) em CDsOD 100 MHz da
substancia indicou a presenca de apenas cinco sinais. Sendo que quatro desses sinais
apresentaram valores de deslocamento quimico compativeis com carbonos em um
sistema aromatico (6 109,93; 121,54; 139,20; 145,99). O quinto sinal, com
deslocamento quimico & 170,03 foi atribuido a um carbono de grupo carboxila, como
evidenciado no espectro na regido do infravermelho (SILVERSTEIN et al., 1998)
(Tabela 02, p 62).

Com base nos dados observados nos espectros de RMN de 'H e **C para a
substancia TCFA-1 associados a analise comparativa com os dados descritos na
literatura (ALMEIDA et al.,, 2005; ALVES et al., 2007) propomos para TCFA-1 a
estrutura do Acido 3,4,5 triidroxibenzéico conhecido como &cido galico.

O 4cido gélico pode existir na forma livre ou ligado como galoil. E de ocorréncia
comum em chas, vinhos vermelhos, frutas e em varias plantas medicinais. Estudos
comprovam diversas atividades biologicas relacionada ao acido géalico como
antiinflamatéria, anti-mutagénica, anticancerigena, antioxidante, antimicrobiana,
tripanocida e hepatoprotetora (CHYAU, et al., 2006; ANAND et al., 1997; SOONG et al.,
2006; ESTEVAM, 2006; LONGHINI, 2006).

Além das atividades biolGgicas, o acido galico tem sido usado como produto de
partida, originando diversos derivados com importantes ac¢des farmacologicas, tais

como anticarcinogénica, analgésica, antioxidante e antimalarico (NEGI et al., 2005;
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KROGH et al.,, 2000). O &cido galico possui atividade analgésica comparada ou
superior a substancias como o acido acetilsalicilico e paracetamol (KROGH et al.,
2000).

TCFA-1

HO OH

OH

Tabela 2 - Resultados experimentais de RMN (**C: 100 MHz, CDs;OD) da substancia
TCFA-1 e do acido galico (ALMEIDA et al., 2005).

Experimental Literatura
CD30OD CDsOD
Carbono TCFA-1 Acido galico

1 121,54 120,70
2 109,93 109,70
3 145,99 145,10
4 139,20 138,30
5 145,99 145,10
6 109,93 109,10
7 170,03 169,10

Fonte: Autora, 2010.
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Figura 28 - Espectro na regiao do infravermelho (ATR) da substancia TCFA-1
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) da substancia TCFA-1.
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Figura 30. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDsOD) da substancia TCFA-1.
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3.2.3 Identificagédo Estrutural das Substancias Codificadas como TCMH-1a e TCMH-1b

As substancias TCMH-1a e TCMH-1b, em mistura, foram obtidos como cristais
na forma de agulhas, branco e ponto de fusdo 133,5-136,5 °C (etanol). O espectro
obtido na regido de comprimento de onda do infravermelho revelou a presenca de
bandas de estiramento para grupos hidroxila em 3426 cm™, sistema alifatico 2937 cm™,
ligacdo olefinica em 1663 cm™, estiramento C-O em 1047 cm™, além de banda de
deformacéo do esqueleto carbdnico olefinico em 1462 e 1376 cm™ (Figura 31, p 67)
(SILVERSTEIN et al., 1998).

O espectro de RMN 'H em CDCIl; (Figuras 32, 32a, p 68 e 69) permitiu
reconhecer valores de deslocamento quimico correspondentes a varios grupos metilas
(sinais entre 6 0,7 e & 1,0), multiplos sinais entre & 1,0 e & 2,0 que podem ser atribuidos
a grupos metilénicos. Um multipleto em & 3,53 (H-3) referente a hidrogénios
hidroximetinicos, sinais compativeis com a presenca de hidrogénios olefinicos em &
5,36 (H-6), & 5,12 (H-22) e & 5,05 (H-23). Todos esses sinais sugerem a presenca de
fitoesterdides (MACARI et al., 1990; BORGES, 2006).

