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Artigo

CHEMICAL CONSTITUENTS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY FROM LEAVES EXTRACTS OF Terminalia fagifolia Mart.
et Zucc. Phytochemical investigation of ethanolic leaves extracts of 7. fagifolia led to the isolation of (+)-catechin, sitosterol-3-O-
B-D-glucopyranoside, o- and B-tocopherol, a mixture of lupeol, o- and B-amyrin, sitosterol and a mixture of glicosid flavonoids

(CP-13). The structures of these compounds were identified by 'H and '*C NMR spectral analysis and comparison with literature data.

Absolute configuration of the catechin was determinate by circular dichroism. Antioxidant activity (EC, ), evaluated by 2,2-diphenyl-

1-picrylhidrazyl (DPPH) assay system, decreased in the order: (+)-catechin > hydroalcoholic fraction > CP-13 > aqueous fraction

> EtOH extract.
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INTRODUCAO

A familia Combretaceae compreende 18 géneros, sendo Combre-
tum e Terminalia os mais abundantes, com cerca de 370 e 200 espé-
cies, respectivamente, as quais sio largamente distribuidas no Oeste
e Sul da Africa e amplamente utilizadas na medicina popular.!

As plantas do género Terminalia sio ricas em triterpenos pentaci-
clicos e seus derivados glicosilados, flavonoides, taninos e outros com-
postos aromaticos.? Apresentam diversas atividades farmacoldgicas,
tais como antiflingica, anti-helmintica, antimaldrica, anticancerigena,
hipoglicémica, anti-inflamatdria, antibacteriana, antioxidante, antiulce-
rogénica, antiviral, antidepressora, tripanocida, moluscicida, imunomo-
dulatdria e efeitos hepatoprotetor, cardioprotetor, dentre outros.?

Terminalia fagifolia Mart. et Zucc € uma planta encontrada no cer-
rado, distribuida pela Bahia, Ceard, Goids, Distrito Federal, Piaui, Sdo
Paulo, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais.
E conhecida popularmente como capitiio, capitdo-do-mato, capitio-do-
cerrado, capitdo-do-campo, mirindiba e pau-de-bicho. A drvore € melifera
e ornamental, sendo seus frutos utilizados no artesanato e a madeira pode
ser empregada na marcenaria e construgdo civil. Na medicina popular a
casca do caule € usada no combate a aftas e tumores.*

Estudos realizados com 7. fagifolia demonstraram que o extrato
etandlico das cascas apresenta atividades citotdxica e antioxidante,
bem como a ocorréncia de flavonoides (flavanonas, chalconas e fla-
vanas), 1,3-diarilpropanos, triterpenos pentaciclicos glicosilados e
nao-glicosilados e um esteroide, o sitosterol.’ O extrato etandlico das
folhas apresenta forte potencial antioxidante no ensaio do DPPH.¢

Nos tltimos anos, um grande interesse no estudo de antioxidantes
tem ocorrido devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito
dos radicais livres no organismo. Os radicais livres sdo moléculas
organicas ou inorganicas e 4tomos, que contém um ou mais elétrons
ndo empareados, instdveis e muito reativos, que causam danos as
células e patologias relacionadas como artrite, catarata, cancer,
diabete, disfuncdo cerebral, aterosclerose, doengas cardiacas e neu-
rodegenerativas, dentre outras.**

*e-mail: mariana@ufpi.br

A acdo dos radicais livres pode ser bloqueada ou retardada por
substancias antioxidantes, as quais podem ser basicamente de duas
categorias: naturais e sintéticas. Nesta tltima categoria estdo incluidos
o BHA (butil-hidroxi-anisol) e o BHT (butil-hidroxi-tolueno), comu-
mente utilizados em alimentos contendo lipidios, porém apresentam
problemas de seguranca e toxicidade. Sendo assim, as pesquisas t€ém-se
voltado no sentido de encontrar produtos naturais com potencial antio-
xidante que possam substitui-los ou ser usados em associagéo.%’

