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RESUMO

A espécie vegetal Terminalia catappa Linn pertencente a familia Combretaceae desenvolve-se em
regides tropicais e subtropicais, sendo conhecida popularmente no Brasil como castanhola, améndoa
da praia, dentre outras denominacdes. Estudos revelam que extratos de Terminalia catappa Linn
possuem atividades biol6gicas importantes tais como antioxidante, anticancerigena, antiflngica,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral, antidiabética. O presente trabalho teve como objetivo
realizar testes fitoguimicos preliminares para levantamento das classes de metabdlitos secundarios
presentes, analisar 0s extratos obtidos através de cromatografia em camada delgada (CCD),
investigacdo do potencial antioxidante, toxicologico, larvicida e citotoxico dos extratos hexanico e
etandlico das folhas. Os testes fitoquimicos consistiram na identificacdo dos metabolitos secundarios
baseado na coloragdo dos extratos diluidos em solugdo hidro alcéolica e reagentes especificos para
cada teste. A atividade antioxidante foi realizada pelo método DPPH e o de citotoxicidade pelo
método do MTT. Os metabolitos secundarios encontrados em ambos 0s extratos foram taninos,
triterpendides, esterdides e alcaloides. A analise em CCD utilizando como eluentes hexano-acetato de
etila (8:2) e cloroférmio-metanol (9:1) pulverizadas com solucdo se sulfato cérico [Ce(SOy),] e
vapores de iodo revelaram a possivel presenca de triterpenos, esteroides e alcaloides. O extrato
hexanico mostrou ICsy (0,512 mg/mL) maior que o extrato etandlico ICsy (0,006 mg/mL) no teste
antioxidante. Os extratos hexanico (DLsy 87,671 ppm) e etandlico (DLs, 79,830 ppm) mostraram-se
altamente téxicos no teste de toxicidade frente a larvas de Artemia salina. Ambos os extratos ndo
mostraram potencial larvicida frente a larvas de Aedes aegypti. No teste de citotoxicidade frente a trés
linhagens celulares de cancer humano HCT-116 (carcinoma de célon), PC-3 (adenocarcinoma de
prostata) e SF-295 (glioblastoma) o extrato hexanico apresentou percentuais de reducdo da viabilidade
celular (RVC) relevantes nas trés linhagens celulares diferentemente do extrato etandlico. Desta
forma, este estudo contribuiu para o conhecimento quimiotaxondmico da espécie Terminalia catappa

e da familia Combretaceae.

Palavra — Chave: Terminalia catappa, Combretaceae, Fitoquimica
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ABSTRACT

Terminalia catappa Linn belonging to the family Combretaceae develops in tropical and subtropical
regions being popularly known in Brasil as castanet, almond beach, among other denominations. The
study have shown that extracts Terminalia catappa Linn process important biological activities such
as antioxidant, anticancer, antifungal, antimicrobial, anti-inflammatory, antitumor, antidiabetic. The
objective of this study was to perform preliminary phytochemicals tests survey of secondary
metabolites presents in classes, analyzing the extracts obtained by thin layer chromatography (TLC),
investigation of the potential antioxidant, toxicological, larvicidal and cytotoxic of the hexane extracts
and ethanolic leaves Terminalia catappa Linn. Phytochemicals tests consisted in the identification of
secondary metabolites based on the staining of extracts diluted hydroalcoholic solution and specific
reagents for each test. The antioxidant activity was performed by DPPH and cytotoxicity by MTT
method. Secondary metabolites found in both extracts were tannins, triterpenoids, steroids, and
alkaloids. The analysis using TLC as eluants hexane — ethy acetate (8:2) and chloroform-methanol
(9:1) solution was sprayed as ceric sulfate [Ce(S0,),] and iodine vapors showed the possible presence
of triterpenoids, steroids and alkaloids. The hexane extract showed (ICsq 0,512 mg/mL) greater than
the 1Cs ethanol extract (0,006 mg/mL) on the test antioxidante. The hexane extracts (LDs, 87,671
ppm) and ethanol (LDs, 79,830 ppm) were highly toxic in toxicity tests against Artemia salina larvae.
Both extracts showed no potential larvicide against Aedes aegypti. In the cytotoxicity test three cell
lines of human céncer HCT-116 (colon carcinoma), PC-3 (prostate adenocarcinoma) and SF-295
(glioblastoma), the hexane layer showed cell viability reduction percentage (RVC) relevant in the
three cell lines unlike ethanol extract. Thus, this study contributed to the knowledge of the species

Terminalia catappa and Combretaceae family.

Key words: Terminalia catappa, Combretaceae, phytochemistry.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento popular é o principal meio determinante na utilizacdo de determinada
espécie pela populagdo, em geral na maioria das vezes, isso se mostra eficaz, o que desperta o
interesse do meio cientifico, sendo que estudos nessa area exige um conjunto de profissionais
como boténicos, farmacologistas, agronomos, farmacéuticos e fitoquimicos. (MACIEL., et al,
2002). Assim, o estudo fitoquimico sobre as plantas tem sido de grande importancia para
varios setores de interesse, principalmente, no desenvolvimento da &rea farmacéutica,

quimica, alimenticia e agricola (SILVA, 2007).

De acordo com a organiza¢do mundial de satde (OMS) no inicio da cada de 1990,
afirma-se que cerca de 65 a 80% da populacdo do pais dependia das plantas medicinais como
a unica forma de acesso a medicacdo, devido a situacdo econémica critica da maioria da
populacdo e a tendéncia de optarem pelos recursos naturais. As industrias farmacéuticas
utilizam as plantas medicinais como fonte de novos recursos terapéuticos e no
desenvolvimento de medicamentos. Pesquisas para a descoberta de protétipos de farmacos
propiciam além do avanco da pesquisa o0 desenvolvimento tecnoldgico do pais. Deste modo,
0s produtos naturais como fonte de novas moléculas combinados com a metodologia sintética
e manipulacdo de caminhos biossinteticos continuardo sendo melhores fontes para a
descoberta e desenvolvimento de medicamentos. A Quimica de produtos naturais (QPN)
sempre foi uma das areas que lideraram o desenvolvimento da Quimica, porem a QPN
enfrenta atualmente diversos desafios em nivel global e econémico (FERREIRA e PINTO,
2010).

De acordo com Martins e Henriques, 2014 uma serie de plantas da flora Timorense
sdo utilizadas pela populacdo com fins medicinais, sendo utilizadas de duas maneiras: através
dos curadores “matan dok “e através das clinicas de saude”. Muitas pessoas do Timor-Leste
usam as plantas medicinais para tratamento de enfermidades e muitos locais tém curadores
com conhecimentos e competéncias para 0 uso das plantas medicinais no tratamento
especifico de certas doencas que parecem ndo se resolver com os tratamentos convencionais.
Esse conhecimento empirico vem sendo transmitido desde as antigas civilizagGes até os dias
atuais, tornando a utilizacdo de plantas medicinais uma préatica generalizada na medicina
popular (FREITAS et al, 2012).
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As pesquisas de plantas medicinais envolvem investigaces da medicina tradicional e
popular, isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos (Quimica Orgénica:
fitoquimica); investigacdo farmacoldgica de extratos e dos constituintes quimicos isolados
(farmacologia); transformacdo quimica dos principios ativos (quimica organica sintética);
estudo da relagdo estrutura ou atividade e dos mecanismos de acdo dos principios ativos
(quimica medicinal e farmacoldgica) e finalmente a operacdo de formulacbes para producdo
de fitoterapicos (SANTOS et al, 2013).

O Brasil é o0 pais com a maior biodiversidade do mundo com cerca de 8,5 milhdes de
Km? e varios biomas (mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazonia e Caatinga). Estudos
apontam como o pais com a flora mais rica e diversificada do mundo com mais de 5600
espécies de plantas que correspondem quase 19% da flora mundial (PIETRO., et al, 2013).
Dentre as diversas espécies presentes no Brasil destaca-se no presente trabalho a espécie

Terminalia catappa Linn (Combretaceae).