A anélise dos dados obtidos dos espectros de RMN **C e DEPT 135° e DEPT
90° das substancias TCMH-1la e TCMH-1b (Figuras 33, 33a, 34 e 35, p 70 - 73)
revelou a presenca de vinte e nove sinais de atomos de carbonos, dentre esses trés
nao hidrogenados (C), onze monoidrogenados (CH), onze diidrogenados (CH3) e seis
triidrogenados (CHs). No espectro de RMN *3C a presenca de esteréides também foi
confirmada devido aos sinais & 140,75 e 6 121,74 (C-5 e C-6) de uma ligacédo dupla
trissubstituida & 140,75; & 121,74 (C-5 e C-6) e d 138,36 e & 129,25 (C-22 e C-23).
Além da presenca de um sinal com deslocamento em & 71,81 que confirma a presenca
do carbono oxigenado (C-3) (MACARI et al., 1990.)

Através das comparacfes dos dados espectrais obtidos (Tabela 3, p 74)
juntamente com os descritos na literatura (MACARI et al., 1990) foi possivel identificar
as substancias TCMH-la e TCMH-1b, respectivamente, como sendo sendo o0s
fitoesterdides conhecidos como sitosterol (estimasta-5-en-3p-ol) e estigmasterol (5,22-
estimastadien-33-ol).

Diversas atividades biolégicas sdo atribuidas ao sitosterol como antitumoral,

efeito hiperlipoproteinemia, inibindo a absor¢cdo do colesterol. A atividade
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antinociceptiva esta associada ao sitosterol e estigmasterol (HESS, 1995; SANTOS,
1995).

TCMH-1a

Figura 31 - Espectro na regido do infravermelho das substancias TCMH-1a e TCMH-1b

obtido através da técnida de ATR.
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Fonte: Autora, 2010.
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Figura 32 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) das substancias TCMH-1a e TCMH1b.
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Figura 32a - Expanséo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl3) das substancias TCMH-1a e TCMH-1b
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Figura 33 - Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) das substancias TCMH-1a e TCMH-1b
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Figura 33a - Expans&o do espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) das substancias TCMH-1a e TCMH-1b
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Figura 34 - Espectro de RMN DEPT 135° *3C (100 MHz, CDCls) das substancias TCMH-1a e TCM-1b.
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Figura 35 - Espectro de RMN DEPT 90° 3C (100 MHz, CDCls) das substancias TCMH-1a e TCM-1b.
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Tabela 3 - Resultados experimentais de RMN (**C: 100 MHz, CDCls) das substancias
TCMH-1a e TCM-1b, do Sitosterol e Estigmasterol comparados com a
literatura (BORGES, 2006).

Experimental Literatura
CDCls CDCls
C TCMH-1a TCMH-1b B-Sitosterol Estigmastero
6C SH 6C oH 5C o6C
1 37,26 37,26 37,2 37,2
2 31,65 31,65 31,6 31,6
3 71,81 3,49 m 71,81 3,49 m 71,8 71,8
4 42,30 42,21 42,3 42,3
5 140,75 140,75 140,7 140,7
6 121,74 535dJ=53 121,74 5,35dJ=5.3 121,7 121,7
7 31,91 31,91 31,9 31,9
8 31,91 31,91 31,9 31,9
9 50,12 50,12 50,1 50,1
10 36,52 36,52 36,6 36,6
11 21,09 21,09 21,1 21,1
12 39,78 39,78 39,9 39,7
13 42,30 42,30 42,3 42,2
14 56,77 56,77 56,6 56,6
15 24,33 24,33 24,3 24,4
16 28,28 28,28 28,8 28,9
17 56,04 56,04 56,0 55,9
18 11,88 0,68 s 11,88 0,68 s 11,9 12,0
19 19,43 0,8ls 19,43 0,81s 19,4 19,4
20 36,17 36,17 36,1 30,5
21 18,80 1,01 sl 18,80 18,8 21,2
22 33,93 138,36 5,12 dd 33,9 138,3
23 26,02 129,25 5,05 dd 26,6 129,2
24 45,82 51,26 45,5 51,2
25 29,12 31,91 29,1 31,9
26 19,86 0,83 d 21,09 0,83 d 19,9 21,1
27 19,04 0,81 sl 19,04 0,81 sl 19,0 19,0
28 23,06 25,45 23,0 25,4
29 12,01 0,85 sl 12,30 0,85 sl 12,0 12,3

Fonte: Autora, 2010.
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3.3 Ensaios Biolégicos

3.3.1 Atividade Antidiabética

A espécie Terminalia catappa € utilizada na medicina popular asiatica no
combate da diabetes. Apesar de ser bastante comum no litoral brasileiro, ndo ha relatos
desse uso popular no Brasil. Nagappa et al., (2003) e Ahmed et al., (2005) confirmam
atividade antidiabética dos extratos das folhas e frutos com plantas da Asia. No entanto,
estudos da casca do caule ainda ndo haviam sido relatados.