Este artigo relata o estudo fitoquimico do extrato etandlico das
folhas de T. fagifolia biomonitorado para a obtencdo de substincias
antioxidantes.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN 'H e *C foram obtidos em espectrometro
Briiker modelo Avance DRX-500, operando a 300, 500 MHz ('H),
75 e 125 MHz (**C). As placas cromatogréficas foram preparadas
utilizando-se uma mistura de gel de silica 60 G Vetec e 60 GF,,, Fluka
(1:1) e as revelagdes das cromatoplacas foram feitas por borrifamento
com solu¢do de sulfato cérico. As colunas cromatograficas foram
preparadas com gel de silica 0,2-0,5 mm da Merck e 0,063-0,20 mm
da Vetec ou Sephadex LH-20 da Aldrich.

Foram utilizados apenas solventes e reagentes analiticamente
puros. O radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e o BHT (butil-
hidroxi-tolueno) foram adquiridos da Sigma Aldrich e a rutina da PVP
SA., Parnaiba-PI. As medidas de absor¢@o foram feitas usando-se
espectrofotometro UV-Vis Hitachi U-3000.

A andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
um detector de arranjo de fotodiodos e dicroifsmo circular (CLAE-
DAD-DC) foi realizada em cromatégrafo da marca Jasco, bomba
modelo PU-2089, acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos
(MD-2010) e um detector de dicroismo circular (CD-2095) e injetor
automatico AS-2055. A coluna utilizada foi do tipo Chiralcel OD-H
(250 x 4,6 mm, 5 um), com fase mével em hexano/EtOH (75:25 v/v)
acidificados com 0,1% de TFA e vazao de 0,5 mL/min.
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Material vegetal

As folhas de T. fagifolia foram coletadas na cidade de Floria-
no - Piaui, Brasil, em setembro de 2002. A exsicata encontra-se
depositada no Herbdrio Graziela Barroso da UFPI, com o niimero
TEPB 18061.

Extracio e isolamento dos constituintes

As folhas de T. fagifolia foram secas ao ar, moidas (505 g) e ex-
traidas seis vezes por maceragdo com etanol a temperatura ambiente.
O solvente foi removido em evaporador rotativo fornecendo 201 g
de extrato etandlico. Parte deste extrato (91 g) foi suspenso em 900
mL de uma mistura de H,O/MeOH (2:1) e submetido a parti¢do
com acetato de etila, fornecendo as fragdes aquosa e acetato de etila.
Esta dltima foi concentrada (37 g), suspensa em MeOH/H,0O (9:1)
e extraida com hexano, fornecendo as fragdes hidroalcodlica (29 g)
e hexanica (3 g). A fracdo hexanica concentrada foi dissolvida em
metanol a quente (banho de dgua a 40 °C), mantida sob refrigeracio
por 24 h e filtrada, resultando em duas fracdes, o material solivel em
MeOH (2 g) e o precipitado graxo (0,9 g).

A fracdo hidroalcodlica (500 mg) foi dissolvida em 5 mL de
H,O e aplicada em coluna Sep-Pak Waters Vac 35 cc (C (.10 g). Em
seguida a coluna foi eluida com H,O/MeOH em ordem decrescente
de polaridade.’ A fragdo CP-4 (135 mg), eluida com 20% de MeOH,
forneceu, apds filtragdo em Sephadex LH-20 com metanol, a subs-
tancia (+)-catequina (1, 27 mg). A fracdo CP-6 (134 mg), eluida
com 30% de MeOH, correspondeu ao 3-O-B-D-glicopiranosideo do
sitosterol (2, 29 mg), que foi submetido a reacdo de acetilagdo com
anidrido acético (1 mL) e piridina (1 mL), fornecendo o derivado
tetra-acetilado (30 mg). A fracdo CP-13 (148 mg), eluida com 40%
de MeOH, consistiu de uma mistura de flavonoides glicosilados de
dificil separag@o.