1.1 Justificativa

O género Terminalia € amplamente distribuido nas areas tropicais do mundo sendo
conhecida como fonte rica de triterpenos pentaciclicos e seus derivados glicosilados,
flavonoides, taninos dentre outros metabdlitos secundarios. Tais substancias conferem
importante atividade bioldgica, motivo pelo qual muitas espécies desta familia sdo utilizadas
na medicina popular (DIAS, 2014).

As espécies pertencentes a familia Combretaceae apresentam diversas atividades
farmacoldgicas como, por exemplo, antifingica, antimicrobiana, anti-helmintica,
anticancerigena, anti-inflamatoria, antimalarica, antibacteriana, antioxidante dentre outras.
Dentre as espécies da familia Combretaceae utilizadas na ornamentacdo podemos citar
Quisqualis indica L. e Terminalia catappa L. sendo a maioria empregada na medicina
popular, tendo 0 uso comprovado por testes farmacoldgicos (CABRAL, 2013).

T. catappa tem sido tradicionalmente muito importante nas comunidades costeiras do
Oceano Pacifico, provendo uma extensa gama de produtos e servigos. Nessas regides €
largamente cultivada para gerar sombra, ornamentacdo e na cosmética. Sua madeira é
utilizada na confeccdo de utensilios e objetos decorativos em geral, mdveis e construcoes de
interiores (THOMSON e EVANS, 2006). Tradicionalmente as folhas de T. catappa séo

submetidas a extracdo em &gua quente para o preparo de chas. As folhas tém sido utilizadas

15



no tratamento populares da diarreia, e como antitérmica na india, Filipina e Malasia. Em
Taiwan tém sido aplicadas na prevencdo de hematomas e no tratamento da hepatite
(BATISTA, 2011).

Este trabalho tera sua importancia na contribuicdo do ensino, pesquisa e extensao no
desenvolvimento cientifico do pais e especialmente do Timor-Leste, com base nos dados
obtidos da espécie. Diante do exposto, a proposta deste trabalho é realizar um estudo mais
detalhado sobre abordagem fitoquimica e farmacoldgica das folhas de Terminalia catappa L.,
ampliando informacGes acerca de suas atividades bioldgicas contribuido para documentacao

quimica e farmacologica da espécie.
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1.2 OBJETIVOS

121

1.2.2

Objetivo geral
e Realizar fitoquimica e farmacoldgica da espécie Terminalia catappa Linn bem

como armazenamento de extratos para ensaios futuros.

Objetivo especifico

e Fazer levantamento bibliografico e criar um banco de dados com informacdes
obtidas sobre a espécie estudada;

e Preparar o0 extrato hexanico e etandlico das folhas T. catappa Linn;

e Realizar testes fitoquimicos para levantamento das classes de metabdlitos
secundarios presentes nas folhas da espécie;

e Analisar os extratos obtidos através de cromatografia de camada delgada
comparativa (CCDD);

e Investigar os potenciais antioxidante (DPPH), toxicoldgico, citotoxico e

larvicida.

17



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos naturais

Produtos naturais sdo substancias quimicas encontradas em plantas, animais, fungos, e
bactérias que possuem ou ndo uma determinada atividade bioldgica. Estes compostos séo
utilizados por esses seres vivos para sua defesa, metabolismo e desenvolvimento (CRAGG e
NEWMAN, 2013).

A quimica de produtos naturais é uma area da quimica organica responsavel pelo
isolamento e caracterizagdo e identificagdo de substancias produzidas através do metabolismo
secundario de plantas, micro-organismos e animais marinhos. Essas substancias obtidas na
natureza sdo comumente denominadas de metabolitos secundarios. Estas substancias séo
importantes porque podem possuir potencial biologico para uso como fitoterapico ou farmaco.
As plantas medicinais tém suas propriedades relacionadas aos compostos chamados de
principios ativos (JUNIOR e BOLZANI, 2006).

O uso de produtos naturais como matéria prima para a sintese de substancias bioativas
particularmente farmacos, tem sido amplamente relatada ao longo do tempo (BARREIRO e
FRAGA, 2001). A variedade e complexidade de metabdlitos existentes, produzido
principalmente pelas plantas, podem ser utilizadas como matéria prima em varios setores
industriais como cosmética, farmacéutica, alimenticia dentre outros. O interesse por novas
substancias farmacologicamente ativas, advindas de fontes naturais ou sintéticas, aumentou
com o passar dos anos e resultou no isolamento, extracdo e sintese de diversas moléculas
bioativas (BERLINCK., et al, 2017). A sintese é conduzida pela Quimica Organica e
Medicinal, que utiliza como modelo os produtos naturais para a sintese de novas moléculas
que sejam capazes de atuarem em diversas areas na terapéutica, tratando varias enfermidades
que acometem a populacdo. A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer 0s
constituintes quimicos das espécies vegetais atraves do isolamento e identificacdo dos
metabdlitos secundarios relevantes Uteis enquanto marcadores quimicos no monitoramento
das plantas medicinais em processo de domesticacdo na qualidade da matéria prima medicinal

e na prospeccdo fitoquimica (BESSA., et al, 2013).
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2.2 Metabolismo vegetal

O estudo sobre metabolismo foi iniciado pelos quimicos organicos no século XIX e a
partir do século XX suas diversas aplicacfes foram sendo utilizadas, o que despertou o
interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia que visam neles uma importante fonte
de moléculas potencialmente uteis ao homem (SILVA., et al, 2013). A natureza de forma
geral tem produzido a maioria das substancias organicas conhecidas. Dentre os diversos
reinos, o0 reino vegetal é o que tem contribuido de forma mais significativa para o
fornecimento de metabdlitos secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as
suas aplicacBes como medicamentos, cosméticos, alimentos, e produtos agricolas. Muitos
metabolitos possuem valor comercial tanto na area farmacéutica quanto nas areas alimenticia,

agronémica, cosmética dentre outras (SIMOES., et al, 2010).

Todas as plantas produzem compostos quimicos como parte de suas atividades
metabdlicas normais. Esses compostos sdo divididos em metabdlitos primarios, responsavel
pela sintese de celulose, proteinas, aclcar e lipidios encontrados em todas as plantas e em
metabolitos secundarios encontrados apenas em determinadas situacdes nas plantas. Estes
geralmente apresentam estrutura complexa com atividade biolégica marcante. Dentre as
classes de metabolitos secundarios de importancia biolégica destacam-se atualmente o0s
alcaldides, terpenos, esterdides e os compostos fendlicos (NETO e LOPES, 2006) utilizados
na defesa contra estresses bidticos e abidticos (SILVA., et al, 2013). Os compostos fendlicos
sdo derivados do acido chiquimico e acido mevaldnico. Os terpenos sdo produzidos a partir do
acido mevaldnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3- fosfoglicerato (no cloroplasto). Os
alcaldides sdo provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sao
derivados do é&cido chiquimico e de aminoéacidos alifaticos (ornitina, lisina). Flavonoides,
taninos e ligninas fazem parte dos compostos fenolicos: 6leos essenciais, saponinas,
carotenoides e a maioria dos fitoreguladores sdo exemplos de terpenos. Os metabolitos

nicotina, cafeina e vincristina sdo alguns exemplos de alcal6ides (SILVA., et al, 2013).
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A abrangente atuacdo dos metabolitos secundarios dos vegetais mostra a necessidade e
a importancia do conhecimento sobre esses compostos. Entender a sua atuacdo pode levar a
inimeras possibilidades de estudos que direcionem a busca por informac6es de importantes
problemas enfrentados atualmente como a resisténcia microbiana as drogas ou prejuizos

causados pelo uso desordenado de pesticidas (SILVA., et al, 2013).