No presente trabalho foi utilizado o modelo de inducdo de diabetes por aloxano
para o estudo do efeito antidiabético do extrato etanolico da casca do caule de T.
catappa. Segundo Folador (2009) esse modelo apresenta alta faixa glicémica que
caracteriza um diabetes severo, onde a concentracao de insulina residual liberada pelas
células B-pancreéticas € muito baixa ou nula.

O extrato etandlico da casca do caule de Terminalia catappa na concentracao
de 200 mg/kg, diminuiu significativamente os niveis de glicose sanguinea em ratos
hiperglicémicos induzidos com aloxano. Durante os experimentos péde-se observar que
0s animais do grupo controle (ndo diabético) apresentaram ingestdo hidrica, ingestao
alimentar e diurese dentro dos niveis esperados para ratos sadios. Os animais do grupo
diabético apresentaram polifagia, polidipsia e politria, sintomas compativeis com 0
guadro clinico da diabetes. Nos ratos submetidos a administragdo com o extrato bruto
da casca do caule de T. catappa ocorreu uma diminuicdo desses sintomas quando
comparados ao grupo diabético tratado com salina.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 4, p 77 pdde-se verificar
gue os animais do grupo controle (ndo diabético) permaneceram com glicemia
compativel com animais normoglicémicos. Os valores normais da glicemia em ratos
variam entre 47,7 a 107 mg/dL segundo Cavali (2006).

A verificacao da glicemia realizada no sétimo dia apés a indugcéo com aloxano e
no vigésimo primeiro dia, fim do tratamento, estdo representados na Tabela 4. Os
animais do grupo controle (diabético tratado com salina) permaneceram com

hiperglicemia durante os quinze dias, comprovando que o aloxano foi capaz de induzir a
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diabetes e manter o mesmo durante todo o periodo do experimento. J& 0os animais do
grupo controle (tratado com insulina) tiveram reducé&o da glicemia em mais de 50 %.

Os ratos que foram submetidos ao tratamento com o extrato etandlico da casca
do caule de T. catappa apresentaram diminuicdo da glicemia em 53 % (p < 0,01).
Segundo Cavali (2006), uma droga € considerada eficaz quando reduz a glicemia em
pelo menos 15 % dos valores iniciais, sendo assim o extrato se mostrou bastante
eficaz.

Relatos da literatura Nagappa et al., (2003) e Ahmed et al., (2005) revelaram
gue o extrato metandlico dos frutos de T. catappa na dose de 343 mg/kg e o extrato
aquoso das folhas na dose de 215 mg/kg diminuiu 50 % da glicemia em ratos
submetidos a trés semanas de tratamento. O presente estudo demonstrou que o extrato
da casca do caule de T. catappa a uma dose de 200 mg/kg possui atividade
hipoglicemiante com um tratamento de duas semanas.

Outras plantas do género Terminalia com potencial atividade anti-hiperglicémica
ja foram estudadas. Segundo Rao et al., (2003) Terminalia pallida demonstrou reducao
de 23,8 % da glicemia na dose de 500 mg/kg. Rao & Nammi, (2006) revelaram em seus
estudos que o extrato em cloroférmio das sementes de T. chebula, na dose de 300
mg/kg leva a diminuicdo da glicose sanguinea em 45,20 % em ratos submetidos a duas
semanas de tratamento. Quando comparado a esses estudos o extrato da casca do
caule da espécie T. catappa apresentou atividade anti-hiperglicémica de 53 % na
concentracdo 200 mg/Kg.

A guantificacdo de fendis totais do extrato etandlico da casca do caule de T.
catappa permitiu identificar 338,53 £31,09 mg EAG/g de extrato. Segundo Negri (2005)
a atividade antidiabética de varios extratos de plantas estdo relacionadas com a
presenca de compostos fendlicos. Seus efeitos incluem aumento da liberacdo de
insulina das ilhotas de Langerhans, protecdo das células B pancreéaticas do dano
oxidativo, reducdo da taxa triglicerideos no sangue e inibicdo da acdo da enzima
insulinase.