O material solivel em MeOH (2 g) foi fracionado por meio de
cromatografia em coluna de gel de silica (210 g), eluida com hexano,
hexano/AcOEt e AcOEt/MeOH em ordem crescente de polaridade,
fornecendo 104 fragdes (125 mL cada), sendo coletadas como segue:
fragdes 1-8 (hexano 100%), 9-24 (hexano/AcOEt, 98:2), 25-39 (hexa-
no/AcOEt, 95:5), 40-52 (hexano/AcOEt, 9:1), 53-59 (hexano/AcOEt,
85:15), 60-70 (hexano/AcOEt, 7:3), 71-81 (hexano/AcOEt, 6:4),
82-87 (hexano/AcOEt, 1:1), 88-94 (AcOEt 100%) e 95-104 (AcOEY/
MeOH, 1:1). Apés remogdo do solvente em evaporador rotativo e
andlise por CCDA, as fracdes foram reunidas em 10 grupos.

Os grupos T1 (fragdes 20-24, 79 mg), T2 (fragdes 25-27, 139 mg)
e T4 (fragdes 43-50, 108 mg) foram recromatografados em coluna
de Sephadex LH-20 eluidas com hexano/CH,Cl, (1:4) fornecendo o
o-tocoferol (3, 24 mg), B-tocoferol (4, 8 mg) e sitosterol (8, 37 mg),
respectivamente.

O grupo T3 (fragdes 34-36, 141 mg) foi suspenso em hexano
originando 106 mg de um sélido amorfo, que foi dissolvido em
hexano/CH,Cl, (1:4) e submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 com eluig¢ao isocrética neste solvente, fornecendo
18 mg de uma mistura dos triterpenos o-amirina (5), B-amirina (6)
e lupeol (7).

(+)-Catequina (1): s6lido amorfo alaranjado. RMN 'H [300 MHz,
CD,0D, S (ppm)]: 4,59 (d; J=7,4 Hz; H-2); 4,01 (ddd, J=8,0; 7,4 ¢
5,4 Hz; H-3); 2,52 (dd; J=16,0 € 8,0 Hz; H-4_ ); 2,84 (dd; J=16,0
e 5,4 Hz; H—4m); 5,96 (d; J=2,2 Hz; H-6); 5,89 (d; J=2,2 Hz; H-8);
6,85 (d, J=1,8 Hz; H-2’); 6,79 (d; J=8,1 Hz; H-5"); 6,72 (dd; J=1,8
e 8,1 Hz; H-6’). RMN “C [75 MHz, CD,0OD, & (ppm)]: 82,6 (C-2);
68,6 (C-3); 28,2 (C-4); 157,3 (C-5); 96,4 (C-6); 157.4 (C-7); 95,6
(C-8); 156,7 (C-9); 100,9 (C-10); 132,0 (C-17); 115,2 (C-27); 146,0
(C-3%); 146,0 (C-4°); 116,2 (C-57); 120,1 (C-6").
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a-Tocoferol (3): RMN 'H [500 MHz, CDCI,, S (ppm)]: 2,13 (s,
6H, CH,); 2,17 (s, 3H, CH,); 2,62 (t, J=6,7 Hz, 2H-4). RMN "C [125
MHz, CDCl,, 6 (ppm)]: 74,5 (C-2); 31,6 (C-3), 20,8 (C-4); 118,5 (C-
5); 144,5 (C-6); 121,0 (C-7); 122,6 (C-8); 23,8 (C-2a); 117,4 (C-4a);
11,3% (C-5a); 12,2* (C-7a); 145,5 (C-8a); 11,8* (C-8b); 39,8 (C-17);
21,0(C-2); 37,5(C-3°,5,7°,9°); 32,8 (C-4, 8°); 24,4 (C-67); 24,8
(C-107);39,4 (C-117); 28,0 (C-127); 22,7 (C-13", 12’a); 19,7 (C-4’a,
8’a). *Os valores podem ser permutados.

