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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL E
CITOTOXICIDADE IN VITRO DE ERYTHROXYLUM DECIDUUM
(ERYTHROXYLACEAE). E uma planta conhecida popularmente como coco,
fruta de pomba ou baga-de-pomba, encontra-se do Nordeste ao Sul do Brasil,
em varias formacdes vegetais. O género Erythroxylum é utilizado na medicina
popular como antioxidante, antitumoral dentre outros. Este trabalho teve como
objetivos: realizar o estudo fitoquimico das fracdes dos extratos metandlico e
hexanico das folhas de E. deciduum, visando o isolamento e identificacdo de
substancias; avaliar a atividade antitumoral do extrato metandlico dos frutos
nas células K562 de leucemia mieldide crénica, como também avaliar o
potencial citotdxico dos extratos metandlico, hexanico, diclorometanico e de
acetato de etila das folhas, nas linhagens de células tumorais: HCT-8 (célon —
humano), SF-295 (glioblastoma — humano) e HL-60 (Leucemia — humano). O
extrato metandlico das folhas foi fracionado por coluna cromatografica usando
Celulose Microcristalina D como fase estacionaria, eluente por ordem crescente
de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. As sub-
fracdes metandlica e hexanica foram submetidas a cromatografia em coluna
usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de solventes em
polaridade crescente. Na fracdo hexanica utilizou-se como sistema de solvente
eluente: acetato de etila’hexano, enquanto que na metandlica a mistura foi
metanol/diclorometano. Foram isolados e identificados o estearato de [3-
amirina, da fracdo hexanica, e 7,4-dimetoxi-quercetina-3-O-B-D-
glicopiranosideo e quercetina-3-O-a-D-arabinofuranose, obtidos da fragéao
metandlica. Para identificagdo estrutural destas substancias foram utilizados
métodos espectroscopicos usuais (RMN 'H e '*C), comparando-se com dados
da literatura e o acido graxo obtido da hidrolise do estearato de B-amirina
submetido a (CG/EM). A avaliagao da atividade antitumoral (leucemia mieléide
croénica) demonstrou que ha um elevado potencial citotéxico nas fracdes
metandlicas dos frutos de E. deciduum. Também foi averiguado que nenhuma
das amostras testadas apresentaram potencial citotéxico significativo nas
linhagens celulares testadas HL-60, SF 295 e HTC 8.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF ACTIVITY AND
ANTITUMORAL IN VITRO CYTOTOXICITY OF ERYTHROXYLUM DECIDUUM
(ERYTHROXYLACEAE). It is a plant popularly known as coca, fruit or berry of
dove-of-dove, is the Northeast to Southern Brazil in various plants. The genus
Erythroxylum is used in folk medicine as an antioxidant, anti-among others. This
study aimed to carry out the study of phytochemical fractions of hexane and
methanol extracts from the leaves of E. deciduum, aimed at the isolation and
identification of substances, assess the antitumour activity of methanol extract
of the fruits of K562 cells in chronic myeloid leukemia, but also assess the
cytotoxic potential of methanol, hexane, dichloromethane and ethyl acetate
extracts of the leaves, among strains of tumor cells: HCT-8 (colon - human),
SF-295 (glioblastoma - human) and HL-60 (leukemia - human). The methanol
extract of the leaves was fractionated by chromatography column using
microcrystalline cellulose D as stationary phase eluent in ascending order of
polarity: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol. The sub-
fractions methanol and hexane were submitted to using column
chromatography on silica gel as stationary phase and a mixture of solvents in
increasing polarity. In hexanic fraction was used as eluent system solvent: ethyl
acetate / hexane, while in methanol, the mixture was methanol /
dichloromethane. Were isolated and identified the B-amyrin stearate , the
fraction hexane, and 7,4 '-dimethoxy-quercetin-3-O-3-D-glucopyranoside and
quercetin-3-O-a-D-arabinofuranose, obtained from the fraction methanol. For
structural identification of these substances were used spectroscopic methods
usual (‘H and *C NMR), compared to data from literature and fatty acid
obtained by the hydrolysis of B-amyrin stearate subjected to (GC / MS). The
assessment of antitumour activity (chronic myeloid leukemia) showed that there
is a high potential cytotoxic in fruits methanolic fractions of E. deciduum. Also
investigated was that none of the samples tested showed significant potential
cytotoxic cell lines tested in HL-60, SF 295 and HTCS.
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1. INTRODUGCAO

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde os primérdios como
fonte de alimentos, de materiais para o vestuario, habitacdo, utilidades
domésticas, defesa e ataque, como utensilios para manifestagdes artisticas,
cultural e religioso e como meio restaurador da satde (SIMOES, et al., 2002).

As plantas medicinais tém uma importancia histérica para a terapéutica,
pois sao utilizadas como fonte de matérias-primas farmacéuticas, protétipos de
farmacos e no desenvolvimento de fitoterapicos (SIMOES, et al., 2002).

Estudos fitoquimicos feitos com diferentes espécies do género
Erythroxylum (pertencente a familia Erythroxylaceae que é uma das mais
representativas do cerrado brasileiro) levaram ao isolamento de varios
metabolitos secundarios como flavondides e alcaldides, bem como taninos,
terpenos e fenilpropandides que apresentam atividades anti-oxidantes, anti-
cancerigenas, atividade anti-inflamatoria dentre outras (EVANS, 1981; ANSELL
et al., 1993 e NAKAMURA, 2003).

COLODEL et al. estudaram os aspectos epidemiologicos, clinicos e
patol6égicos da intoxicagao natural pelos frutos de E. deciduum em ovinos, que
ocorreu de janeiro a margo de 2004 no municipio de Lagoa Vermelha, RS. Os
autores verificaram que a ingestao espontanea de frutos da planta vinha sendo
a causa de mortandade dos animais. Além disso, os frutos administrados por
via oral nos ovinos foram toxicos em dose Unica de 60 g/Kg ou quando
fracionado em pelo menos 4 doses de 17 g/Kg a cada 12 horas. Os principais
sinais clinicos nos animais intoxicados, natural e experimentalmente, foram
neurolégicos e caracterizados por ataxia, hiperexcitabilidade e tremores
musculares que se pronunciavam durante o manejo. Proximo a morte, os
ovinos apresentavam dispnéia com respiracdo abdominal e cianose
(COLODEL et al., 2003).

A intoxicagdo dos frutos nos ovinos, bem como o fato da planta E.

deciduum ser encontrada no cerrado e pertencer a mesma familia de E. coca,



na qual se extrai a cocaina, motivaram o estudo da mesma. Esperava-se
encontrar alcaldides, flavonéides e triterpenos em E. deciduum, pois é uma
caracteristica fitoquimica deste género.

Como o cancer é uma patologia que representa um dos principais
problemas do mundo, causando temor na sociedade por ter se tornado um
estigma de mortalidade e dor, viu-se a necessidade de se realizar o estudo da
atividade antitumoral.

O presente trabalho teve como objetivo principal realizar o estudo
fitoquimico das fragcdes dos extratos metandlico e hexanico das folhas de
Erythroxylum deciduum A. St.-Hill, visando o isolamento e identificacdo de
substancias. Dentre os objetivos também estava avaliar a atividade antitumoral
das células K562 de leucemia mieldide crénica do extrato metandlico dos frutos
de E. deciduum, bem como avaliar o potencial citotéxico dos extratos
metandlico, hexanico, diclorometanico e de acetato de etila das folhas, nas
linhagens de células tumorais: HCT-8 (c6lon — humano), SF-295 (glioblastoma
— humano) e HL-60 (Leucemia — humano).

Foram utilizados as folhas e frutos de E. deciduum onde os extratos brutos
foram obtidos com metanol, e em seguida realizou-se o ensaio da atividade
antitumoral (leucemia mieldide cronica da célula K562) apenas com o extrato
bruto dos frutos. J& com o extrato metandlico das folhas realizou-se o
fracionamento do extrato bruto com celulose, isolou-se e purificaram-se o0s
constituintes quimicos obtendo-se dois flavondides e um triterpeno,
identificados com a analise espectroscopica através da Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H e '*C e CG/EM.

Nos extratos fracionados das folhas de metanol, diclorometano, hexano e
acetato de etila realizaram-se a Citotoxicidade in vitro.

Ao contrario do que se esperava nao foram encontrados alcaldides nas

folhas ou frutos da planta estudada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histérico do uso de produtos naturais

O conhecimento histérico do uso de plantas medicinais, pelos povos
primitivos e indigenas, demonstra ao longo da histéria da humanidade que pela
prépria necessidade humana, as plantas foram o0s primeiros recursos
terapéuticos utilizados, proporcionando o descobrimento de substancias toxicas
e medicamentosas (CORREA et al., 2000).

A convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos étnicos
trouxeram valiosas contribuicbes para o desenvolvimento da pesquisa em
produtos naturais, do conhecimento da relagédo intima entre a estrutura quimica
de um determinado composto e suas propriedades bioldgicas, bem como da
inter-relacdo animais com insetos e plantas (VIEGAS JR et al., 2006).

Dentre estes, o 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,
cosmeéticos, alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON e ANDERSON, 1998).

Devido as suas variedades vegetais, o Brasil & proprietario da maior
biodiversidade do planeta, estimada em cerca de 20% do numero total de
espécies do mundo. Este patriménio genético tem valor econdmico estratégico
inestimavel em varias atividades, mas € no desenvolvimento de novos
medicamentos onde reside sua maior potencialidade. Verifica-se que de um total
estimado entre 350.000 a 550.000 espécies existentes no pais, das quais 55.000
estdo catalogadas, apenas 8% dessas espécies vegetais foram estudadas em
busca de compostos bioativos (SIMOES et al., 2004; PINTO, 1990; CALIXTO,
2003 e LAPA et al., 2003).