2.3 A familia Combretaceae

A espécie pertencente a familia Combretaceae é originaria da India que ocorre
predominantemente em &reas tropicais e subtropicais. As espécies podem atingir de 25 a 40 m
de altura, o diametro do tronco alcanga de 50 a 150 cm e suas folhas sdo oblanceoladas,
coriaceas medindo cerca de 30 cm. Esta espécie € popularmente conhecida como castanhola,
principalmente utilizada na ornamentacéo de ruas e avenidas. Porém, em paises asiaticos esta
espécie é usada popularmente no tratamento da hepatite e dermatite dentre outras aplicacGes
(SILVA, 2012).

A familia Combretaceae é constituida por aproximadamente 600 espécies. Os dois
géneros de maior ocorréncia séo Combretum e Terminalia, cada um com cerca de 250
espécies, sendo extensamente utilizadas na medicina tradicional africana, asiatica e indiana
(LIMA, 2012). As espécies do género Terminalia sdo nativas da Africa e sio amplamente

distribuidas em regides tropicais e subtropicais.

De acordo com Linsigen et al, 2009 a familia Combretaceae subdivide-se em duas
subfamilias: Strephonematoideae, sem representantes na flora Brasileira, com ovario semi-
infero, e combretoideae, com ovario infero, dividida em duas tribos Laguncularieae e
Combreteae as quais apresentam inameros representantes na flora neotropical (NETO;
CORDEIRO; LOIOLA, 2014). Os trés maiores géneros desta familia sdo: Combretum,
Terminalia e Quisqualis. Os outros géneros sao Anogeissus, Buchenavia, Bucida, Calopyxis,
Conocarpus, Dansiea, Getonia, Guiera, Laguncularia, Lumnitzera, Macropteranthes,

Meiostemon, Pteleopsis, Ramatuela, Strephonema, Terminaliopsis e Thiloa (SOUTO, 2011).
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Em paises dos continentes Africanos e Asiatico muitas espécies da familia
Combretaceae sdo usadas na medicina popular para combater infeccdes microbianas;
hipertensdo, maléria, lepra, tuberculose e lesGes na pele. Por esta razdo, ha varios estudos
sobre as mesmas a fim de confirmar suas propriedades medicinais GLORIA, 2014;
MASOKO e ELOFF, 2006.

O potencial medicinal de sete espécies de combretaceae (Combretum glutinosum,
C.hispidum,C. Molle, C. Nigricans, Pteleopsis suberosa, Terminalia avennioides e T. mollis)
foi avaliado quanto a atividade antifingica e todos os exemplares mostraram-se ativos frente
as cepas testadas. Seis espécies dos géneros Combretum e Terminalia (C. Fragans, C. Molle,
C.psidioides, C. Zeyheri, T. Kaiserana, T.sericea) sdo usadas na Tanzania e em outros paises
africanos no tratamento de doencas como gonorreia, sifilis, diarreia, hipertensdo e cancer
(BATISTA, 2011). Uma das atividades mais estudadas para as espécies do género Terminalia
¢ a antimicrobiana (BABA MOUSSA., et al, 1999). Estudos revelam, também que duas
espécies do género Terminalia (T. kaiserana, T. sericea) sdo usadas na Tanzania e em outros
paises africanos no tratamento da gonorreia, diarreia, hipertensdo e cancer apresentando
também atividade antibacteriana (MASOKO; PICARD; ELOFF, 2006).

A literatura apresenta varios registros da utilizacdo de plantas da familia Combretaceae
em medicina popular especialmente na Africa e India. O género Combretum (Combretaceae)
apresenta cerca de 370 espécies, sendo 10% de suas espécies citadas na literatura em uso
etnofarmacoldgico principalmente no tratamento de doencas como cancer, lepra, febre,

cdlicas (PAULA, 2008), assim sendo uma familia de grande importancia farmacoldgica.
2.4 Terminalia catappa L.

Terminalia catappa Linn (Figura 01) pertencente a familia Combretaceae desenvolve-
se em regides tropicais e subtropicais, sendo conhecida popularmente no Brasil como
castanhola, améndoa da praia, castanheira, chapéu do sol, sete copas, dentre outras
denominacdes (IVANI., et al.,2008).
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Figura 01- Terminalia catappa Linn

Fonte: 'https://ast.wikipedia.org/wiki/Terminalia catappa

*http://floraufersa.blogspot.com.br/2014/02/castanhola.html. Acessado em 01/11/2017

T. catappa € comumente usada na medicina popular para o tratamento de doencas
associados ao estdbmago. Tradicionalmente, somente as folhas de T. catappa sdo utilizadas
para fins terapéuticos, as folhas caidas sdo usadas na preparagéo de infusdes para bebida, pelo
fato das folhas verdes apresentarem um sabor muito adstringente, devido a presencga do alto
teor de taninos (PAULA, 2008).

Esta espécie tem sido objeto de estudo de muitos pesquisadores asiaticos, em especial
na China, Japdo e Taiwan. Muitos trabalhos referem-se aos estudos fitoquimicos, através dos
quais realizam extracdes com diferentes solventes, a partir de vérias partes da planta, para
posterior avaliacdo das atividades biologicas dos extratos ou dos compostos isolados, para
algum tipo de atividade especifica (PAULA, 2008).

Vaérias pesquisas tém sido realizadas sobre as atividades biologicas de T. catappa Linn
descritas para a planta, como antioxidante, anti-inflamat6ria, antitumoral, antiviral,
antidiabética. Essas atividades foram atribuidas, principalmente, a presenca de compostos
fenolicos, sendo que alguns compostos ja foram isolados e caracterizados (SANTOS;
LORENZO e LANNES, 2015).

Os taninos hidrolisaveis sdo 0s principais compostos associados a atividade
antioxidante (PAULA, 2008) sendo a punicalina e a punicalagina 0s compostos mais
abundantes, encontrados nas folhas. Além destes, outros compostos fendlicos menos

abundantes tém sido isolados e associados a atividade antioxidante de T. catappa como
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também o &cido benzoico, cumérico e seus derivados. A punicalina e a punicalgina também
tém sido associadas a atividade antitumoral e antiviral, 0 que pode ser uma consequéncia da
atividade antioxidante destes compostos. A atividade anti-inflamatoria tem sido associada a
presenca de A&cidos triterpénicos, principalmente o &cido ursélico e seus derivados. A
atividade antidiabética também j& foi descrita para os taninos, mas existem estudos que
associam a presenc¢a de - caroteno (PAULA, 2008).

Neste contexto, estdo destacados os principais aspectos estudados a respeito de T.
catappa, na qual descrevem os compostos ativos ja isolados de diferentes partes da planta e
suas atividades bioldgicas. Levantamento bibliografico realizado no Scifinder em maio /2017
mostrou poucos trabalhos de screening fitoquimico da espécie e observou-se que os extratos
obtidos das folhas eram o0s mais citados apresentando diversas atividades como
antimicrobiana, antioxidante, analgésica, antihelmintica basicamente em extratos polares
(BABAYI., et al, 2004; POONGULALI; DIVYA ; ANAND, 2015; ANNEGOWDA,, et al,
2010; ANURACPREEDA., et al, 2017). Neste estudo incluiu-se o extrato hexanico (apolar)
das folhas de forma a contribuir para o conhecimento quimiotaxonémico e farmacol6gico da

espécie.