B-Tocoferol (4): RMN 'H [500 MHz, CDCIl,, & (ppm)]: 2,09
(s, 3H, CH,); 2,11 (s, 3H, CH,); 6,49 (s, 1H-7), 2,61 (t, J/=6,9 Hz,
2H-4). RMN “C [125 MHz, CDCL,, & (ppm)]: 74,5 (C-2); 31,4 (C-
3), 20,8 (C-4); 119,1 (C-5); 145,7 (C-6); 115,3 (C-7); 124,1 (C-8);
23,8 (C-2a); 120,3 (C-4a); 11,0 (C-5a); 146,0 (C-8a); 15,8 (C-8b);
39,7 (C-1"); 21,0 (C-2"); 37,4 (C-3",5°,7,97); 32,8 (C-4’, 8"); 24,4
(C-6"); 24,8 (C-107); 39,4 (C-117); 28,0 (C-127); 22,7 (C-13’, 12’a);
19,6 (C-4’a, 8’a).

Analise quantitativa da atividade antioxidante

A investigacdo da atividade antioxidante do extrato EtOH,
fracdes hidroalcodlica e aquosa, CP-13 e (+)-catequina (1) foi
realizada quantitativamente pelo método do DPPH, utilizando
como controle positivo a rutina e o BHT. O método consistiu no
monitoramento do consumo do radical livie DPPH" pelas amostras,
em solugdes de concentragdes 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL,
através da medida do decréscimo da absorbincia.® Estas medidas
foram feitas em espectrofotometro UV-Vis, no comprimento de
onda de 516 nm, sendo que a curva de calibracdo utilizada para se
obter a concentracdo de DPPH no meio apds a reagdo com o extrato
foi [DPPH] = 35,846X — 0,230, onde X € absorbancia e r = 0,9997.
As leituras das medidas de absorbancia das amostras (0,3 mL da
solu¢@o metandlica da amostra ou do controle positivo e 2,7 mL da
solu¢do estoque de DPPH em metanol na concentracio de 40 pg/
mL) foram realizadas no primeiro, quinto e décimo minuto e em
seguida a cada 10 min até€ completar 1 h de experimento. A mistura
de metanol (2,7 mL) e solugdo metandlica do extrato (0,3 mL) foi
utilizada como branco. Com os dados obtidos foi determinada a
porcentagem de atividade antioxidante {%AA=100-[(Abs ~—
Abs, )x100]/Abs,,,,},onde Abs . €aabsorbanciainicial da
solugdo metandlicade DPPHe Abs, € aabsorbancia da mistura
reacional (DPPH+amostra).®

A concentragdo eficiente - CE, - capaz de reduzir o DPPH em
50%, no tempo de 30 min de reagdo, foi obtida através de uma ex-
ponencial de primeira ordem, plotando-se as concentragdes de cada
amostra versus porcentagem de DPPH remanescente (%DPPH, ).
usando o programa Microcal Origin 7.5. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata. Os valores da média de trés repeticdes
(n=3) % desvio padrao da média foram calculados utilizando o
programa Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacdo dos constituintes quimicos isolados

O fracionamento do extrato etanélico das folhas de T. fagifolia
conduziu ao isolamento e identificagdo estrutural de um flavonoide
(1), dois tocoferdis (3 e 4), trés triterpenos em mistura (5-7) e dois
esteroides ( 2 e 8) (Figura 1). O B-tocoferol (4) € inédito no género
Terminalia e, com excegéo do sitosterol (8),° todas as demais subs-
tancias sao inéditas em 7. fagifolia. A identificagdo estrutural foi
baseada na andlise dos espectros de RMN 'H e C e comparacio
com dados da literatura, sendo a configuraciio absoluta da catequina
determinada por dicrofsmo circular.



Vol. 32, No. 6

2: R=B-D-Glicose
8: R=H

3: R1=Ry=CHjs
4: R1=CH3; R2=H

5: R1:CH3; R2:H
6: R1:H; RZZCH3

Figura 1. Estruturas das substdncias isoladas do extrato etandlico das folhas
de T. fagifolia

As substancias 1, 2 e a fragdo CP-13 foram isoladas da fase hidro-
alcodlica. A identificacdo estrutural de 1 como catequina foi realizada
por meio da andlise dos espectros de RMN 'H e *C, mostrando-se
consistentes com os relatados por Galotta e colaboradores.!”