O cerrado brasileiro forma um relevante conjunto de ecossistemas com
cerca de 2.000.000Km?, representando 25% do territério nacional. Ele engloba
1/3 da biota nacional. Possui o segundo maior conjunto de animais da Terra e

tem uma riqueza bioldgica estimada em 160.000 espécies de plantas e animais



que corresponde a 5% da flora e fauna mundiais. Este bioma apresenta clima
tropical, vegetacao peculiar, baixa fertilidade de solo, predominio de uma longa
estacdo seca, bem como, material para a realizacdo de estudos especializados
na procura de novas drogas para diferentes doencas, dentre elas o cancer
(MANS et al., 2000 e GUIMARAES et al., 2006).

Segundo Koehn e Carter (2005) cerca de 25% dos medicamentos
prescritos no mundo sédo obtidos direta ou indiretamente de plantas atualmente.
Cerca de 49% das drogas desenvolvidas entre 1981 a 2002 foram obtidas a
partir de produtos naturais, ou analogos semi-sintéticos ou ainda compostos
sintéticos baseados em produtos naturais

Com isso, 0 conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas
vezes 0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O
uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a
espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas
grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras
livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais (AMOROZO
e GELY, 1988).

As observacbes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqiéncia, pelos efeitos medicinais
que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos.
Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em
voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas informacdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. De maneira
indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores
em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo, botéanica,
farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a
inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

De acordo com Fernandes e Antunes (2000) o Unico recurso terapéutico
de 2/3 da populagdo do planeta utiliza fitoterapicos, cujo mercado mundial
deste recurso movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano e vem seduzindo a
cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. Para se ter uma idéia, o
Brasil exporta cerca de US$ 7 milhdes em extratos vegetais de alcaguz,
bardana, catuaba, ipeca e quina. Entretanto, importa uma quantidade

4



consideravel de horménios esteroidais, produtos cosméticos de fonte natural,
verdadeiro paradoxo para uma nagao que possui uma das maiores populacdes
vegetais do planeta. Esta falta do status de medicamento que garanta eficacia,
seguranca e qualidade, padrdes estes mensurados em bases cientificas para a
seguranca do wusuéario, € um problema grave na comercializacdo de
fitoterapicos no Brasil, como também a possibilidade de exportagédo (SIANI e
GILBERT, 2000).

Ja na Europa, a fitoterapia ja é parte da medicina tradicional, sendo que
extratos de plantas e componentes ativos, além de produtos medicinais
acabados, estdo descritos em muitas farmacopéias. Podendo destacar os
extratos de ginseng e de Hypericum, o fitoterapico TMPZ-2 (extrato de
Ligusticum chuanxiong, utilizado no tratamento da angina) e Crategus bu-wang
utilizado como anticolesteromémico (YUNES et al., 2001).

2.2. A Familia Erythroxylaceae Kunth

Erythroxylaceae € uma familia de plantas angiospérmicas pertencente a
ordem Malpighiales, a classe Magnoliopsida (Dicotiledéneas - planta cujo
embrido contém dois ou mais cotilédones). O grupo contém 4 géneros e
aproximadamente 250 espécies, incluindo a planta da coca (AMARAL JUNIOR,
1980).

Esta familia € uma das mais representativas dos cerrados, tem seus
principais centros de diversidade e endemismo no Sul da América, Sudeste
asiadtico e Madagascar. A maioria das espécies pertence ao género
Erythroxylum P. Browne, que apresenta distribuicdo ampla nos continentes
Americano, Africano, Asiatico e Oceania, principalmente na América tropical.
Os outros trés géneros, Aneulophus Benth., Nectaropetalum Engl. E
Pinacopodium Excell e Mendonga, possuem poucas espécies e apresentam
distribuicdo exclusiva na Africa (PLOWMAN, 1999; NAKAMURA, 2003 e Dally
et al., 1997).

2.3. O Género Erythroxylum e a ocorréncia de flavonoides e alcaldides



O género Erythroxylum tem aproximadamente 250 espécies distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo que para o Brasil é
descrita a ocorréncia de aproximadamente 130 espécies, em ambientes
florestais e de Cerrado (AMARAL JUNIOR, 1980)

Estudos anteriores sobre a composicao quimica do género Erythroxylum
indicam a ocorréncia de alcalbides tropanicos em folhas e frutos (BRACHET et.
al., 1997; BRINGMANN et al., 2000; CHRISTEN et al., 1995; EI-IMAN et al.,
1998; GRIFFIN and LIN, 2000; PAYOL-HILL et al., 2000; ZUANAZZI et al.,
2001). Especialmente flavondides e 6leos triterpénicos tem sido bem relatados.
(BOHM et al., 1988; CHAVEZ et al., 1996; KOLODZIEJ et al., 1991; JOHNSON
et al., 2003, BARREIROS et al., 2002; CHAVES et al., 1996).

Estudo fitoquimico feito com diferentes espécies do género Erythroxylum
levaram ao isolamento de varios metabdlitos secundarios como flavondides e
alcal6ides, bem como taninos, terpenos e fenilpropandides (EVANS, 1981;
ANSELL et al., 1993).

Varias espécies do género Erythroxylum possuem propriedades
medicinais, como a popular coca (E. coca Lamk. e E. novogranatense) e suas
variedades as mais conhecidas e estudadas devido a presenca de alcaldides
em suas folhas, onde a cocaina (Figura 01), pode chegar até 2% da folha de
massa seca que foi empregada como anestésico local em pequenas cirurgias
(BIERAS e SAJO, 2004; PLOWMAN e BERRY, 1999; BOHM et al.,1982;
GRIFFIN e LIN, 2000).

FIGURA 01: Estrutura da Cocaina

Verificou-se acumulo de cocaina em E. coca e E. novogranatense,
porém, vestigios em algumas outras espécies, que pode ndo ser um caracter
distintivo filogenético da familia Erythroxylaceae. Calisteginas foram
identificadas em numerosas espécies cultivadas e silvestres do género
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Erythroxylum, no total de até 0,32% de matéria seca foliar. A ocorréncia
simultanea de calistegina, cocaina, e outros alcaléides com estruturas de um 3
a-hidroxi-B ou 3-hidroxitropano, juntamente com nicotina, apoiam o conceito de
etapas comuns de biossintese de alcalbéides de Erythroxylum, semelhante as

. Foram detectadas calisteginas A; e B, (Figura 02), na

de Solanaceae
maioria das espécies como E. novograntense, E. amazonicum 2, E. argentinum
8 E campestre ®, E. havanense °, E. macrocarpum ® e E. pulchrum 7 (1=
BROCK et al, 2005; 2=SALAMA et. al, 1994; 3=ZUANAZZ| et. al.,2001;
4=AYNILIAN et. al., 1974; 5=DOMINICIS and FERNANDEZ, 1991; 6=AL-SAID

et. al., 1986; 7=AYNILIAN et al., 1974).

HO OH

2

Calistegina Ay Calistegina B:

FIGURA 02: Estruturas quimicas da calistegina

Na regiao do Alto Rio Grande, MG, Erythroxylum campestre e
Erythroxylum tortuosum vém sendo usados como fitoterapicos. Suas raizes séo
utilizadas na forma de infuso como laxante, enquanto a casca do caule da
espécie E. fortuosum é indicada como adstringente no caso de hemorragias,
também na forma de infuso. (RODRIGUES e CARVALHO, 2001).

Barreiros et al., (2004) estudando a planta E. nummularia isolou e
identificou os flavonéides quercentina e kaempferol (Figura 03). Pois a
presenga de flavondides e estéres de acido graxo de triterpenos demonstraram
uma caracteristica comum nas espécies brasileiras de Erythroxylum
(BARREIROS e FRAGA, 2001 e CHAVES et al., 1996).



4. : R=0CO(CH), CHy R'=H
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8. :R=0CO[CHz,CHy R'=COO0H
tR=R'= CH;; R"=H
8. R=R'=H,R"=GLUC

FIGURA 03: Estruturas derivadas de quercetina e kaempferol encontrados

em E. nummularia

Payo-Hill et al.,(2000) em Cuba isolou e identificou nas folhas de E.
alaternifolium e nas folhas e casca do caule de E. rotundifolium os alcal6ides
3a,7B-dibenzoiloxi-63-hidroxi-tropano denominado alternifélia (Figura 04), bem
como o  3a-(8,4,5-trimetoxi-cinamoiloxi)-73-(3,4,5-trimetoxibenzoiloxi)-6a-

hidroxi-tropano denominado eritrorotundina.

P——CHg 1Y
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FIGURA 04: Estruturas dos alcalbides alaternifoline e eritrorotundina isolados
das folhas e casca do caule de E. alaternifolium e E. rotundifolium .



Griffin, W.J. e Lin, G.D., (2000) descrevem a presenca de alcaldides
encontrados no género Erythroxylum, como a ecgonina, cocaina,

tropanococaina e a-truxilline (Figura 05).