2.5 Atividades farmacoldgicas
2.5.1 Produtos com potencial anticancer

O cancer é uma doenca do material genético (0 genoma) de nossas células, e decorre
do acimulo progressivo de mutagfes, ou seja, alteracdes no cddigo genético. As mutacdes
fazem com que células que antes executavam um programa bem definido, denominado ciclo
celular, associado as suas funcbes em seu tecido de origem, crescam de maneira
descontrolada. Esse crescimento alterado é consequéncia ndo s6 da duplicagdo celular
desordenada, mas também da progressiva morte celular. Além disso, as células cancerosas
ultrapassam os limites dos tecidos de origem, adquirem a capacidade de modificar o ambiente
que a cerca desrespeitando fronteiras e migrando pelos diversos tecidos do corpo, podendo
estabelecer tumores secundarios — as metastases — ao se fixarem em locais distantes do ponto
de origem (PITA, 2010). A capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de formar as
metastases € responsavel em dltima analise pela morte de dois a cada trés pacientes

diagnosticados com cancer.
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Atualmente, a definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia maligna,
como sendo doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado de células transformadas. O
processo de carcinogénese, em geral se da lentamente, podendo levar varios anos para que
uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor perceptivel. O cancer é mais comum
em pessoas de idade avancada, devido ao acumulo de mutagdes e outros danos oxidativos nas
células. Soma-se ainda o declinio da atividade antioxidante e do sistema imune, o que
compromete o combate as células que sofrem mutacdo (LEITE e FILHO, 2014). O uso de
produtos naturais no tratamento de enfermidades vem desde antiguidade, o que leva a busca
pela cura na vasta flora que o Brasil apresenta. Assim tendo vista a grande perspectiva em
relacdo a descoberta de produtos naturais no combate ao cancer é de grande interesse um
melhor conhecimento sobre esta area a fim de se elucidar sua terapéutica, eficacia e seguranca
(LEITE e FILHO, 2014). Os produtos naturais sao amplamente utilizados no tratamento do
cancer. Dentre eles podemos citar os alcaloides vinca, vimblastina e vincristina obtidos de
Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae), cujo isolamento introduziu uma nova era do uso
de plantas medicinais como agentes anticancer (PITA, 2010).

As pesquisas envolvendo produtos naturais geram expectativas para a comunidade
cientifica, pois através da identificacdo de novas substancias podem ser identificadas futuras
terapias importantes para a terapéutica de doencas, inclusive para o cancer ja que 0s
medicamentos existentes atualmente para o tratamento desta doenca foram obtidos de
produtos naturais ou estes serviram para o seu desenvolvimento (ARANHA, 2014). Diante da
diversidade do potencial quimico e bioldgico de produtos naturais, incluindo as plantas,

buscou-se avaliar a atividade anticancer das folhas T. catappa Linn.

2.5.2 Toxicidade

O teste de toxicidade frente a Artemia salina é um ensaio biolégico considerado como
uma das ferramentas mais utilizadas para avaliacdo preliminar de toxicidade. Desta forma
larvas de Artemia salina tem sido utilizada como organismo alvo para detectar compostos
bioativos em extratos de plantas. A toxicidade para este crustaceo tem demonstrado uma boa
correlacdo com atividade citotoxica contra tumores humano e atividade contra o Trypanosoma
cruzi, protozoario causador da doenca de chagas. Em geral, extratos de plantas e derivados
com alta toxicidade contra a Artemia salina sugerem alto potencial para atividades bioldgicas,
sendo, portanto muito atil & utilizagdo deste bioensaio, no direcionamento de estudos
fitoquimicos, na busca de substancias bioativas (AMARANTE., et al, 2011).
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Artemia salina (Figura 02) € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca,
encontrado em agua salgada (LIMA., et at, 2009). Utilizada como alimento vivo para peixes,
sendo seus ovos encontrados em lojas de aquaristas. Essa espécie de microcrustaceo marinho
tem sido utilizada em experimento laboratoriais como um bioindincador, sendo o seu grau de
tolerancia em relagdo a um fator ambiental reduzido e especifico, de modo que apresenta uma
resposta nitida frente a pequenas variagdes na qualidade do ambiente. A letalidade desse
organismo tem sido utilizada para identificacdo de respostas bioldgicas, nos quais as variaveis
como a morte ou vida sdo as Unicas envolvidas (BUENO e PIOVEZAN, 2015).

Figura 02- Artemia salina

Fonte: https://alchetron.com/Artemia-salina. Acesso em: 08/11/ 2017.

A fim de estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais, muitos ensaios podem
ser utilizados como o ensaio de letalidade com o microcrustdceo Artemia salina, que foi
desenvolvido para detectar compostos bioativos em extratos vegetais, mas que também pode
ser utilizado para expressar a toxicidade de um extrato com atividade moluscicida contra

organismos nao alvos, como peixes e pequenos crustaceos (RUIZ., et al, 2005).
2.5.3 Aedes aegypti

A dengue é um dos principais problemas de saiude em paises em desenvolvimento,
sendo uma doenca infecciosa provocada por arbovirus e transmitida pelo mosquito Aedes
aegypti que foi introduzido na América do sul por barcos que vieram da Africa no periodo

colonial juntos com escravos.
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A dengue tem se destacado entre as enfermidades reemergentes e é considerada a mais
importantes das doengas virais transmitidas por atrépodos, sendo também a mais comum e
distribuida arbovirose do mundo. A dengue manifesta-se clinicamente, sob duas formas
principais a dengue classica também chamada febre de dengue e a forma hemorragica (FHD).
Desde o inicio dos anos 70, a organizacdo mundial de saide (OMS) estd envolvida, de
maneira bastante ativa no desenvolvimento e na promocdo de estratégias de tratamento e
controle da doenca (BRAGA e VALLE, 2007). A prevencdo da dengue consiste em trés
fatores basicos: controle vetorial, implementacdo de bons sistemas de vigilancia e
desenvolvimento de vacinas eficazes. Como ainda ndo existe nenhuma vacina validada, o
controle vetorial é muito importante, consistindo, principalmente na eliminacdo de criadouros
naturais e artificiais dos mosquitos, além da aplicacdo de inseticidas, tanto para as larvas
quanto para os adultos (COELHO; PAULA; ESPINOLA, 2009).

O Aedes aegypti (Figura 03) € um mosquito diurno, de coloracdo preta, com listras e
manchas, adaptado ao ambiente urbano. Existem quatro tipos de virus da dengue DEN-1,
DEN-2, DEN-3 e DEN-4, que ocorrem nas areas tropicais e subtropicais do mundo, todos 0s
quatro tipos da doenga causam 0s mesmos sintomas. Entretanto quando uma pessoa contrai
um tipo de virus ela fica imunizada somente contra ele. O Aedes aegypti apresenta grande
capacidade de adaptacdo a criadouros artificiais 0 que possibilita 0 aumento de sua populacéo
e consequentemente, o aparecimento de epidemias de dengue. A transmissdo ocorre pela
picada da fémea do mosquito vetor. As fémeas colocam seus ovos nas paredes de recipientes
gue acumulam agua. Apds o desenvolvimento do embrido, que dura por volta de dois a trés
dias, 0s ovos tornam-se resistentes a dessecacdo e assim que recebem nova carga de agua sao
estimulados a eclodir. A fémea do mosquito transmite a doenca no ciclo reprodutivo. Apos a
oviposicdo a fémea fica faminta e vai atras de um novo hospedeiro (BATISTA, 2014).
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Figura 03- Aedes Aegypti: a- cabeca de uma fémea com antenas pilosas; b- vista dorsal do torax
evidenciando o desenho de uma lira; ¢ — vista lateral da lira no térax; d- terceiro par de pernas; e —

tarso com anéis de escamas claras.

Fonte: OLIVA, 2011.
Disponivel em: http://repositorio.ufpe.br/bitstream/handle/123456789/993/arquivo2986_1.pdf?sequen
ce=1&isAllowed=y. Acesso em: 02/ 11/ 2017.

2.5.4 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacgdo, através de
um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacdo de metais
(BEZERRA., et al, 2014). O termo antioxidante significa aquele que impede a oxidacdo de
outras substancias através de reagdes metabdlicas ou por fatores exdgenos, como as radiaces
ionizantes (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2009).