Catequinas podem existir como dois isdmeros trans-catequina e
cis-epicatequina, dependendo da estereoquimica configuracional dos
grupos hidroxila e 3’,4’-diidroxifenil ligados a C-3 e C-2 do anel C.
Cada um dos diasteriosdmeros existe como dois isdmeros pticos: (2R,
3S)-2,3-trans-(+)-catequina e (2S, 3R)-2,3-trans-(-)-catequina, (2R,
3R)-2,3-cis-(+)-epicatequina e (2S, 3S)-2,3-cis-(-)-epicatequina.'!

Embora os estereoisdmeros (+)-catequina e (-)-epicatequina
sejam os mais comumente encontrados em plantas, a substancia 1
foi submetida a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos e dicroismo circular
(CLAE-DAD-DC), em coluna quiral, para elucidac@o da estereoqui-
mica absoluta. O cromatograma obtido apresentou apenas um pico,
indicando a presenga de um unico isdmero. A curva de dicroismo
circular correspondente (Figura 2) mostrou dois efeitos Cottons ne-
gativos a 280 e 220-240 nm, definindo as configuracdes R e S para
C-2 e C-3, respectivamente.'>!* Este resultado, associado a andlise dos
espectros de RMN de 1, e a comparagdo destes dados com aqueles
de um padrao auténtico indicaram que se trata da (2R, 3S)-2,3-trans-
(+)-catequina. Este é o segundo relato desta substancia no género
Terminalia, tendo sido isolada anteriormente de 7. chebula,'* enquanto
a (-)-catequina foi relatada somente em 7. argentea.'

A fragdo CP-13 mostrou-se constituida por uma mistura comple-
xa de flavonoides glicosilados de dificil separagdo, os quais foram
evidenciados no espectro de RMN 'H, pelos sinais caracteristicos
de hidrogénios em anel aromdtico (& 6,05-8,06), ¢ em carbonos
oximetinicos de agtcares (8 3,35-5,20).'

A substancia 2, apds tratamento com anidrido acético e piridi-
na, foi identificada como o derivado tetra-acetilado do 3-O-B-D-
glicopiranosideo do sitosterol. Os dados de RMN de 'H e "*C foram
consistentes com aqueles relatados na literatura para a estrutura
proposta,'” sendo adicionalmente observados no espectro de RMN
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'H sinais entre 6 2,02-2,19 relativos aos hidrogénios metilicos dos
grupos acetatos, e no espectro de RMN *C, os sinais entre 6 20,5-
20,7 e 8 169,3-170,6 atribuidos aos carbonos metilicos e carbonilicos,
respectivamente.

1
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Figura 2. Curva de dicroismo circular (DC) da substancia 1

O fracionamento do material solivel em MeOH, proveniente da
fracdo hexanica da parti¢ao do extrato EtOH, resultou no isolamento
e identificag@o de dois tocoferdis (o e B),'s uma mistura de triterpe-
noides pentaciclicos (lupeol, o~ e B-amirina)'® e o sitosterol.” Estas
substancias sdo comumente relatadas em outras espécies vegetais, in-
clusive da familia Combretaceae, sendo identificadas por comparagio
com dados da literatura. Para identificacdo da mistura de triterpenos
foi utilizada a metodologia de Olea e Roque.?!

Atividade antioxidante

O extrato etandlico da T. fagifolia apresentou atividade antio-
xidante (AA) avaliada pelo ensaio do DPPH, conforme relatado
anteriormente.®

Ap6s particdo do extrato etandlico, a atividade antioxidante foi
maior na fracéo hidroalcodlica, evidenciada pelos valores de concen-
tragdo eficiente capazes de reduzir o DPPH em 50% (CE, ), conforme
apresentado na Figura 3. Os valores da CE,  obedecem a seguinte
ordem: fragd@o hidroalcodlica < fracio aquosa < extrato EtOH.
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204

E-EtOH FA FH CP-13 1 Rutina BHT

Figura 3. Concentragao eficiente (CE,, em ug/mL) do extrato etandlico (E-
EtOH) e fracoes da T. fagifolia. FA: frag¢do aquosa; FH: fragdo hidroalcodlica;
CP-13: mistura de flavonoides glicosilados; 1: (+)-catequina