N——CH, N—o=CH, M——(H,
COoH CO0CH;,
OH QC0CH; OC0 CyHs
12. ecgonina 13. cocaina 14. tropanococaina
CH, o CHy

H e
O%C/ o—C
Fh

I ©
/N 0 HSCH

Ho
15. a-Truxilline
FIGURA 05: Estruturas quimicas dos alcal6ides encontrados no género
Erythroxylum

Identificou nas espécies Erythroxylum novogranatense var. truxillense e
E. coca var. ipadu os seguintes flavonoides (JOHNSON et al.,1998):

e Taxifolina, presente na fracdo polar do extrato foliar seco de E. c. var.
ipadu (Figura 06), que apresenta atividades: inativagdo de substancias

citotéxicas e efeito anti-oxidante 2

, efeito anti-diabetes °, efeito anti-
oxidante que protegem a peroxidacao lipidica, a reducédo do teor de
lipoproteinas de baixa densidade no figado e soroefeito anti-tumoral * e
efeito anti-mutagénico *, efeito anti-viral >, dentre outros (1=TUKAVKINA
et al, 1996; 2=HARAGUCHI et al,1997; 3=CHU et al., 1992; 4=HUANG

et al., 1983 e 5=BIZIAGOS et al., 1987).



3’ 4’ 3 5 7

16. E. c. var. ipadu OH OH H OH TetraAcil | Ramnosil
17. E. c. var. ipadu H  TetraAcil | Ramnosil | OH OH TetraAcil | Ramnosil
18. E. ¢ var. ipadu OH  TetraAcil | Ramnosil OH OH TetraAcil | Ramnosil
19. E c. var. ipadu OH TetraAcil | Ramnosil  TetraAcil | Ramnosil OH OH

20. E. c. var. ipadu OH TetraAcil | Ramnosil ~ TetraAcil | Ramnosil OH  TetraAcil | Ramnosil

FIGURA 06: Estrutura quimica dos derivados de Taxifolina

Quercetina (Figura 07) presente na fracao polar do extrato das folhas de
E. c. var. ipadu e E. n. var. truxillense, que apresentou atividade anti-
tumoral ', atividade anti-inflamatéria 2, bem como atividade anti-
mutagénica 2 (1=CHU et al., 1992; 2=SCHWARTZ e MIDDLETON, 1984

e 3=BJELDANES e CHANG, 1977).

3 4’ 3 5 7
21.E. c. var. ipadu TetraAcill  OH H OH TetraAcil | Ramnosil
Ramnosil
22. E n. var. truxillense Ramnosil OH glucosil OH Acetil Ramnosil

FIGURA 07: Estrutura quimica da quercetina
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e Fisetina (Figura 08), presente na fracdo polar do extrato foliar de E. n.

1 efeito anti-

var. truxillense, apresentou atividade anticarcinogénica
alérgico, atividade antioxidante 2 (1=LU et al., 2005 e 2=TROUP et al.,

2007).

3’ 4’ 3 5 7
23. E. n. var. truxillense H OEt Ramnosil H Acetil Ramnosil

FIGURA 08: Estrutura quimica da fisetina

e Kaempferol (Figura 09) encontrado na fragdo polar do extrato foliar de
E. n. var. truxillense, apresentou atividade anti-inflamatéria ', atividade
antioxidante, antialérgico, antiistaminico, inibidor de ciclooxigenase 2

(1=HAMALAINEN, et al, 2007 e 2=DUKE, 2000)

%)

3’ 4’ 3 5 7
24. E. n. var. truxillense H OEt Ramnosil H Acetyl Rhamnosyl

FIGURA 09: estrutura quimica do kaempferol

Diidroxikaempferol (Figura 10) verificada na fracao polar do extrato foliar

de E. n. var. truxillense.
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3 4’ 3 5 7
25. E. n. var. truxillense H OEt Rhamnosyl OH Acetyl

Rhamnosyl

FIGURA 10: Estrutura quimica do diidroxikaempferol

Um novo flavonéide, Kaempferol ramnosil diglicosilado, foi isolado das
folhas Erythroxylum coca var. ipadu Plowman, cultivadas na Amazénia,
denominada kaempferol 4’-O-(ramnosil)-glucosidio (Figura 11). Atualmente
cultivado em 4é&reas colombianas e € Ut como marcador taxondémico
(JOHNSON et al., 2003).

Gle-Rha

OH u]

k aempferal - O(rammosilF glucosidio

20.

FIGURA 11: Estrutura quimica do kaempferol 4’-O-(ramnosil)-glucosidio

Outro novo flavondide glicosilado foi isolado do caule de Erythroxylum
novogranatense, e sua estrutura foi elucidada baseada no espectro de massa e
RMN-'H como (+)-catechin  3-O-a-L-ramnopiranosideo. Numa base
semelhante, de produtos quimicos e provas espectroscopicas, a presencga de
ombuin 3-O-rutinoside foi estabelecida. Além disso, a ocorréncia do
biflavondide procianidina. As estruturas estdo descritas na Figura 12
(BONEFELD, 1986).
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FIGURA 12: Estruturas quimicas dos flavondides glicosilados do caule de

Erythroxylum novogranatense.

2.4. A espécie Erythroxylum deciduum A. St.- Hil

A Erythroxylum deciduum, conhecida popularmente como cocéo, baga-
de-pomba, fruta de pomba, concon, (Figuras 13 e 14) € uma arvore de grande
porte, podendo chegar até 8 metros de altura, dotada de copa alongada e
densa. Tronco curto e cilindrico, de 20-35 cm de diametro, com casca grossa e
finamente fissurada de maneira um pouco obliqua em relacéo ao eixo do fuste.
No Brasil, essa espécie encontra-se do Piaui e Nordeste até Rio Grande do Sul
e Mato Grosso do Sul, em varias formacdes vegetais. Também na Argentina e
Paraguai (LORENZI, 2000).

UL (L R o

9 o, 1" Ol 1e 1S 6 W W WA

FIGURAS 13 e 14: Fotos de E. deciduum, Campus UEG, Anapolis.GO,
NASCIMENTO, G. C., novembro de 2006.
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E. deciduum floresce dos meses de agosto-outubro junto com o
surgimento de novas folhas. Os frutos amadurecem de outubro a janeiro. A
madeira é indicada para pequenas obras de construcao civil, marcenaria leve,
esquadrias, obras de torno e cabo de ferramentas. Os frutos sao muitos
consumidos por varias espécies de passaros. A arvore pode ser empregada
para arborizagdo de ruas estreitas e sob redes elétricas e também

recomendadas para reflorestamentos preservacionistas (LORENZI, 2000).
2.5. Céncer: definicbes e estatisticas

Cancer € uma patologia que representa um dos principais problemas do

mundo

, causando temor na sociedade por ter se tornado um estigma de
mortalidade e dor. Esta palavra deriva do latim caranguejo, presumivelmente
pelo fato de um cancer “aderir a qualquer parte e agarrar-se de modo
obstinado, como um caranguejo ? (1=RIBEIRO et al., 2003 e 2=ALMEIDA,
2005).

Céancer € uma neoplasia, ou seja, uma massa anormal de tecido, cujo
crescimento excede aquele dos tecidos normais e ndo esta coordenado com
ele, persistindo da mesma maneira excessiva apds o término do estimulo que
induziu a alteragdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Neoplasias sdo classificadas em benignas e malignas. Quase todos os
tumores benignos crescem como massas coesivas em expansao, que
permanecem localizadas em seu sitio de origem, porém sem capacidade de
infiltracdo, invasdo ou metastases para locais diferentes (COTRAN et al.,
2000).

Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacado de tumores (acumulo de células
cancerosas) ou neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno
significa simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam
vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco de vida (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Na maioria dos casos, 0s tumores benignos possuem crescimento e
expansao lenta, e usualmente sdo envolvidos por uma faixa de tecido

conjuntivo denominada cépsula fibrosa. Esse encapsulamento tende a manter

14



a neoplasia benigna como massa isolada, facilmente manifesta e movel,
passivel de enucleacao cirurgica. Os tumores malignos sao, em sua maioria,
nao encapsulados e invasivos, o que dificulta a sua resseccao cirurgica. A
invasdo dos canceres permite a sua penetracdo nos vasos sanguineos,
linfaticos e cavidades corporais, proporcionando assim, a oportunidade de
disseminagdo ou metastase. A falta de diferenciacdo ou anaplasia é
considerada uma caracteristica basica da transformacdo maligna e sua
velocidade de crescimento esta relacionada com o nivel de diferenciacao, de
modo que os tumores malignos crescem, em sua maioria, mais rapidamente do
que as lesdes benignas (COTRAN et al., 2000).

Parkin e colaboradores (2002) estimaram para o ano de 2000 que o
namero de casos novos de cancer em todo o mundo seria maior que 10
milhées. Os tumores de pulmao (902 mil casos novos) e prostata (543 mil)
seriam os mais frequientes no sexo masculino, enquanto que no sexo feminino
as maiores ocorréncias seriam os tumores de mama (1 milhao de casos novos)
e de colo do utero (471mil).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2005, de um
total de 58 milh6es de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi responsavel por
7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os principais tipos de
cancer com maior mortalidade foram: pulmao (1,3 milhdo); estdmago (cerca de
1 milh&o); figado (662 mil); célon (655 mil); e, mama (502 mil). Do total de
Obitos por cancer ocorridos em 2005, mais de 70% ocorreram em paises de
média ou baixa renda. Estima-se que em 2020 o numero de casos novos
anuais seja da ordem de 15 milhdes. Cerca de 60% destes novos casos
ocorrerdo em paises em desenvolvimento. E também conhecido que pelo
menos um terco dos casos novos de cancer que ocorrem anualmente no
mundo poderia ser prevenido.