Compostos quimicos que possuem atividade antioxidante geralmente sdo aromaticos e
contem no minimo uma hidroxila, podendo ser sintéticos, como o butil hidroxianisol (BHA) e
o butil hidroxitolueno (BHT), largamente utilizados pela industria de alimentos. Os naturais
denominados de substancias bioativas incluem os organosulfurados, os fenélicos (tocoferadis,
flavonoides e &cidos fenolicos), os terpenos, carotenoides e o acido ascorbico, que fazem
parte da constituicdo de diversos alimentos. Evidéncias cientificas permitem afirmar que a
propriedade antioxidante vegetal se deve, principalmente, aos compostos fenélicos (FOOD

INGREDIENTES BRASIL, 2010).
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Os antioxidantes podem ser divididos em primario e secundario. Primario quando
apresenta a capacidade de desacelerar ou inibir a acdo por meio da doacdo de elétrons ou
atomos de hidrogénio e secundario por meio da ligacdo de ions metalicos, remocdo de
oxigénio, desativacdo do oxigénio singleto e conversao de hidroperoxidos de espécies nao
radicais (SANTOS 2016).

De acordo com Moura, 2010 os antioxidantes também s&o evidenciados na literatura
pela capacidade de conservar os alimentos, retardando a deterioragdo, ou descoloragéo e
principalmente devido aos efeitos em relacdo a prevencdo de doencas e propriedades

bioldgicas importantes saude humana.
e DPPH (2,2- difenil-1- picril- hidrazila)

A DPPH ¢ caracterizada como radical livre estavel em virtude da deslocalizacdo do
elétron desemparelhado. Esta deslocalizacdo confere a molécula uma coloracdo violeta,
caracterizada por uma banda de absorcdo em etanol em cerca de 520 nm no espectrémetro
UV- vis (ALVES.,, et al, 2010).

O radical livre DPPH apresenta em sua estrutura dois anéis aromaticos e um anel
picrilhidrazila, constituido por um anel aromatico de seis membros ligados a trés grupos nitro
(NOy) e uma hidrazila, em que o 4&tomo de N ligado diretamente ao anel esta com um elétron
desemparelhado, o que caracteriza a espécie como radical livre. Na reacdo de oxidacdo e
reducdo entre o DPPH e a espécie antioxidante, o elétron desemparelhado do nitrogénio se
emparelha com o elétron cedido por um radical hidrogénio por um composto antioxidante
(BOROSKI., et al, 2015).

Figura 04- Estabilizacéo do radical livre DPPH
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Fonte: Rufino., et al, 2007
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Atualmente este método tem sido muito aplicado em diversas amostras como, por
exemplo, em frutas vegetais, plantas medicinais, ervas aromaéticas, temperos, cereais,
leguminosas, chés, folhas, cogumelos, e algas, por ser um método facil de ser aplicado, além
de apresentar alta sensibilidade e reprodutibilidade (BOROSKI., et al, 2015).
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3. METODOLOGIA
3.1 Coleta e obtencéo dos Extratos Vegetais
As folhas de Terminalia catappa Linn foram coletadas no més de novembro de 2016,
no Parque Ten Eilson localizado no municipio Redencdo, na regido do Macico de Baturité,

Ceara Brasil, nas coordenadas 4°13°31°° S e 38°43°18”” W e elevacdo 90 m.

A identificacdo do material vegetal foi realizada pela botanica Profa. Dra. Maria
Iracema Bezerra Loiola, em agosto de 2017, na Universidade Federal do Ceara - Campus do
Pici, no Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia. A exsicata foi depositada no
Herbario sob o N° de registro EAC # 60568.

As folhas foram secas a temperatura ambiente por 14 dias. Em seguida foram
trituradas em liquidificador e submetidas a extragdo com hexano a temperatura ambiente. A
solugéo resultante foi concentrada em evaporador rotativo, para obtencdo do extrato hexanico

bruto. O procedimento de extracdo foi repetido com o solvente alcool etilico.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia e Ciéncias Naturais
(LABioCN)/ Quimica Organica e Quimica Inorganica da Universidade da Integracdo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), Campus das Auroras.

3.2 Testes Fitoquimicos

Os testes para identificacdo dos metabolitos secundarios presentes foram realizados
através de reacdes gerais. Pesou-se 1 g de cada extrato bruto e dissolveu-se em solucdo
hidroalcodlica (80%), resultando em uma solucdo estoque de cada extrato. Os extratos
hexanico e etanolico foram submetidos aos seguintes testes de acordo com a metodologia
proposta por MATOS (2009) e COSTA, (2014).

3.2.1 Testes para fendis e taninos

Adicionou-se 3 gotas de solugdo alcodlica de FeCl; em 3 mL de solugdo estoque
contida em tubo de ensaio. Adicionou-se também 3 gotas de FeCl; em tubo de ensaio
contendo apenas agua (Branco). Agitaram-se os tubos e aguardou-se possivel a variacdo de

cor ou formagéo de precipitado nas amostras.
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3.2.2 Testes para antocianinas, antocianidinas e flavonéides

Foram adicionados em trés tubos de ensaio 3 mL de solugdo estoque. No primeiro foi
adicionado por HCI (1M) até pH 3, no segundo tubo NaOH 10 % até pH 8,5 e no terceiro
tubo NaOH 10 % até pH 11. Agitaram-se os tubos e aguardou-se possivel mudanca de

coloracéo.
3.2.3 Testes para leucoantocianidinas, catequinas, e flavonas

Foram separados dois tubos de ensaio e adicionou-se 3 mL de solucdo estoque em
cada tubo. No primeiro tubo adicionou-se HCI (1 M) até pH 1-3, no segundo tubo NaOH 10
% até pH 11. Agueceram-se 0s tubos em banho Maria cerca de 3 minutos, e agitaram-se bem
0s tubos e aguardou-se possivel surgimento de mudanca de cor por comparacdo com 0s tubos

correspondentes usados no teste anterior.
3.2.4 Teste para flavonois, flavanona, flavanonois e xantonas.

Em um tubo de ensaio adicionou-se 3 mL de solucdo estoque juntamente com alguns
centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. Ap6s o termino da reacao
indicada pelo fim de efervescéncia observou-se por comparagdo visual ao tubo de teste

anterior acidificado possivel mudanca de coloracdo na mistura de reacéo.
3.2.5 Teste para esteroides e triterpenos (Lieberman Burchard)

Adicionou-se 5 mL de solugédo estoque para um tubo de ensaio deixando evaporar 0
solvente em banho Maria até a secura. Adicionou-se 5 mL de diclorometano para a dissolugéo
do extrato seco. Apds esse processo, filtrou-se a solucdo. Adicionou-se 1 mL de anidrico
acético, 2 mL de H,SO,4 concentrado. Agitou-se bem o tubo e aguardou-se possivel variagdo

de cor na amostra.
3.2.6  Testes para heterosideos sap6nicos

Adicionou-se no residuo insolivel em diclorometano, obtido no teste anterior, 5 mL de
agua destilada para solubilizacdo do mesmo. Em seguida filtrou-se a solucéo e transferiu-se
para um tubo de ensaio filtrado. Agitou-se o tubo fortemente por 2 minutos e observou-se se

havia formacdo de espuma persistente.
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3.2.7 Teste para alcaloides

Levou-se a secura 10 mL da solucdo estoque em banho Maria. Adicionou-se o residuo
seco 1 mL de etanol e 2 mL de solugéo de HCI concentrado. Transferiu-se 1 mL da solugéo
para cada 2 tubos ensaios. Adicionou-se em cada um dos tubos, respectivamente algumas
gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides: Mayer, e Dragendorff. Observou-se

possivel precipitacdo ou turvacao das amostras.
3.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos hexanico (EHFTC) e etandlico (EEFTC) das folhas Terminalia catappa

Linn foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD).