A espécie T. catappa é uma planta rica em taninos, segundo Nagappa et al.,
(2003) os taninos sao responsaveis pela atividade hipoglicemiante de vérias plantas.

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho € possivel propor que o extrato
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etanolico da casca do caule de T. catappa possa exercer acdes anti-hiperglicémicas
através do estimulo da secrecgao de insulina pelas células B pancreaticas, ou seja, como

secretagogos de insulina.

Tabela 4 - Médias glicémicas antes do tratamento e apds quinze dias de tratamento

(n=5).
Grupo Glicemia antes do Glicemia ap6s o
tratamento tratamento
Nao-Diabético 89,80 + 3,86 89,20 + 5,37
Diabético Tratado com
Extrato da Casca do Caule de 335,7 + 49,52 157,8 + 35,95**
T. catappa
(200 mg/Kg,V.0O)
Diabético Tratado com Salina 401,3 + 57,60- 554,0 + 6,93*
Diabético Tratado com 479,7 + 17,03 203,0 + 9,81 ***

Insulina

Os valores expressos representam as médias * erro padrao da média (EPM)
*p< 0,05; **p < 0,01; ** p< 0,001

* apos a indugdo com aloxano

Fonte: Autora, 2010.

3.3.2 Resultados da Determinacao do Teor de Fendis Totais

A quantificacdo de fendis totais fornece informacfes importantes que podem

caracterizar os produtos naturais como fonte de substancias sequestradoras de radicais

livres de acordo com Uchba (2009). Dentre os métodos desenvolvidos o reagente de
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Folin—Ciocalteu € usado com estimativa bruta da quantidade de compostos fendlicos

presentes em extratos vegetais.

O resultado da analise do conteudo de fendis totais demonstrou que os extratos
etanolico da folha, casca do caule e madeira do caule apresentam alta concentracédo de
compostos fendlicos (Tabela 5). O extrato etandlico da casca do caule foi o que
apresentou maior concentracao de fendis totais (338,53 +31,09 mg EAG/g de extrato)
confirmando o comportamento da andlise da acdo antioxidante frente ao DPPH.
Estudos anteriores com folhas e semente (KINOSHITA, et al., 2007; KO, et al., 2002;
CHYAU et al., 2002) ja mencionam que T. catappa possui alta atividade antioxidante
frente ao radical DPPH, no entanto estudos dessa atividade com o caule ainda nao

haviam sido relatados.

Tabela 5 - Determinacéo do conteudo de fendis totais e DPPH quantitativo dos extratos

etandlicos de T. catappa.

Extrato Clsgo FENOIS TOTAIS
Etandlico (ug/mL DPPH) (mg EAG/g de extrato)
Folha 9,56 + 0,25 228,53 54,08
Casca do caule 597 +0,74 338,53 £31,09
Madeira do caule 7,85+ 0,50 153,53 +17,01
Acido Galico 1,51+0,18 -

Cl: Concentracao Inibitéria
Fonte: Autora, 2010.
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3.3.3. Resultados da Avaliagdo Quantitativa frente ao DPPH

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante (IP) do extrato
etanolico da casca, folhas e caule (T. catappa L.) e do controle positivo acido Gélico na
concentragcado de 30 pg/mL no tempo de 10 min, determinada no ensaio com o radical
livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina), esta apresentado na figura 36, p 80. O extrato
etandlico da casca do caule, madeira do caule e folha apresentaram atividade
sequestradora do radical, de IP 94,73%; 93,94% e 93,54% respectivamente,
demonstrando que o0s extratos apresentaram potencial redox-protetor quando
comparados ao controle positivo, acido Galico com IP 99,91 %.

A guantidade de extrato necessaria para decrescer a concentracdo do DPPH
em 50%, (Clsp) (Tabela 5, p 78), foi para a casca de 5,97+0,74 ug/mL, madeira de
7,85%£0,50 pg/mL e folha 9,56+0,25 pg/mL. Ao comparar os valores das amostras com
0s encontrados para a substancia antioxidante de referéncia (controle positivo) o acido
Galico (1,51+0,18 pug/mL), pode-se observar que quanto maior o consumo de DPPH por
extrato, menor sera o valor de Clsp € maior sera a sua atividade antioxidante segundo
Sousa et al., (2007).