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e validas também para o
ano de 2009, apontam que ocorrerao 466.730 casos novos de cancer. Os tipos
mais incidentes, a excecao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os
canceres de proéstata e de pulmao no sexo masculino e os canceres de mama
e de colo do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da
magnitude observada no mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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Em 2008 sao esperados 231.860 casos novos para 0 sexo masculino e
234.870 para sexo feminino. Estima-se que o céncer de pele do tipo nao
melanoma (115 mil casos novos) sera o mais incidente na populacao brasileira,
seguido pelos tumores de préstata (49 mil), mama feminina (49 mil), pulmao
(27 mil), coélon e reto (27 mil), estdmago (22 mil) e colo do utero (19 mil)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

2.6. Céncer: classificacdo

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células
do corpo, ou seja, a classificagao primaria do cancer se da de acordo com o
tipo de célula que o originou, e ndo de acordo com os tecidos para os quais se
espalhou. Por exemplo, existem diversos tipos de cancer de pele, porque a
pele é formada de mais de um tipo de célula. Quase todos os tipos de cancer
podem ser colocados em um dos seguintes grupos, onde o sufixo — oma
significa literalmente tumor (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

e C(Carcinomas: originam-se de células que recobrem o corpo
(ectodermais), como os tecidos epiteliais, bem como uma série de
revestimentos internos (endodermais), como os da boca, brénquios,
esbfago, intestino, estdmago, Utero, ovario e bexiga, os recobrimentos
dos dutos mamarios, préstata e pancreas. Também existem tumores
geralmente malignos, derivados de dois tipos de tecidos embrionarios e
os teratomas, derivados de trés tipos de tecidos embrionarios, que sao
denominados carcinosarcomas (MURAD e KATZ, 1996).

e Sarcoma: € um cancro (tumor) do osso, cartilagem, gordura, musculo,
vasos sanguineos, ou de tecidos moles. O termo advém do termo grego
que significa "crescimento carnoso". Os tumores 6sseos também sao
chamados de sarcomas embora estejam noutra categoria devido as
suas caracteristicas clinicas, microscopicas e por terem um tipo de
tratamento diferente (ALMEIDA, 2005).

e Linfomas: é originado de células denominadas linfécitos, encontradas
em todo o organismo, especificamente em glandulas linfaticas e sangue.
De acordo com o tipo de célula afetada, os linfomas sao distribuidos em
Hodgkin e ndo-Hodgkin (ALMEIDA, 2005).

16



e [eucemia: refere-se a um grupo de canceres que afetam as células
brancas do sangue. A leucemia se desenvolve na medula éssea, a qual
produz trés tipos de células sanguineas: hemoglobina, células brancas e
plaquetas e é caracterizada pela producao excessiva de células brancas
anormais (cerca de 7,5 x 10%/mm? para 105-106 mm?®), superpovoando a
medula déssea. A infiltracdo da medula éssea resulta na diminuicdo da
producao e funcionamento de células sanguineas normais. Dependendo
do tipo, a doenca pode se espalhar para os nodulos linfaticos, baco,
figado, sistema nervoso central e outros érgdos e tecidos, causando
inchago na area afetada. Os principais sintomas da leucemia decorrem
do acumulo dessas células na medula 6ssea, prejudicando ou
impedindo a producao dos glébulos vermelhos (causando anemia), dos
glébulos brancos (causando infeccoes) e das plaguetas (causando
hemorragias). Depois de instalada, a doenca progride rapidamente,
exigindo com isso que o tratamento seja iniciado logo apo6s o diagnéstico
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

e Mielomas: alteracao celular que tem tendéncia a agravar-se nas células
plasmaticas da medula éssea que produzem os anticorpos (ALMEIDA,
2005).

e Tumores das células germinativas: propagam-se a partir de células dos
testiculos e/ou ovaérios, responsaveis pela producdo de espermas e
ovulos (ALMEIDA, 2005).

e Melanomas: desenvolvem-se a partir de células da pele que produzem
pigmentos, os melandcitos (ALMEIDA, 2005).

e (Gliomas: sao provenientes das células do tecido de suporte cerebral ou
da medula espinhal. Raramente ocorre metastase (ALMEIDA, 2005).

e Neuroblastomas: Tumor geralmente pediatrico (8 milhdes de criancas
até 15 anos de idade por ano; 80% dos casos com até 4 anos de idade)
derivado de células malignas embrionarias advindas de células
neuronais primordiais, desde ganglios simpaticos até medula adrenal e
outros pontos (SPENCE et al.,2001).

As causas do cancer sdo variadas, podendo ser enddgenas ou

exogenas, estando, no entanto, inter-relacionadas. As causas exdgenas
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relacionam-se ao meio ambiente social ou cultural. As causas endbégenas séo,
na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas e estdo ligadas a
capacidade do organismo de se defender das agressbes externas. Esses
fatores causais podem interagir de varias formas, aumentando a probabilidade
de transformagbes malignas nas células normais (RIBEIRO et al., 2003).

2.7. Tipos de tratamento contra o cancer

O tratamento do cancer pode ser feito por meio de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou transplante de medula éssea. Em muitos casos, é necessario
combinar essas modalidades (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Radioterapia € um tratamento no qual se utilizam radiagdes para destruir
um tumor ou impedir que suas células aumentem. Estas radiacées ndo sao
vistas e durante a aplicagao o paciente ndo sente nada. Ela pode ser usada em
combinagdo com a quimioterapia ou outros recursos usados no tratamento dos
tumores. (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

O tratamento, em que se utilizam medicamentos para combater o cancer
denomina-se quimioterapia. A administracdo € na maioria das vezes
endovenosa, podendo também ser dada por via oral, intramuscular,
subcutanea e tépica. Alcancando a corrente sanguinea, os medicamentos se
distribuem a todas as partes do corpo, destruindo as células doentes, que
estdo formando o tumor e impedindo, também, que elas se espalhem pelo
corpo. Este tratamento aumentou significativamente os indices de cura de
alguns tumores, em especial das neoplasias hematolégicas, as quais ndo eram
controladas com sucesso pelo emprego da cirurgia e radioterapia (MANS, 2000
e MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Transplante de medula éssea € um tipo de tratamento proposto para
algumas doencgas malignas que afetam as células do sangue. Ele consiste na
substituicdo de uma medula 6ssea doente, ou deficitaria, por células normais
de medula déssea, com o objetivo de reconstituicdo de uma nova medula
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Devido a toxicidade das drogas, seu uso esta limitado porque a maioria
dos canceres humanos sao quimioresistentes e ainda podem causar danos ao

DNA de células normais, induzindo a formacdao de uma segunda neoplasia.
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Também, como a seletividade entre as células normais e tumorais evidencia-se
modesta e os efeitos colaterais acentuados ', torna-se evidente a necessidade
de ensaios para o tratamento dessa doenca, além de um melhor conhecimento
do comportamento do tumor a ser tratado, envolvendo a biologia celular e
molecular dos mesmos ? (1=GARRETT, 1999 e 2=NAM et al., 2003).

De acordo com Raw e Moro (1999), esta longe de poder utilizar tudo o
que se conhece sobre a carcinogénese para evitar ou tratar o cancer. Dentre
as drogas existentes no tratamento antineoplasico tem-se: Metotrexato ,
Fluorouracil, Azacitidina que atuam no bloqueio da sintese dos acidos
nucléicos, Ciclofosfamida, Titepa, Cisplatina, Daunorrubicina e outros que
inibem a replicagcdo do DNA, Vimblastina e Taxol que atuam na inibicdo da
mitose, onde estas inibem a sintese ou atividade das ciclinas e quinases

dependentes de ciclinas (CDK) entre outros.

2.8. Produtos Naturais e atividade anticancerigena

Nos ultimos 20 anos, alguns farmacos introduzidos na terapéutica,
foram fundamentais para o ressurgimento do interesse nos produtos naturais
por parte da industria farmacéutica, com participacdo num mercado que
movimenta cerca de 50 bilhdes de doblares anualmente. Podendo citar os
quimioterapicos para o cancer, como a vimblastina (31) e a vincristina (32)
extraidas da espécie Cataranthus roseus, drogas utilizadas no tratamento de
tumores hematoldgicos, o etoposideo (33), o teniposideo (34) e o taxol (35,
Figura 15) (PINTO, 2002).

Outro exemplo de agente antineoplasico é a camptotecina (36, Figura
15), extraida de uma arvore chinesa, Camptotheca acuminata (WALL e WANI,
1966; OBERLIES e KROLL, 2004).
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FIGURA 15: Algumas estruturas quimicas de modelos e farmacos
antineoplasicos importantes da terapéutica moderna

2.9. Estatistica Experimental

De acordo com o exemplo de R.A. Fisher, a Estatistica é definida como
a Matematica aplicada aos dados de observacdo. Mas tais dados sdo, em
muitos casos, colhidos através de trabalhos feitos propositalmente e em
condigbes previamente especificadas: tem-se entdo dados experimentais,
obtidos de experiementos. O estudo dos experimentos, seu planejamento,
execucao e analise, é que constitui o objeto da Estatistica Experimental
(GORNES, 1987).

O uso da estatistica em especial das técnicas de planejamento de

experimentos sao imprecendiveis para as tomadas de decisdo visando a
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avaliacao de novos procedimentos ou a otimizacdo de processos e produtos
(MONTGOMERY, 2004).

Um experimento planejado é um teste, ou série de testes, no qual sao
feitas mudancas propositais nas variaveis de entrada de um processo, de modo
a podermos observar e identificar mudancas correspondentes na resposta de
saida. O processo, pode ser visualizado como uma combinacao de maquinas,
métodos e pessoas, que transforma um material de entrada em um produto de
saida (MONTGOMERY, 2004).