Primeiramente prepararam-se as cromatoplacas de vidro que foram lavadas com
detergente e passou-se acetona em sua superficie. A silica, fase estacionaria utilizada, foi
pesada 25 g de silica gel da Merck, que foi suspensa em aproximadamente 50 ml de agua, e
aplicada nas cromatoplacas de vidro deixando-as secar longe de qualquer umidade. Apds
secas foram levadas para ativacdo em estufa a 100°C por 30 minutos, e mantidas em

aquecimento a 50°C.

Os extratos hexanico e etandlico foram diluidos em cloroférmio e aplicados nas
cromatoplacas com auxilio de um capilar. Para a fase moével foram utilizadas misturas de
solventes hexano - acetato etila (8:2) e cloroférmio-metanol (9:1). A revelacdo das
substancias foi feita por pulverizacdo das placas com solucdo de sulfato cérico [Ce(SOy)2],
seguido de aquecimento (100°C) por 5 minutos em estufa. Utilizou-se também vapores de

iodo para revelar as cromatoplacas.
3.4 Citotoxicidade in vitro

As analises de citotoxicidade pelo método do MTT foram realizadas no Laboratério de
Oncologia experimental da Faculdade de Medicina na Universidade Federal do Ceara (UFC),
realizados pelo Prof. Dr. Francisco Washington Araujo Barros (ICEN/ ICS). O programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI) testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN., et al, 1990). E um método réapido sensivel e barato. Foi
descrito primeiramente por MOSMAN (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e
0 estado metabdlito da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversao do sal 3- (4,5

— dimetil -2- tiazol ) — 2,5- difenil -2-H- brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan
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a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O
estudo citotdéxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade ndo o
mecanismo de acdo (BERRIDGE., et al, 1996).

Figura 05- Estruturas do MTT e do produto colorido Formazan.

Fonte: BRESCIA, Peter; BANKS, Peter, 2009.

Disponivel
em: https://www.biotek.com/assets/tech resources/Quantification%200f%20Cell%20Viability%20Ap

p%20Note.pdf. Acesso em: 13/11/2017

As linhagens celulares de cancer humano utilizadas, HCT-116 (carcinoma de cdlon),
PC-3 (adenocarcinoma de préstata) e SF- 295 ( glioblastoma), foram cultivadas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, e mantidas

em estufaa 37 °Ce5 % de CO,

As células neoplasicas foram plaqueadas em placas de 96 pocos (0,7 x 10° celulas/
mL) e as amostras foram adicionadas apds 24 h. Em seguida, as placas foram incubadas por
72 h em estufa a 5 % de CO, e 37°C. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de
DMSO e as absorbancias foram obtidas com o auxilio de um espectrofotdmetro de placa a
595 nm. Os extratos foram testados em uma concentracdo de 50 mg/mL. As absorbancias
obtidas foram utilizadas para calcular o RVC % pelo programa Graphpad Prism vesdo 5.0.

Cada amostra foi testada em triplicata a partir de dois experimentos independentes.
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3.5 Toxicidade frente a larvas de Artemia salina

O teste de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado seguindo a metodologia de
Amarante., et al, 2011. Primeiramente preparou-se uma solugdo com NaCl na concentragéo
de 60 g/L com pH na faixa de 8,0 - 9,0. Esta solucédo foi utilizada para eclosdo dos ovos de
Artemia salina e no preparo das solucdes das amostras. Os ovos foram colocados para eclodir
na solugéo salina por 24 horas por iluminagéo artificial em temperatura ambiente entre 26° C
a29°C.

Figura 06- Criacdo de larvas Artemia salina submetido durante um periodo 24 h, sobre

iluminacdo artificial em temperatura ambiente para ecloséo.

Figura 07- Contagem das larvas mortas e vivas realizada apds 24 h.

34



Dissolveu-se 17 mg dos extratos hexanico e etandlico das folhas de Terminalia
catappa Linn em 17 mL de DMSO 1 % resultando em uma solugéo estoque de concentracdo
1 mg/mL ou 1000 ppm. Foram preparadas solucdes salinas a partir da solucdo estoque nas
concentragdes 500, 250, 125, 62,5, 31,2 ppm. Cerca de 10 larvas de Artemia salina com idade
de 24 horas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de solugao salina 60 g/L.
As larvas de Artemia salina foram incubadas sob iluminacdo artificial. O ensaio foi realizado
em triplicata, sendo a contagem das larvas mortas e vivas realizada apos 24 horas. A agua

salina foi o controle negativo do experimento.
3.6 Ensaio larvicida frente a larvas de Aedes aegypti

O ensaio foi realizado no Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgénica da
Universidade Federal do Ceara, de acordo com a metodologia desenvolvida por GADELHA,;
TODA, 1985 e OLIVEIRA,, et al, 2002 sob a coordenacdo da Profa. Dra. Gilvandete Maria
Pinheiro Santiago.

Aliquotas de 1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg, em triplicata, das amostras foram
inicialmente dissolvidas em 0,3 mL de DMSO e transferidas para um béquer de 50 mL.
Posteriormente, foram adicionadas 50 larvas de terceiro estagio. Juntamente com 19,7 mL de
agua. Paralelamente, foram feitos testes em branco, utilizando-se 4gua e DMSO a 1,5 %.
Apo0s 24 horas foi realizada a contagem das larvas exterminadas e calculada a CLs.

3.7 Avaliacdo da atividade antioxidante
3.7.1 Ensaio com o DPPH

A preparacgdo da solucdo de DPPH e ensaio de avaliacdo da atividade sequestrante do
radical DPPH (2,2 — difenil-1- picril-hidrazila), seguiu a metodologia adaptada de Fernandes,
2017 e Rufino., et al, 2007. Para preparar 60 puM da solucdo de DPPH, pesou-se 2,4 mg de
DPPH e dissolveu-se em alcool etilico P.A e completou-se o volume para 100 mL em um
baldo volumétrico, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram preparadas solugdes
alcodlicas dos extratos nas concentragbes de 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125
mg/mL, 0,0625 mg/mL, e 0,0312 mg/mL. Nas solucdes preparadas adicionou-se 2 mL da
solugédo de DPPH 60 puM, em temperatura ambiente, no escuro. Aguardou-se cerca de 30
minutos. Ap6s 30 minutos foi realizada a leitura da absorbancia das amostras em

espectrofotdbmetro modelo T80 UV/Vis utilizando comprimento de onda 520 nm. As medidas
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foram realizadas em cubetas de vidro com percurso 6ptico de 1 ¢cm tendo o alcool etilico
como branco. As medidas das absorbancias foram realizadas em triplicatas em intervalos 1

min entre cada leitura.

A percentagem de inibicdo ou atividade de eliminacdo de radicais livres foi calculada

através da seguinte formula;

% inibicio DPPH = {228 DP;:S_;;’::T"OS"“) D (010 S Equacdo 01

Onde
Abspppy = absorbancia da solucdo etandlica do radical de DPPH
ADbS;mestra = absorbancia da amostra apds 30 minutos de reacdo com a solucédo de DPPH

A determinagdo da concentragdo inibitoria (ICsp) também é uma das maneiras de
expressar a atividade antioxidante pelo métododo sequestro de radical livre DPPH (PRADO,
2009).

O valor de ICso (mg/mL) é a concentracdo necessaria para inibir 50% do radical livre

de DPPH inicial que foi calculada através de regressao linear e da equacdo da reta do gréfico.
Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os valores da média de trés
repeticbes (n=3) + desvio padrdo (r) da média foram calculados utilizando o programa de

calculo percentagem de inibigdo (ICsp).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos extratos

As folhas secas de Terminalia catappa Linn foram trituradas obtendo-se 353,8 g de
material vegetal seco. A Tabela 01 mostra as massas e 0s rendimentos obtidos dos extratos

hexanico e etandlico das folhas T. catappa Linn.

Tabela 01- Massa total e o rendimento dos extratos hexanico e etandlico das folhas T.

catappa Linn.