Os valores de Clsp dos extratos e do acido Galico apresentaram diferencas
significativas entre eles ao serem comparados pelo teste Tukey com p<0,05. Sousa et
al. (2007) ao avaliarem a atividade antioxidante de algumas espécies de plantas
medicinais, encontraram valores de Clsy de 27,59+0,82 pg/mL para Terminalia
brasiliensis (casca), 42,23+1,72 ug/mL para Terminalia fagifolia e 44,53+1,09 pg/mL
para Terminalia brasiliensis (folha); o que indica que a Terminalia catappa L. possui
uma maior capacidade sequestradora do radical DPPH dentre as citadas.

O comportamento cinético da reacdo do DPPH com os extratos e com o
controle positivo, acido Galico, na concentragdao de 30 ug/mL esta apresentado na
figura 37, p 81, através da curva dose resposta relativa ao decréscimo da porcentagem
remanescente de DPPH em funcdo do tempo (min). Observou-se que os extratos da
casca e da madeira apresentaram cinética rapida, atingindo 50 % de consumo do
DPPH no tempo de 5 minutos. O extrato da folha atingiu 50 % do consumo de DPPH no

tempo de 30 minutos.
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A avaliacdo da capacidade sequestrante de radicais DPPH mostrou que os
extratos etandlico de Terminalia catappa L., possuem atividade antioxidante, sendo o
extrato da casca a de maior atividade. O mecanismo de redugé&o de radicais livres com
o DPPH envolve doagdo de radical hidrogénio. Baseado em dados da literatura a
potente atividade antioxidante de extratos polares é dada pela presenca de substancia
com hidroxiladas segundo Harbone & Williams, (2001) e Mensor et al., (2001).

Todos os extratos etandlico apresentaram alto teor de compostos fendlicos, o
que contribuiu para a atividade antioxidante demonstrada neste estudo. O contetudo de
derivados fendlicos foi maior na casca do caule. Estudos conduzidos por Einbond et al.,
2004; Banerjee et al., 2005; Choi et al., 2006 relatam que muitas atividades biolégicas,
assim como a antioxidante, sdo consequéncias do alto teor de compostos fendlicos.
Dessa forma, o alto indice de compostos fenolicos do extrato etandlico da casca do
caule de T. catappa deve ter contribuido em grande parte para o melhor efeito da

capacidade sequestrante de radicais DPPH.

Figura 36 - Porcentagem da atividade antioxidante dos extratos etanolicos de T.

catappa frente ao radical DPPH.
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Figura 37 - Comportamento cinético dos extratos etandlicos de T. catappa, frente ao

radial DPPH.

100 -= CASCA

Zg -+ FOLHA
= - MADEIRA
T 60 -~ ACIDO GALICO
sy —.
X 30 \ —— —

20 — i "

10 - N o o

30 3 40 45 50 55 60 65
TEMPO (min)

Fonte: Autora, 2010.

3.3.4 Resultados da Avaliacdo Quantitativa dos Extratos de T. catappa frente ao
TBARS

A diminuicdo da oxidacédo lipidica por radicais livres induzidos pelo gerador
AAPH foi avaliada pelos niveis de reducdo na formacdo de TBARS. As diferentes
concentracfes dos extratos etandlicos das folhas, casca do caule e madeira do caule
reduziram os niveis de formacdo de TBARS, os extratos revelaram protecdo nas
concentragfes de 50, 100, 150 e 200 pg/mL de extrato.

A avaliacdo da peroxidacao lipidica demonstrou que os produtos finais da
peroxidacdo reagem com o acido tiobarbittrico e formam complexos coloridos que séo
determinados por espectrofotometria a 532 nm. Os resultados mostraram que todos 0s
extratos etandlico de T. catappa apresentaram atividade contra a peroxidacao lipidica
(Figura 38).