Este produto de saida pode ter uma ou mais caracteristicas da qualidade
observaveis ou respostas. Algumas das variaveis do processo sao controlaveis,
enquanto outras sdo nao-controlaveis (embora possam ser controlaveis para
efeito de teste). Algumas vezes, esses fatores ndo-controlaveis sdo chamados
fatores de ruido (MONTGOMERY, 2004).

Os métodos de planejamento experimental podem ser usados tanto no
desenvolvimento do processo quanto na solucdo de problemas do processo,
para melhorar o seu desempenho ou obter um processo que seja robusto ou
nao-sensivel a fontes externas de variabilidade (MONTGOMERY, 2004).

Cabe ao experimentador, pois verificar se as diferencas observadas num
experimento sdo ou nao sao significativas. Uma diferenga significativa se aceita
como possivelmente devida ao acaso, e € deixada de lado, até que novos
resultados venham confirmé-la ou nega-la. J& um resultado significativo
demonstra que os elementos ensaiados nao s&o equivalentes, dao resultados
qgue aceitamos como realmente diferentes (GORNES, 1987).

Para que seja possivel planejar de modo adequado a coleta de dados,
devem ser entendidos principios basicos do planejamento de experimentos
como a réplica (sdo repeticoes do experimento feitas sob as mesmas
condicbes experimentais), a aleatorizagdo (tanto a alocacdo do material
experimental as diversas condicdes de experimentacdo, quanto a ordem
segundo a qual os ensaios individuais do experimento serdo realizados, sédo
determinados ao acaso) e a formacao de blocos (sdo conjuntos homogéneos
de unidades experimentais) (MONTGOMERY, 2004).

Para usar a abordagem estatistica no planejamento e na analise de um
experimento € necessario que as pessoas envolvidas na experimentacao

tenham, antecipadamente, uma idéia clara do que sera estudado e da forma
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como os dados serao coletados. Também é recomendado que se tenha uma
idéia qualitativa de como os dados serdo analisados (MONTGOMERY, 2004).

Como foi realizado a avaliagdo da atividade citotdxica sobre a linhagem
tumoral K562 pelo metédo colorimétrico MTT (Método Colorimétrico 3-(4,5-
imetiltiazol-2-il-2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium), fez-se uma analise de
variancia com planejamento aleatorizado com um unico fator. Ja que este
método apresenta uma distribuicdo normal utilizou-se o teste de Tukey

O teste de Tukey, esta baseado na amplitude total estudentizada e pode
ser usado para comparar todos os pares de contrastes que envolvem
diferengas de médias. O teste € exato de nivel @ quando o numero de
repeticdes é o mesmo para todos tratamentos e aproximado quando o numero
de repeticdes é diferente para os tratamentos. Este teste pode ainda ser usado
para a construcao de intervalos de confianca para a difernca entre as médias
dos tratamentos. O procedimento esta baseado na distribuicdo de amplitude
total estudentizada (studentized range statistic) dada por (MONTGOMERY,
2004):

n
onde y__ e Vimin sdao as maiores e menores meédias amostrais
respectivamente, calculadas para um grupo de p amostras. A distribuicdo de
4,(p,f), com a sendo o percentil superior de pontos de ¢ com f graus de
liberdade, associado ao estimador QME é calculada computacionalmente.

Para um numero igual de repeticoes, o teste Tukey detecta diferencas
significativas entre pares de duas médias se o valor absoluto da diferencas das

lom
T, =q,(k, [) oY,
n

De forma equivalente, constréi-se intervalos de 100(1-a)% de confianca para

médias amostrais execeder

todos os pares de médias dada por:
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e reagentes utilizados
e Materiais cromatograficos:
o Cromatofolhas de Aluminio de silica gel 60 Fzs4 MERC
o Silica gel 60 (230 - 700Mesh) - MERCK
e Solventes:
o Para cromatografia:
= Solventes P.A. — QHEMIS, NEON, DINAMICA
o Para RMN:
» Solventes deuterados P.A.— (cloroférmio e DMSO) —
MERCK e ALDRICH e como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS)
e Reveladores:

o vanilina PA

3.2. Equipamentos
e Evaporador: rotativo TECNAL (TE120)
¢ Moinho de facas tipo créton Modelo MA-580
e Espectrébmetro de RMN:
o Bruker DRX-400 — DQ — UFSCar
e GC-MS Shimadzu QP5050A - UFG

3.3. Material boténico

3.3.1. Erythroxylum deciduum — coleta

Foram coletados no més de novembro de 2006, no Campus da
Universidade Estadual de Goias (UEG) na cidade de Anapolis-GO, Brasil 979¢g
de folhas frescas e 75,29 de frutos frescos da planta Erythroxylum deciduum.
Sendo identificados pela Prof* Dr®. Mirley Luciene dos Santos, da Unidade

Universitaria de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas da UEG e as exsicatas do



material vegetal foram depositadas no herbario desta Unidade, cujos nimeros
de tombo sao 5274, 5275 e 5276.

3.3.2. Obtencgéo dos extratos brutos

As folhas foram secas em estufa com circulacdo de ar a 40°C durante
48h, depois pulverizadas em moinho de facas. Em seguida colocou-se em
erlenmeyers de 2 L e o extrato obtido a frio com metanol P.A. durante 5 dias,
repetindo-se o processo por 3 vezes. A seguir o solvente foi evaporado em um
evaporador rotativo, sob pressdo reduzida numa temperatura de 40°C,
fornecendo o extrato bruto metandlico das folhas (EBMF).

Ja os frutos frescos foram macerados com almofariz e pistilo, extraidos a
frio inicialmente com hexano em erlenmeyer de 500 mL, durante 5 dias,
repetindo-se o processo por 3 vezes. Apds a extracdo exaustiva com hexano, o
solvente foi evaporado em um evaporador rotativo, sob pressao reduzida numa
temperatura de 40°C, fornecendo o extrato bruto hexanico dos frutos. Depois,
passou-se a extrair com metanol por 5 dias durante 3 vezes, repetindo-se o

processo que realizou-se anteriormente com hexano.

3.3.3. Fracionamento dos extratos brutos com celulose

O extrato metandlico das folhas de E. deciduum (EDFM) foi fracionado
por cromatografia em coluna, utilizando-se celulose microcristalina D, como
fase estacionaria, com o intuito de se retirar os pigmentos, e eluentes em
ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol. Obtiveram-se as seguintes fra¢cdes das folhas: hexanica (EDFM-H),
diclorometéanica (EDFM-D), acetato de etila (EDFM-A), bem como metandlica
(EDFM-M) (GAMBOA, 2001).

3.3.4. Isolamento e purificacao dos constituintes quimicos de E. deciduum

O método de separacgao utilizado para o isolamento das substancias foi
a cromatografia de adsorcdo em silica gel. A seguir sdo apresentados
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esquemas dos procedimentos experimentais utilizados para o isolamento das

substancias de folhas de E. deciduum.

3.3.5. Fracionamento da fracdo metandlica das folhas de E. deciduum

Da fracao EDFMM apdés ter evaporado todo o solvente, foi pesado 30,0g,
em seguida, esta foi submetida a cromatografia de adsorcdo em coluna de
silica gel, empacotada com mistura de diclorometano/metanol (2:8) e eluida
com essa mistura de solventes em polaridade crescente até 100% de metanol.
Coletou-se 122 fracbes, reunidas em 07 novas fracdes, de acordo os Rf
observados nas placas de cromatografia em camada delgada (CCD) apés
serem reveladas com vanilina.

As amostra EDFMM (31-40 = F-1) e (41-53 = F-2) foram recristalizadas
com metanol P.A., filtradas com presséo reduzida, obtendo-se sélidos amarelos
amorfos. Ademais as mesmas foram submetidas a Ressonancia Magnética
nuclear (RMN) de 'H e '3C.

3.3.6. Fracionamento da fracao hexanica das folhas de E. deciduum

A fragdo EDFMH (9,1 g) foi submetida a cromatografia de adsorgao em
coluna de silica gel, empacotada com mistura de acetato de etila’hexano (95:5)
e eluida com essa mistura de solventes em polaridade crescente até 100%.
Foram coletadas 110 fracdes, reunidas em 8 novas fracbes de acordo com o
perfil cromatografico dos Rf observados nas placas de CCD apds serem
reveladas com vanilina.

Depois da analise por CCD das fragcdes, observou-se uma unica mancha
na fragdo hexéanica 22. Ademais o solido branco amorfo foi submetido a
Ressonancia Magnética nuclear de 'H e *C, em seguida foi realizada uma
hidrélise basica e andlise através do CG/EM.

3.3.6.1 Hidrdlise basica do triterpeno estearato de -amirina

A amostra 22 foi hidrolisada em solucdo de KOH 10% em etanol, sob
refluxo, por aproximadamente 2 horas (o acompanhamento da reacao foi feito
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por CCD), terminada a reagcdo, a mistura foi diluida em &gua
destilada e neutralizada com solucao de acido cloridrico 5%, os produtos da
reacao foram extraidos com acetato de etila. Em seguida adicionou-se sulfato
de sodio anidro (Na,SO,) para secar a substancia, filirou-se e evaporou o

solvente em um evaporador rotativo.