Espécie Material vegetal seco Extrato Massa () Rendimento %
EHFTC 421 1,19
T.catappa Linn 353,89 EEFTC 38,2 10,79

Fonte: Autor, 2017
EHFTC: Extrato hexanico das folhas de Terminalia catappa Linn

EEFTC: Extrato etandlico das folhas de Terminalia catappa Linn

4.2 ldentificacdo dos metabdlitos secundarios
De acordo com os resultados obtidos, observou-se a presenca de algumas classes de
metabolitos secundarios e auséncia de outras nas folhas de T. catappa Linn. Verificou-se as
mesmas classes de metabolitos em ambos os extratos. Os metabdlitos secundarios presentes

foram Taninos, Triterpendides, Esterdides e Alcaloides.

Os taninos podem ser caracterizados por reacGes de coloragdo (azul escuro) ou
turvacdo ou precipitacdo escura quando reage com solucdo alcoolica de cloreto férrico
(FeCls). As plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas enfermidades. Os taninos ajudam no processo de cura de feridas, queimaduras e
inflamacdes através da formagdo de uma camada protetora (complexo tanino proteina e

polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada (SILVA, 2007).
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O principal teste analitico para identificagdo de esteroides nos extratos hexanico e
etandlico das folhas T. catappa Linn foi reacdo de Liebermann- Burchard. Os esterdides sdo
caracterizados por reacGes de coloracdo (parda a vermelha) que sugere a presenca de
triterpendides pentaciclicos livres (MATOS, 2009). Os esteroides sdo formados a partir dos
triterpenos por meio de descarboxilacbes (ALMEIDA., et al, 2015). As principais
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas dos esteroides estdo no desenvolvimento e controle
do sistema reprodutor humano, cardioténicos, precursores de vitamina D, anticoncepcionais
orais e agente anti-inflamatorios RODRIQUES., et al, 2010; BESSA., et al, 2013. J& os
triterpenos possuem efeitos anti-inflamatorios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais
(BESSA,, et al, 2013).

Verificou-se precipitagdo no teste de verificacdo de alcaldides tanto o extrato hexanico
quanto no etandlico com o reagente Dragendorff. Porém com o reagente Mayer apenas 0
extrato hexanico ocorreu leve turvacdo. Os alcaldides podem ser encontrados em todas as
partes de um vegetal, contudo em um ou mais 6rgaos havera um acumulo preferencial destas
substancias. Tem sido observado que muitas plantas produtoras de alcaldides séo evitadas por
animais ou insetos em sua dieta, isto certamente devido a sua toxicidade ou o fato de a
maioria dos alcal6ides terem gosto amargo (HENRIQUES; KERBER; MORENO, 2001).

Foram realizados ensaios fitoquimicos para analisar os extratos obtidos das folhas de

T. catappa Linn. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 02 e nas Figuras 08 e 09.
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Tabela 02- Resultados da abordagem fitoquimica presente dos extratos hexanico e etanolico

das folhas T. catappa Linn.

No | Teste

1 Taninos
Fendis

2 Antocianinas
Antocianidinas

Flavonoides

3 Leucoantocianidinas
Catequinas
Flavonas

4 Flavonéis
Flavononas
Flavononois
Xantonas

5 Triterpenos
Esteroides

6 Heterosideos saponicos

Alcaloides

Fonte: Autor, 2017

Reagentes

Cloreto férrico 10%

Cloreto férrico 10%

Acido cloridrico 1 M pH=3
Hidroxido de sédio 10% pH = 8,5
Hidroxido de sédio 10% pH =11
Acido cloridrico 1 M pH=1-3

Hidroxido de sédio 10% pH =11

Acido cloridrico concentrado

Magnésio granulado

Liberman Bouchard
Liberman Bouchard

Diclorometano

Reagente Mayer

Reagente Dragendorff

PARAMETROS: ausente (-), fraco (+), médio (++), forte (+++).
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Figura 08- Analise fitoquimica do extrato hexanico das folhas T. catappa L

Esteroides

&= Drazendorff

R. Mayer

Fonte: Autor, 2017
1.Taninos 5. Triterpenos e esteroides 7. Alcaloides (Mayer. Dragendorff).

Figura 09- Analise fitoquimica do extrato etanolico das folhas T. catappa Linn

& Triterpenos
Esteroides
5

Dragendotdf

Taninos

R. Mayer e

Fonte: Autor, 2017

1. Taninos 5. Triterpenos e esteroides 7. Alcaloides (Mayer. Dragendorff).
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4.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A andlise da cromatografia em camada delgada dos extratos hexanico e etandlico
eluidos com hexano- acetato de etila (8:2) e cloroférmio- metanol (9:1) utilizando sulfato
cérico como revelador mostrou manchas nas coloracdes azul, rosa e laranja sugerindo a
presenca de triterpenos, esteroides e alcaloides, respectivamente (CHAVES, 1997). As

cromatoplacas estéo ilustradas nas figuras 10 e 11.

Figura 10- Cromatoplacas dos extratos hexanico e etandlico das folhas Terminalia catappa
Linn.

1) EHFIC 1) EHFIC
2) EEFIC ! 2) EEFIC
B o -
1 2 )
EHFTC/ EEFIC EHFTC/ EEFTC
Eluente=H: A (82) Etuente= H: A (82)

Revelador= Sulfato cérico Revelador=Iodo

Fonte: Autor, 2017

Figura 11- Cromatoplacas com os extratos hexanico e etanolico das folhas Terminalia
catappa Linn.

1) EHFIC 1) EHFIC
. 2) EEFTC 2) EEFTC

Z_.L—L = ‘
B —_ 2
EHFTC/ EEFIC

Eluente= C: M ( 9:1)

EHFIC/ EEFIC

Eluente= C: M ( 2:1)
Revelador= Sulfato cérico
Revelador=Iodo

Fonte: Autor, 2017
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De acordo com (SIQUEIRA; SILVA; AZEVEDO; BJERK, 2003) os vapores de iodo
constituem um revelador de substancias quimicamente diferentes como aminoécidos, lipideos,
acucares, vitamina C, fendis etc. os vapores de lodo séo absorvidos pela fase estacionaria e
pelas substancias cromatografadas. Compostos altamente saturados sdo revelados como
manchas claras sobre um fundo marrom, enquanto os saturados mostram um marrom mais

€scuro.

4.4 Andlise da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada atraves do método DPPH nos extratos hexanico e
etandlico das folhas Terminalia catappa Linn. O DPPH possui coloracdo purpura ou violeta
com absorcdo maxima na regido de 515 nm a 528 nm, tornando-se amarelo apds receber
atomos de hidrogénio proveniente da espécie antioxidante, através de uma reacdo de
oxirredugdo. Esse método € baseado na captura dos radicais livres de DPPH (2,2- difenil-1-
picril- hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo na absorbancia em 515 nm. O
radical livre reage com doadores de hidrogénio, na presenca de substancias antioxidantes e

este doadores recebem H*, sendo entéo reduzidos (SILVA., et al, 2013).

A relacdo entre a concentracdo e absorbancia dos extratos hexanico e etanolico das
folhas T. catappa Linn no consumo de DPPH, mostrou que o extrato etandlico (84,773%)
tem um potencial antioxidante maior do que o extrato hexanico ( 81,650%), tomando como
base a concentracdo de 1 mg/mL. Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor
sera a sua ICsg e maior a eficiéncia antioxidante e quanto maior a concentracdo da amostra
menor sera absorbancia e maior o consumo de DPPH (NASCIMENTO,, et al, 2011).

O valor ICsy do extrato hexanico das folhas foi calculado por meio da analise da
regressdo linear entre a concentragdo do extrato vs % de inibigcdo. A equacéo da reta foi y =
73,012 x + 12,557 onde y representa % de inibi¢do e x a concentracdo do extrato com (r) de
0,9635 na qual a ICsp do extrato hexanico foi de 0,512 mg/mL e do extrato etandlico de
0,00687 mg/mL. (SILVA.,, et al, 2011).