Segundo Budni et al.,, (2007) compostos fendlicos inibem a oxidacdo de
lipoproteinas e sédo capazes de capturar radicais como hidroxila, peroxila, superoxido,
oxido nitrico e DPPH. A inducdo da lipoperoxidacdo por um azo-indicador, como o
AAPH, apresenta como caracteristica a geracdo de um carbono central na forma de
radical que reage prontamente com o oxigénio para formar um radical peroxila. A

avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos das folhas, casca do caule e madeira
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do caule, indicou a reducdo na formacdo de TBARS em todas as concentracbes

testadas utilizando o indutor de lipoperoxidagdo AAPH.

Figura 38 - Comportamento dos extratos brutos de T. catappa e controle Acido Galico
frente ao agente indutor de dano oxidativo H;O,. Os valores sao

significativos a p<0,05.
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Fonte: Autora, 2010.

3.3.5 Resultados da Avaliacdo Anticolinesterasica

Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método fotométrico para a
determinacado da atividade anticolinesterasica. O método se baseia na medicédo da taxa
de producdo de tiocolina a medida que a acetiltiocolina é hidrolisada pela
acetilcolinesterase. A enzima acetilcolinesterase hidrolisa o substrato acetiltiocolina
gerando como produto a tiocolina () que reage com o reagente de Ellman (DTNB) (ll)
para produzir 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato  (lll)

produzindo uma cor amarela que pode ser detectada a 412 ou 405 nm (Figura 39).
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Figura 39 - Reacles para deteccdo de atividade anticolinesterasica pelo método de

Ellman.
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Fonte: ELLMAN et al., 1961.

A avaliacdo do potencial anticolinesterasico dos extratos e fracfes de T.
catappa estdo representados nas tabelas 7 e 8. Nos ensaios anticolinesterasicos em
CCD a inibicdo da AChE da-se pela observacdo de um halo branco. Nos casos em que
nao se observou a formacdo do halo, os resultados foram considerados negativos. Os
resultados obtidos no ensaio em CCD demonstram que todos os extratos etandlicos
foram positivos com formacdo de um halo de inibicdo, com isso as fracbes foram
também destinadas para andlise em CCD. Apenas as fragdes cloroférmica das folhas e
madeira do caule, hexanica da casca e madeira do caule e aquosa da casca do caule

foram positivas no ensaio em CCD (Tabela 7).
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O ensaio enzimatico em CCD é um teste qualitativo, para os dados
guantitativos foi utilizado o ensaio em microplaca. Os resultados quantitativos dos
extratos e fracdes estdo representados na Tabela 8, p 85. De acordo com Trevisan
(2003), os extratos s&o considerados candidatos a futuros fracionamentos quando a
inibicdo enzimética for maior ou igual a 50 %. Sendo assim 0s extratos ndo foram
considerados promissores para o0 fracionamento bio-guiado, para isolamento de
principios ativos. As fracbes em AcOEt, BUuOH e H,O da casca do caule ndo ndo foram

soltveis em metanol fato que limitou a andlise por meio do ensaio em microplaca.

Tabela 6 - Atividade anticolinesterasica qualitativa dos extratos e fracdes de T. catappa
na concentracao de 3 mg /mL.

CCD

Parte da Planta  Extrato Fracao Fracao Fracao Fracao Fracao

EtOH N-CeH14 CHCl3 AcOEt BuOH H,O
Folha + - + - - )
Casca do Caule + + - - - +
Madeira do + + + - - -

Caule

Fonte: Autora, 2010.

Tabela 7 - Atividade anticolinesterasica quantitativa do extrato e fracdes de T. catappa,

na concentracdo de 3 mg/mL.

Microplaca (% de Inibic&o)

Parte da Planta  Extrato  Fracdao Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo

EtOH N-CeH14 CHCI3 AcOEt BuOH H>O
Folha 12 7,6 11 0 0 0
Casca do Caule 44,1 0 10 - - -
Madeira do Caule 45 4 11 14 0 0
Carbaril 2mM 100 - - - - -

Fonte: Autora, 2010.
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3.3.6 Resultados da Avaliagéo Moluscicida

O objetivo do estudo da atividade moluscicida foi verificar a agdo dos extratos
de T. catappa frente ao caramujo Biomphalaria glabrata. O ensaio foi realizado com
extratos da folha, casca do caule e madeira do caule na concentragdo de 100 mg/L. Os
extratos da casca e madeira do caule apresentaram 100 % de mortalidade dos
caramujos no tempo de 48 horas (Tabela 8, p 86). Esses extratos foram direcionados
para os ensaios utilizando concentracdes de 50, 25 e 10 mg/L (Tabelas 8 e 9, p 87). De
acordo com a metodologia adotada no grupo de pesquisa, 0s extratos brutos que
apresentarem atividade moluscicida superior a 40 % na concentracado de 100 mg/L sé&o
considerados promissores para isolamento de compostos ativos.