3.3.6.2. Identificacdo do acido graxo ligado ao triterpeno estearato de 3-amirina
por CG/EM

O triterpeno estearato de 3-amirina depois de hidrolisado, foi submetido
a uma andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
quadrupolar de massas (CG/EM) em um equipamento Shimadzu QP505A,
utilizando uma coluna capilar de silica fundida (VBP-5, 30 m de comprimento x
0,25 mm de didametro interno x 0,25 mp de espessura do filme de 5%
fenilmetilpolisiloxano), mantendo-se uma vazao de 1 mL. mim ™', 72,3 kPa de
Hélio, como gas de arraste; temperatura do injetor a 280°C e interface a 300°C
e aquecimento com temperatura programada (100°C a 270°C, com um
gradiente de 10°C. mim™ até 260°C, mantendo-se uma isoterma de 5 min, com
um tempo total de 22 min). O volume de inje¢cdo da amostra foi de 1,0 pL
diluidas em diclorometano (~20% p/v), com uma razao de split de 1:20. A
analise foi conduzida no modo varredura, com a energia de ionizacao de 70 V,
intervalo de massa 40-600 m/z e uma velocidade de 1,0 scan s™.

3.4. Teste para alcaldides

Pegou-se as fracbes dos extratos das folhas de E. deciduum, EDFMH,
EDFMD, EDFMA e EDFMM e realizou-se o teste para verificagdo da presenca
de alcalbides, através de cromatografia em camada delgada — CCD, utilizando-
se 10 mL de fase movel com Diclorometano/Metanol 5% e Cromatofolhas de
Aluminio de silica gel 60 Fzs4s MERC, em béqueres de 50 mL e como revelador

o reagente Dragendorff.
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3.5. Preparacéo da fracao vegetal e drogas controle para o teste de atividade
antitumoral in vitro e citotoxidade dos frutos

Para o ensaio de atividade antitumoral e citotoxica foram pesados 10 mg
da fracdo metandlica dos frutos de Erythroxylum deciduum (EDFrM) a qual foi
dissolvida em 2 mL de meio RPMI 1640 suplementado com Dimetil sulféxido
(DMSO) a 0,1 %. Posteriormente a EDFrM foi submetido a agitacao vigorosa
para dissolugdo completa, e por fim esterilizado em membranas de 0,22 um.
Apés a diluicao, o pH foi estabelecido em 7,2.

Como drogas controles foram utilizadas Taxol e Ciclofosfamida que

foram dissolvidas em meio RPMI 1640.

3.6. Linhagem de células tumorais, obtencgdo e cultivo

Para a realizacao do ensaio biolégico com o método colorimétrico 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium (MTT) foi utilizada a
linhagem tumoral estabelecida K-562 (Leucemia miel6ide crénica). As células
K562 foram cedidas pelo Laboratério de Genética Molecular e Citogenética da
Universidade Federal de Goids, onde foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2 M L-Glutamina, 1001U/mL de
penicilina e 100ug/mL de estreptomicina a 37°C, 5% CO. segundo protocolo
estabelecido pela Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC).

Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados pelo laboratério de
Oncologia Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara (UFC) que
teve por finalidade avaliar o potencial citotoxico dos extratos EDFMM, EDFMA,
EDFMH e EDFMD. Essa analise faz parte da etapa inicial da bioprospeccao de
substancias com potencial anticancer.

As linhagens tumorais utilizadas, HCT-8 (célon — humano), SF-295
(glioblastoma — humano) e HL-60 (Leucemia — humano), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (NCI — EUA) e foram cultivadas em meio RPMI
1640, suplementados com 10% de soro bovino fetal e 1% de antibioticos,
mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO..

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril e testadas na
concentracao de 50 pyg/mL
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3.7. Ensaio da atividade antitumoral (leucemia mieldide crénica da célula K562)

com o extrato metandlico dos frutos de E. deciduum

Para avaliar a atividade citotoxica e antitumoral do extrato EDFrM foi
utilizado o método colorimétrico MTT. O principio deste método descrito por
Mosman (1983) consiste em medir indiretamente a viabilidade celular pela
atividade enzimatica mitocondrial das células vivas, em que as desidrogenases
mitocondriais sdo capazes de agir sobre substratos como o MTT levando a
quebra desta molécula bem como sua reducdo, produzindo assim o azul de
formazan. Para o teste de reducdo do MTT, 2x10° de células K562 foram
semeadas em microplacas de 96 pocos na auséncia ou presenca de EDFrM
em concentracdes variando de 0,039 a 5 mg.mL™" ou ciclofosfamida e taxol na
concentracdo de 5 mg.mL™. Apés o tratamento as células foram incubadas por
24 h em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5% de CO.. Ao final do periodo
de incubacao, foi adicionado aos pocos de cultivo celular 10 yL de MTT na
concentracdo de 5 mg.mL", e seguido 3hs, foram acrescentados 50 pL de SDS
a 10% diluido em HCI/0,01mol/L. A quantificagdo da densidade optica (DO) foi
medida em espectrofotdmetro utilizando-se filtro de interferéncia de 550 nm.
Para o célculo da porcentagem de crescimento e citotoxicidade foram utilizadas

as seguintes féormulas:

(A)% de crescimento = [D.O Tumor (na presencaa do agente antitumoral) — D.O Basal MTT/SDS] x 100
[D.O Tumor (controle/ meio de cultura) — D.O BasalMTT/SDS]

Onde:
D.O = densidade Optica

% de citotoxicidade dos extratos = 100 - % de crescimento celular (A)
A analise de varidncia (ANOVA) foi aplicada aos dados, sendo
considerado como diferenca significativa valores onde o p-value era menor que

0,05 (p<0,05). Foram considerados significativos percentuais de citotoxicidade

superiores a 30%.
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3.8. Citotoxicidade in vitro

A técnica do Alamar blue faz uso de um indicador de O6xido-reducao
(redox), o Alamar Blue ou resazurina (azul e nao fluorescente) que é reduzido
por células vidveis a resorufina (réseo e altamente fluorescente) . No ensaio
do Alamar blue é quantificado apenas a reducao da resazurina a resorufina. O
Alamar blue é um indicador sensivel da funcdo mitocondrial 2 (1=ZHI-JUN et
al., 1997 e 2=SPRINGER et al., 1998).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,3 x 10° cel/mL para
as linhagens HCT-8 e SF-295 e 0,3 x 10° cel/mL para a linhagem HL-60. As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa com 5% de CO. a 3°C. Ao
término do teste, foram adicionados 10 yL de solucdo estoque (0,312 mg/mL)
de Alamar blue (resazurina, Sigma Aldrich Co) em todos os pocos incubados
por 4 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida a absorbancia foi
determinada nos comprimentos de onda 570 nm (estado oxidado) e 595 nm
(estado reduzido), utilizando um leitor multiplaca (DTX 880 Multimode Detector,
Beckamn Coulter). A percentagem de Alamar blue reduzido foi calculada

segundo a formula:
% reduzido = A w — (Aqw X Ro) x 100, onde:

ALw = representa a leitura do estado oxidado

Anw = representa a leitura do estado reduzido

Ro = representa a divisdao AOw/ AOuw

AO,w = representa a absorbancia do meio sozinho subtraido da absorbancia
do meio com Alamar blue em baixo comprimento de onda

AOuw = representa a absorbancia do meio sozinho aubtraido da absorbéancia

do meio com Alamar blue em alto comprimento de onda.

3.9. Anélise estatistica

A andlise de variancia nos indica que ha uma diferenca entre as médias,
mas ela ndo diz qual média que difere. Existem procedimentos especificos
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chamados de procedimentos de comparacao multipla, para testar as diferencas
entre as meédias especificas seguindo uma analise de variancia. Dentre os
testes mais conhecidos destacamos o teste Tukey que estd baseado na
amplitude total estudada e pode ser usado para comparar todos os pares de
contrastes que envolvem diferencas de médias e foi utilizado para Ensaio da
atividade antitumoral (leucemia mieldide crbnica frente a célula K562)
(MONTGOMERY, 2004).

Ja na Citotoxicidade in vitro foram analisados segundo a média + desvio
padrdao da média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular
usando o programa GraphPad Prism.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Resultados da extracdo

Foram obtidos os extratos brutos metanélicos tanto das folhas como dos

frutos de E. deciduum conforme descrito no procedimento 3.3.2. (p. 26), onde
se obteve 17,1% de EDFM e 0,93% de EDFrM conforme descrito nas Figuras

16 e 17.

Folhas
EDF
979

Maceracao com metanol
5 dias — 3 vezes

Filtracao

Concentracao do solvente

Extrato Metandlico
EDFM
168,39 (17,1%)

Residuo

FIGURA 16 — Obtengao do extrato metandlico das folhas de Erythroxylum

deciduum



Frutos
EDFr
75,29

Maceracado com hexano

5 dias — 3 vezes
Filtracao

Concentragao do solvente

Extrato hexanico
EDFrH
0,79 (0,93%)

RESIDUO

Metanol

5 dias — 3 vezes

Filtracédo

Concentragao do solvente

Extrato Metandlico
EDFrM
0,69 (0,79%)

FIGURA 17 — Obtencéao dos extratos metandlico e hexanico do fruto de

Erythroxylum deciduum

4.2. Resultados do fracionamento dos extratos brutos com celulose

A tabela abaixo descreve a quantidade inicial do extrato metandlico das

folhas de E. deciduum, bem como os valores obtidos das subfracdes: hexanica,

diclorometanica, acetato de etila e metandlica apds o fracionamento com

celulose.

TABELA 01 — Resultados das particoes do extrato metandlico das folhas de

E. deciduum.
Extrato metandlico Fracao Cadigo Quantidade
Hexano EDFMH 14949
Folhas Diclorometano EDFMD 12,29
168,39 Acetato de etila EDFMA 3,49
Metandlico EDFMM 77,49
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4.3. Resultados do fracionamento da fracao metandlica das folhas de E.

deciduum utilizando-se silica gel

Verifica-se na figura 18 as 122 fracbes, reunidas em 7 novas fragdes
com suas respectivas massas, obtidas de 30,0 g de EDFMM que foi submetida
a cromatografia de adsor¢do em coluna de silica gel, empacotada com mistura
de diclorometano/metanol (2:8) conforme descrito no procedimento 3.3.5. (p.
27). E interessante ressaltar as amostras F-1 e F-2 que se apresentaram como

solidos amarelos amorfos.