A CE, em ug/mL da (+)-catequina (28,75 + 3,78) foi menor que
a da CP-13 (37,41 £ 1,18) e dos controles positivos BHT (67,19 +
6,04) e rutina (31,93 £ 0,52). No entanto, considerando os valores de
CE,, em pumol/mL, verificou-se que a (+)-catequina (9,90 + 1,30x10?)
tem menor atividade antioxidante que o controle positivo rutina (5,20
+ 0,09x10?), devido as massas moleculares serem bem diferentes,
290 e 600 g/mol, respectivamente. Os resultados obtidos mostraram
que o alto potencial antioxidante da fase hidroalcodlica e do extrato
EtOH da T. fagifolia foi decorrente, pelo menos em parte, da presenca
da (+)-catequina e da fracdo CP-13.
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A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) das amostras de
T. fagifolia e dos controles positivos (rutina e BHT), nas concentracoes
de 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL, estd apresentada na Figura
4. Foi verificado que a %AA ¢ dependente da concentragdo, porém
acima de 150 pg/mL nido ocorre varia¢do significativa, exceto para a
(+)-catequina, fracao hidroalcodlica e rutina (controle positivo), as
quais ndo apresentaram variacio a partir de 100 pg/mL. O extrato
EtOH e fracdes da T. fagifolia exibiram atividade antioxidante su-
perior ao BHT em todas as concentragdes testadas. A (+)-catequina
apresentou % AA superior a fracdo CP-13, nas concentragdes de 25 a
100 pg/mL, sendo a tinica das amostras analisadas a atingir o valor de
aproximadamente 50% a 25 pg/mL; no entanto, a 50 ug/mL a rutina
foi superior a (+)-catequina.

1004
904
o 80+
c
S 704
X
i} i
5 e / Extrato EtOH
504 / @— Fragé@o aquosa
[0) g . -
ke ) —e— Fragao hidroalcoolica
% 404 o— (+)-Catequina
> —A— CP-13
I 304 / —o— Rutina
o { BHT
B o
204
10 T T T T T
0 50 100 150 200 250

Concentragdes (ug/mL)

Figura 4. Porcentagem de atividade antioxidante em funcdo das concentragéoes
no tempo de 30 min de reacdo

Os flavonoides possuem diferentes atividades antioxidantes
decorrentes da habilidade para sequestrarem espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, as quais estdo diretamente relacionadas a al-
guns critérios estruturais tais como o nimero de hidroxilas fendlicas,
a presenga do sistema orto-diidroxi no anel B, uma ligag¢do dupla
C,-C, conjugada com a fung@o 4-oxo no anel C ou de um grupo
hidroxila no C-3.222

A (+)-catequina (1) ndo apresenta em sua estrutura a ligacdo
dupla em C,-C, conjugada com a fung@o 4-oxo no anel C, justifi-
cando assim sua menor atividade antioxidante, avaliada pela CE,,
em relag@o a rutina. Contudo, seu excelente desempenho como
antioxidante natural € justificado ndo s6 pelos demais critérios
estruturais citados anteriormente, mas também por apresentar, di-
ferentemente de outros flavonoides como a rutina, um hidrogénio
benzilico em relag@o ao anel B, que poderd ser facilmente abstraido
por radicais livres.?

As propriedades das catequinas t€ém sido amplamente reportadas
na literatura, mostrando que sdo responsdveis pelos efeitos benéficos
de muitos alimentos e bebidas, como chocolates, chas, frutos e vinhos.
Catequina e epicatequina apresentam atividade sequestradora do
radical peroxila dez vezes maior que o L-ascorbato (vitamina C) e
[-caroteno.? Portanto, todas estas informagdes justificam a excelente
atividade antioxidante encontrada no extrato etandlico e fragdo hidro-

Quim. Nova

alcodlica da T. fagifolia, uma vez que a principal substancia isolada
e responsdvel por esta atividade € a (+)-catequina (1).
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