O extrato da casca do caule apresentou 100 % de mortalidade dos caramujos
na concentracdo de 50 mg/L no tempo de 48 horas no entanto, nas concentracdes de

25 e 10 mg/L ndo houve mortalidade no tempo de 72 horas (Tabela 9, p 86).

Tabela 8 - Atividade moluscicida dos extratos etandlico de T. catappa frente ao B.

glabrata apos 24 horas de exposicao e 72 horas de observacao.

Extrato Etandlico Concentracao (ppm) Mortalidade (%)
Folha 100 0
Casca do caule 100 100
Madeira do caule 100 100
Branco i 0
Niclosamida 3 100

Fonte: Autora, 2010.

O extrato da madeira do caule foi o que apresentou maior mortalidade dos
caramujos nas concentragdes de 50, 25 e 10 mg/L (Tabela 10, p 87). Esse extrato

apresentou ClLsp = 21,49 mg/L e ClLgo = 54, 64 mg/L. No grupo de pesquisa
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consideramos que os extratos cuja CLsp < 40 mg/L sdo promissores para 0 uso de
controle de caramujo B. glabrata. Segundo Luna et al., (2005) valores de CLsp < 40
mg/L sé@o considerados promissores para utilizacdo dos extratos em populacdo de

caramujos B. glabrata.

Tabela 9 - Atividade moluscicida do extrato etandlico da casca do caule de T. catappa

frente ao B. glabrata apds 24 horas de exposicéo e 72 de observacgéao.

Extrato Etandlico Concentracao (ppm) Mortalidade (%)
Casca do caule 50 100
Casca do caule 25 0
Casca do caule 10 0

Branco - 0
Niclosamida 3 100

Fonte: Autora, 2010.

Tabela 10 - Atividade moluscicida do extrato etandlico da madeira do caule de T.

catappa frente ao B. glabrata ap0s 24 horas de exposicdo e 72 de

observacao.

Extrato Etandlico Concentracao (ppm) Mortalidade (%)
Madeira do caule 90 100
Madeira do caule 50 84
Madeira do caule 25 50
Madeira do caule 10 20

Branco - 0
Niclosamida 3 100

Fonte: Autora, 2010.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo fitoquimico de Terminalia catappa L. (Combretaceae) conduziu até o
presente momento, no isolamento de um triterpeno, o acido asiatico, um acido fendlico,
0 &4cido gélico, e dois fitoesterdides, o sitosterol e o estigmasterol.

A avaliacdo do potencial antidiabético revelou que o extrato etandlico da casca
do caule de T. catappa apresenta atividade hipoglicemiante na concentracdo de 200
mg/kg. Ensaios futuros com o extrato e suas fra¢des utilizando concentragdes menores,
sdo necessarios, bem como a identificacdo de substancias ativas e o mecanismo
responsavel pelo efeito antidiabético.

Uma maior concentracdo de compostos fendlicos foi observada na casca do
caule de T. catappa. A analise quantitativa revelou que todos os extratos etandlicos
(folha, casca e madeira do caule) apresentaram atividade antioxidante frente ao DPPH
e TBARS. Pretende-se avaliar o efeito antioxidante in vivo dos extratos de T. catappa
em ratos e a relacdo com o efeito antidiabético.

No teste da atividade moluscicida o extrato da madeira do caule de T. catappa
mostrou-se positivo, com LCso = 21,49 mg/L e LCq = 54,64 mg/L. Ensaios com as
fracOes sdo necessarios para a busca de substancias ativas.

A avaliacdo da atividade anticolinesterasica revelou que os extratos etanolicos
das folhas, casca e madeira do caule de T. catappa sdo positivos para 0 teste
gualitativo, no entanto quanto ao teste quantitativo os extratos ndo apresentaram
atividade inibidora da AChE.
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