EDFMM
30,09

Coluna em silica gel

h =24cm

® = 16,5cm

FM: CH,Cl, MeOH 2:8
Gradiente de polaridade

122 fr.
1-22 23-30 31-40 41-53 51-88 89-105 106-122
16,9 mg 75,2 mg 14 mg 15 mg 300 mg 371 mg 3 mg
F-1 F-2

FIGURA 18 — Fracionamento da fracdo do extrato metandlico das folhas de E.

deciduum

4.4. Resultados do fracionamento da fracdo hexanica das folhas de E.

deciduum

Observa-se na Figura 19 que a partir de 9,1 g de EDFMH foram obtidas
110 fracbes reunidas em 8 novas fragdes, com suas respectivas massas, de
acordo com o perfil cromatografico dos Rf observados nas placas de CCD
conforme descrito no procedimento 3.3.6. (p. 27). Destaca-se a amostra T-1

por se apresentar como sélido branco e amorfo.
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EDFMH
9,1g

Coluna em silica gel

h=12cm

d=47cm

FM: Acetato de etila, Hexano 95:5
Gradiente de polaridade

110 fr.

1-20 21 22 23 24-46 47-56 57-69 70-110
1924,7 mg 12,7 mg 16,9mg 114 mg 1489,8 mg 7mg 727,6 mg 2083,5mg
T-1

FIGURA 19— Cromatografia da fragao do extrato hexanico das folhas de E.
deciduum

4.5. Resultados do teste de alcaldides nas fracbées de folhas de Erythroxylum

deciduum

O género Erythroxylum é caracterizado pela presenga de alcaldides e
flavondides, constituintes quimicos provenientes do metabolismo secundario de
vegetais. O teste para verificacdo de alcaldides, utilizando o reagente de
Dragendorf (especifico para alcaldides), apresentou resultado negativo para
todas as fracdes metandlica, diclorometanica, hexanica e acetato de etila das
folhas de E. deciduum. Entao se concluiu que nao ha presenca de alcalbides
nesta planta, apesar deste metabdlito secundario ser um marcador taxonémico
deste género. Porém nao podemos afirmar que nenhuma planta E. deciduum
nao apresente alcaldide, pois pode-se inferir que haja diferenca sazonal ou até
mesmo estacdo do ano na qual a planta foi coletada.
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4.6. Resultados do Fracionamento, Isolamento e Caracterizacdo dos
Constituintes Quimicos

As fragbes hexanica EDFMH (14,9 g) e metandlica EDFMM (77,4 Q)
foram submetidas a cromatografia em coluna de adsorcdo em silica gel, com
gradientes  hexano/acetato de etila para EDFMH, bem como
metanol/diclorometano para EDFMM. Apés as fracbes serem coletadas em
frascos coletores de 10 mL, foram analisadas, através de CCD e, depois de
terem sido revelados com vanilina, foram reunidas, baseadas nos seus Rf.

Logo apés foi feita andlise espectroscépica através da Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H e *C utilizando como solvente cloroférmio deuterado
para a fragdo EDFMH 22 e DMSO para EDFMM (31-40) e (41-53). Depois da
interpretacdo dos espectros, identificou-se na fracdo EDFMH 22 o triterpeno
estearato de B-amirina (T1), na fracdo EDFMM (31-40) o flavondide 7,4’-
dimetoxi-quercentina-3-O-3-D-glicopiranosideo (F1) e na fracdo EDFMM (41-
53) o flavonoide quercentina-3-O-a-D-arabinofuranose (F2).

4.6.1. Identificagdo estrutural do flavondide 7,4-dimetoxi-quercetina-3-O-3-D-
glicopiranosideo (F-1) por RMN de 'H e de "°C

O solido amorfo amarelo da fracdo polar do extrato das folhas de E.
deciduum foi submetido & anélise por RMN de 'H e de *C. Os resultados desta
andlise sdo apresnetados a seguir:

No espectro de RMN de 'H (F-1, Figura 20 e Tabela 02) observou-se na
regiao de hidrogénios aromaticos, um duplo dubleto em & 7,61 ppm referente
ao hidrogénio H-6’ (J=2,0 e 9,0 Hz); dubleto em & 7,63 ppm referente ao
hidrogénio H-2’ (J=2,0 Hz) e em & 6,86 ppm referente ao hidrogénio H-5" (J=
9,0 Hz). Além de dois dubletos largos em 6,42 e 6,22 ppm atribuidos aos
hidrogénios H-6 e H-8 respectivamente.

A presenca de multipletos relativos a hidrogénios carbindlicos, na regiao
entre & 3,0 e 3,8 ppm e um dubleto para cada substancia, absorvendo em 6 5,5
ppm (J = 7,6 Hz;), atribuido ao hidrogénio anomérico, sugere a existéncia de
unidade de acgucar ligado a este flavondide, o valor da constante de
acoplamento em torno de 7,6 Hz entre os hidrogénios H-1” (a) e H-2” (B) indica
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um angulo diedro de 0 — 20° ou 150 — 180 ¢, entre esses hidrogénios, o que
sugere que o agucar esta ligado ao flavonoide pela face B. O espectro de RMN
de C (Figura 21 e Tabela 03) desta substancia, apresenta, sinais com
deslocamentos quimicos proximos a & 177,4 ppm tipico de carbonilas queladas
em flavonoides (SILVERSTEIN, 1998).

A ocorréncia de cinco sinais na regiao entre & 61,4 e 77,8 ppm, € um
sinal em & 101,5 ppm referente ao carbono anomérico vem confirmar a
existéncia de uma unidade de agucar no flavonoéide.

A unidade do acucar presente é evidenciada através dos dados
caracteristicos observados no espectro RMN de 'C, indicando que D-
glicopiranosideo (F-1) estéa ligado ao flavonoide.

Além disso, as andlises dos espectros de RMN de 'H e '*C e posterior
comparagdo com os dados descritos na literatura resultou na identificagdo do
flavondide quercetina-3-O- B -D-glicopiranosideo (F-1) (AGRAWAL, 1989).
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H;CO

TABELA 02 — Dados de RMN de 'H (400MHz, em DMSO) para o flavonéide F-

1

H F-1

6 6,42 d (1,4 Hz)

8 6,22 d (1,4 Hz)

2 7,63 d (2,0 Hz)

3’ -

5 6,86 d (9,0 Hz)

6’ 7,61dd (2,0 e 9,0 Hz)
Acucar

17 5,5d (7,6 Hz)
2”ab” 3,0-3,8m
- OMe 3,86 (s)
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F-1

TABELA 03-Dados de RMN de *C (100 MHz, em DMSO) para o flavonéide F-1

Literatura AGRAWAL

c F-2 et al., 1989

C-2 157,1 156,5
c-3 134,4 133,7
C-4 178,2 177.6
C-5 161,4 161,3
C-6 98,7 98,8
C-7 165,9 164,2
C-8 92,9 93,6
C-9 157,1 156,5
C-10 105,6 104,2
C-1’ 123,0 121,4
c-2 112,1 115,2
c-3 146,3 144,8
C-4 150,9 148,5
C-5 116,4 116,5
C-6' 122,1 121,6
C-1" 101,5 101,4
c-2 74,7 74,3
c-3 76,9 76,8
C-4 70,4 70,3
C-5 77,8 77,5
C-6" 61,4 61,3
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FIGURA 20: Espectro de RMN 'H do flavonéide F-1 (DMSO, 400MHz)
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FIGURA 21: Espectro de RMN '3C do flavonéide F-1 (DMSO, 400MHz)
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4.6.2. Identificacao estrutural do flavondide quercetina-3-O-a-D-
arabinofuranose (F-2) por RMN de 'H e de '°C

O sélido amorfo amarelo obtido da fracao polar EDFMM do extrato das
folhas de E. deciduum foi analisado por RMN de 'H e de '*C Os resultados
desta analise sdo apresentados a seguir:

No espectro de RMN de 'H (Figura 22, 23 e Tabela 04) observa-se, na
regiao de hidrogénios aromaticos, um duplo dubleto em torno de & 7,5 ppm,
referente ao hidrogénio H-6’ (J = 8,6 € 2,4 Hz); 7,4 ppm referente ao hidrogénio
H-2’ (J = 2,4 Hz) e em 6,8 ppm referente ao hidrogénio H-5" ( J = 8,4 Hz). Além
de dois dubletos largos em 6,4 e 6,1 ppm atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8
respectivamente.

A presenca de multipletos relativos a hidrogénios carbindlicos, na regiao
entre & 3,0 e 3,8 ppm e um dubleto para cada substancia, absorvendo em 6 5,5
ppm (J = 1,2 Hz;), atribuido ao hidrogénio anomérico, sugere a existéncia de
unidade de acucar ligado a este flavonoide pela face a, indicada pela constante
de acoplamento em torno de 1,2 Hz (SILVERSTEIN, 1998).

O espectro de RMN de '°C (Figura 24 e Tabela 05) desta substancia
apresenta sinais com deslocamentos quimicos proximos a & 177,5 ppm tipico
de carbonilas queladas em flavondides.

A ocorréncia de quatro sinais na regido entre & 61 e 86 ppm, e um sinal
em & 108 ppm referente ao carbono anomérico vem confirmar a existéncia de
uma unidade de acucar no flavonéide.