Os resultados das atividades antioxidante do extrato hexanico (Tabela 03, Grafico 01
e Figura 12) e etandlico das folhas T. catappa (Tabela 04, Gréafico 02, Figura 13) estdo

mostrado abaixo.
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Tabela 03: Atividade de antioxidante do extrato hexanico das folhas T. catappa Linn

Concentracéao Abs IC 5
(mg/mL)
(mg/mL) (A =520 nm) % inibigéo r
1 0,125 81,650 + 0,0047
0,5 0,312 54,319 +0,003
0,512
0,25 0,438 35,920 + 0,0015
0,125 0,516 24,500 +0,0025
0,0625 0,577 15,569 + 0,0025
0,0312 0,634 7,125 +0,0015
DPPH 0,683 0 + 0,0000

Fonte: Autor, 2017

Grafico 01: Porcentagem de inibicdo do radical DPPH em relacdo das concentracdes de

amostra do extrato hexanico das folhas T. catappa Linn
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% inibi¢do do radical DPPH
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Fonte : Autor, 2017
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Figura 12: Atividade antioxidante do extrato hexanico avaliado pelo metodo de DPPH

Fonte : Autor, 2017

Tabela 04; Atividade de antioxidante do extrato etandlico das folhas T. catappa.

Concentracéo Abs IC 5
(mg/mL)
(mg/mL) (A =520 nm) % inibigdo r
0,0156 0,104 84,773 +0,0017
0,0078 0,255 62,616 +0,0025
0,00687
0,0039 0,383 43,875 + 0,0005
0,00195 0,456 33,187 +0,0037
0,000975 0,554 18,887 + 0,002
0,000488 0,635 6,979 +0,0025
DPPH 0,683 0 + 0,0000

Fonte: Autor, 2017
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Gréfico 02: Porcentagem de inibicdo do radical DPPH em relacdo das concentragdes de
amostra do extrato etanolico das folhas T. catappa Linn
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Fonte : Autor, 2017

Figura 13: Atividade antioxidante do extrato etanélico avaliado pelo metodo de DPPH

Fonte: Autor, 2017.
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4.5 Teste toxicidade frente a Artemia salina

Passado 24 horas de incubacdo das larvas de Artemia salina, realizou-se a contagem
de exemplares de Artemia salina vivas e mortas sendo o percentual de sobrevivéncia

calculado através da seguinte formula.

% mortalidade = 1’;;:} S L0 L0 TS Equacdo 02

Onde

M= porcentagem de mortalidade

X = numero de organismos mortas

y = numero de total de organismo no tubo

A relagdo entre dose e mortalidade, e o calculo da DLs, foi através do Probit Analysis.
De acordo com (AMARANTE, et al. 2011) o grau de toxicidade é dado da seguinte forma:
baixa toxicidade quando a dose letal (DLso) > 500 ppm; moderada para dose letal (DLs) for

entre 100 e 500 ppm e muito tdxico quando (DLsp) < 100 ppm.

Os resultados dos testes de toxicidade frente Artemia salina dos extratos hexanico e

etandlico das folhas estdo mostrados na Tabela 05, Gréafico 03 e Tabela 06, Grafico 04.

Tabela 05: Resultado do teste de toxidade do extrato hexanico das folhas T. catappa frente a

Artemia salina.

Concentracéo (ppm) Total larvas Larvas mortas % mortalidade DLsg (ppm)
500 30 30 100
250 30 24 80
125 30 21 70 87,671
62,5 30 19 63
31,2 30 17 56
Controle 30 0 0

Fonte: Autor, 2017
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Grafico 03: Porcentagem de mortalidade de larvas Artemia salina em concentraces das
amostras do extrato hexanico das folhas Terminalia catappa Linn analisado pelo programa

probit analysis.
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Fonte: Autor, 2017

Tabela 06: Resultado do teste de toxidade do extrato etandlico das folhas T. catappa frente a

Artemia salina.

Concentracéao (ppm) Total larvas Larvas mortas % mortalidade DLs (ppm)
500 30 30 100
250 30 25 83
125 30 18 60 79,830
62,5 30 13 43
31,2 30 7 23
Controle 30 0 0

Fonte: Autor, 2017

47



Grafico 04: Porcentagem de mortalidade das larvas Artemia salina nas concentragdes das
amostras do extrato etanolico das folhas Terminalia catappa Linn analisado pelo programa de
probit.
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Fonte: Autor, 2017

Os resultados obtidos com os extratos hexanico e etandlico das folhas Terminalia
catappa Linn, foram bastante significativos, pois a dose letal (DLs) foi de 79,830 ppm para o
extrato etandlico e 87,671 ppm para o extrato hexanico. De acordo com AMARANTE. et al,
2011 considerou-se tanto o extrato hexanico quanto o etanolico altamente toxicos. Estudos
relatam que a toxicidade sobre Artemia salina estd relacionado com atividades

anticancerigena, antifingica e antimicrobiana.
4.6 Citotoxicidade in vitro

Os resultados da atividade citotoxica para os extratos frente a trés linhagens de células
de cancer humano estdo mostrados na Tabela 07. Somente EHFTC destacou-se por
apresentar forte atividade citotoxica (% RVC > 80,00%) nas trés linhagens celulares de cancer
humano (SF-295, HCT-116, PC-3).
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Tabela 07: Citotoxicidade das amostras em linhagens celulares de cAncer humano testadas em

concentragdo Unica (50 mg/mL).

Linhagem Celular

SF-295 HCT-116 PC-3
Amostra (glioblastoma) (carcinoma de célon) (adenocarcinoma de prostata)

% RVC? EPM A % RVC EPM A % RVC EPM A

EEFTC 11,60 2,34 PA 0,00 0,00 SA 9,18 2,59 PA

EHFTC 83,78 3,50 MA 98,88 1,69 MA | 88,50 2,24 MA

%0s dados estdo apresentados como percentuais de reducdo da viabilidade celular
(RVC % + EPM) obtidos pelo programa Graphpad Prism Versdo 5.0, a partir de 2
experimentos independentes realizados em triplicata apés 72 h de incubacio. “Classificacdo
da atividade citotoxica (SA= sem atividade; PA= pouca atividade; Mo = moderada atividade;

MA= muita atividade).
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5. CONCLUSAO

A abordagem fitoquimica dos extratos hexanico e etandlico das folhas de Terminalia
catappa L. revelaram a possivel presenca dos seguintes constituintes taninos, triterpenoides,
esteroides e alcaloides, que foram corroborados pela analise em CCD dos extratos obtidos.
Ressalta-se a presenca de metabdlitos importantes que possuem diversas propriedades

farmacoldgicas j& comprovadas e relatadas na literatura.

Os extratos hexanico e etanélico das folhas foram submetidos ao teste larvicida frente
as larvas de Aedes aegypti e ndo apresentaram resultados significativos. No entanto, os
extratos hexanico e etandlico mostram-se altamente toxicos no ensaio de toxicidade frente a

larvas de Artemia salina.

No ensaio de atividade antioxidante com DPPH, o extrato etandlico (84,773 %) das
folhas apresentou um potencial maior do que o extrato hexanico (81,650 %) na concentracdo

de Img/mL.

O extrato hexanico das folhas de Terminalia catappa L. mostrou resultados bastante
satisfatorio no teste de citotoxicidade in vitro em trés linhagens de células tumorais
(carcinoma de colon - 98,88%, adenocarcinoma de prostata — 85,50% e glioblastoma —
83,78"%).

Os resultados obtidos poderdo direcionar para o fracionamento cromatografico do
extrato hexanico das folhas de Terminalia catappa L. na busca de principios ativos que
corroborem com os resultados j& alcancados. Desta forma, destacamos a contribuicdo deste
estudo para o conhecimento quimiotaxonémico do género Terminalia e da familia

Combretaceae.
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