A unidade do acucar presente é evidenciada através dos dados
caracteristicos observados no espectro RMN de '*C, indicando que D-
arabinofuranose esté ligado ao flavondide.

Além disso, as andlises dos espectros de RMN de 'H e '°C e posterior
comparacado com os dados descritos na literatura resultou na identificacdo do
flavonéide quercentina-3-O-a-D-arabinofuranose F-2 (AGRAWAL, 1989).
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TABELA 4 - Dados de RMN de 'H (400MHz, em DMSO) para o flavonéide F-
2

H F-2

6 6,41 d (2,0 Hz)

8 6,1d (2,0 Hz)

2 7,57 d (2,0 Hz)

3’ -

5 6,8 d (8,4 Hz)

6’ 7,5dd (2,0 € 8,4 Hz)
Acucar

17 5,5d (1,2 Hz)
2”ab” 3,1-3,7m
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2

F-2
TABELA 05- Dados de RMN de *C (100 MHz, em DMSO) para o flavonéide F-

C F-2 Literatura AGRAWAL et al., 1989
C-2 156,5 156,5
C-3 133,5 133,8
C-4 177,5 175,5
C-5 161,5 161,2
C-6 98,6 98,6
C-7 164,5 164,0
C-8 93,4 93,4
C-9 156,6 156,3
C-10 104,0 104,0
C-1 121,0 121,3
Cc-2 115,4 115,2
C-3 145,4 144,7
C-4 148,5 148,5
C-5 115,4 116,5
C-6 121,5 121,8
C-r 108 109,1
C-2 82 81,5
C-3 76,8 77,2
C-4” 85,6 84,7
C-5” 61,0 62,0
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FIGURA 22: Espectro de RMN 'H do flavonéide F-2 (DMSO, 400MHz)
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4.6.3.. Identificacdo estrutural do triterpeno estearato de B-amirina T-1 por RMN
de 'He de '°C

O sélido amorfo branco obtido da fracdo apolar EDFMH-22 do extrato
das folhas de E. deciduum quando analisado por RMN de 'H e de *C forneceu
0s seguintes resultados:

No espectro de RMN de 'H (Figura 25, e Tabela 06) observou-se na
regiao de o 4,5 ppm hidrogénios ligados ao carbono do grupo éster do acido
graxo, um tripleto em torno de & 5,18 ppm, caracteristico de dupla ligacao
referente ao H-12 e adjacentes a ele um CH,. J& na regido entre 8 1 e 2,5 ppm
percebe-se hidrogénios de metilenos e 8 grupos metilas.

No espectro de RMN '®C (Figura 26 e Tabela 07) apresentou 30
carbonos demonstrando a caracteristica de esqueleto triterpénico de seu
constituinte, sinais de carbono sp? em 121,1 ppm e 144,6 ppm atribuidos a C-
12 e C-13 respectivamente, como também grupos metilicos.

A analise do espectro de RMN 'H e '3C, e posterior comparagéo com os
dados descritos na literatura !, observam-se sinais caracteristicos do composto
triterpénico B-amirina. O deslocamento em & 4,5 ppm caracteristico de H ligado
ao carbono esterificado e a comparagdo com a literatura 2 levou a concluséo
que 0 composto isolado € um triterpeno estearato de B-amirina T-1
(1=MAHATO, 1994 e 2=-BARREIROS et al., 2004).
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T-1

TABELA 06 — Dados de RMN de 'H (400MHz, em CDCl3) para o triterpeno T-1

H T-1
1e 2 6 1,7 ppm (m) multipleto
3 6 4,5 ppm dd (7,6Hz)
56,7,9,11 dnaregidode1,5a1,8
ppm (m)
12 0 5,1 ppm (t)

15, 16, 18, 19, 21, 22

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30

0 naregidao 0,8 a 1,8 ppm

(m)
dnaregidode 0,7a1,5

ppm (s)
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HaC-(CHy)n-0CO

T-1
TABELA 07- Dados de RMN de '*C (100 MHz, em CDCls) para o triterpeno T-1

C T-1 Literatura MAHATO 1994
C-1 37,7 38,7
C-2 27,5 27,3
C-3 80,0 79,0
C-4 39,2 38,8
C-5 54,7 55,3
C-6 221 18,5
C-7 32,7 32,8
C-8 37,2 38,8
C-9 47,0 47,7

C-10 36,6 37,6
C-11 22,9 23,6
C-12 121,1 121,8
C-13 1446 145,1
C-14 411 41,8
C-15 26,3 26,2
C-16 27,8 27,0
C-17 32,0 32,5
C-18 46,6 47 .4
C-19 46,2 46,9
C-20 30,5 31,1

C-21 34,3 34,8
C-22 36,3 37,2
C-23 28,6 28,2
C-24 15,5 15,5
C-25 15,7 15,6
C-26 16,9 16,9
Cc-27 25,5 26,0
C-28 28,7 28,4
C-29 34,1 33,3
C-30 24,6 23,7
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FIGURA 25: Espectro de RMN 'H do triterpeno T-1 (CDCls, 400MHz)
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FIGURA 26: Espectro de RMN '3C triterpeno T-1 (CDCls, 400MHz)
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4.7. Identificacao estrutural do acido graxo ligado ao triterpeno estearato de 3-
amirina T-1 por CG/EM

O acido graxo obtido da hidrélise do triterpeno estearato de (B-amirina
submetido a uma anélise quimica por cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria quadrupolar de massas (CG/EM) em um equipamento
Shimadzu QP505A, apresentou um composto majoritario cuja foérmula
molecular do hexadecanoato de B-amirina foi (CisH3202) € massa 256 m/z,
denominado acido n-hexadecanoico, conforme descrito no espectro (Figuras
27 e 28).

A identificacdo dos constituintes do éster ligado ao triterpeno B-amirina
foi realizada por comparagdao dos espectros de massa e indice de retencao
com os da literatura, além da busca (automatica e manual) dos espectros de
massas, € uma base de dados informatizada MS usando biblioteca NIST
(1988).
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Data : ESTER-2.D01 08/07/04 09:32:31
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Method File Name : LAB-SINT.MET
ITIC ig 97080791
' I
i
{l
Il [
I :
i
i AL S ,J
T T —_-_"\L-”‘L '\k"i = T I 1
4 6 8 20
Tic ¥ 67080761
i ‘4//, I;I
Pd
P ’ :\\\
; T e TN
1‘ T
14
Scan# :{ 640-648 ) B.G Scan#:{ B674-676 )
Mass Peak #: 185 Ret. Time:(13.550-13.683)
Base Peak :73.05 ( 6130471) -
43 73
e
128 |
85
- i 213
. 97 115 157 171 185 256
Lo s ‘ 198 227
e me 239 274 299313327 341355 385 401415 |
50 100 150 200 250 300 350 400

FIGURA 27: Espectro do acido graxo ligado ao triterpeno hexadecanoato de [3-

amirina
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<Compound Information>
Library- : NIST21
Entry : 16079 !
CAS. : 57-10-3. MolWgt : 256
Ciass
MoLForm.: C4aH3202
Name : n-Hexadecanoic acid

<Spectrum>
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<Mass Table> <Structure>

M/Z - RelInt (50 Paaks )
27-180 67- 68 101- 88
28- 88 68 60 111- 80
20-444 . 69-36.0 112- 40
39-10.4 70-10.8 113 48
1-772  71-384 115-12.8
42.16.8 73-97.2 1i6- 44
431000 74- 28 125- 40
4596 81 48 129-328
53- 4.4 82-52 143- 40
54- 56 83-240 157- 9.6
55-852 84-12.0 171- 9.6
56-16.8 85-232 185- 8.4
57-758 87-16.4 213-18.4
58- 4.0 ©6- 44 227- 40
59- 44  97-18.0- 256-436 .
60-896 98136 257- 8.4 O\\|/\/\/\t/\/\/\/f\\/

61-26.0 ©99- 80

FIGURA 28: Espectro e férmula estrutural do acido graxo ligado ao triterpeno

hexadecanoato de B-amirina

O isolamento do acido n-hexadecandico também €& corroborado por
dados de CG/EM. Nesse caso, a presenca dos picos em m/z 256 e 60,
associados ao ion molecular e rearranjo de MacLafferty (Figura 29) sao

conclusivos para a estrutura de um acido carboxilico linear.
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Figura 29: Rearranjo de MacLafferty

Aliado a isso, pode-se destacar, no espectro, uma série de picos em
intervalos de 14 unidades, associados a picos intensos de estruturas do tipo
CnH2n-102, associados a fragmentacao de acidos carboxilicos de cadeia longa.

Abaixo estdo descritos as porcentagens com as respectivas massas
atdmicas dos fragmentos do acido n-hexadecandico:

EM (M/2): 29 (44,4%); 43 (100,0%); 60 (89,6%); 73 (97,2%); 83 (24,0%);
97 (18,0%); 115 (12,8%); 129 (32,8%); 143 (4,0%); 157 (9,6%); 171 (9,6%);
213 (18,4%); 227 (4,0%); 256 (43,6%); 257(8,4%).

Logo abaixo descreve-se as fragmentacbes do &cido n-

hexanodecanoico:

CH3(CH2)." = 43 m/z
(CH2)2COH" = 73 m/z
CH3(CHy)s" = 85 m/z
(CH)sCO2H" = 129 m/z
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4.8. Avaliagdo da atividade citotoxica da fragdo metandlica do extrato dos frutos
(EDFrM) de Erythroxylum deciduum sobre a linhagem tumoral K562

Para andlise dos tratamentos observados através do método
colorimétrico MTT, conforme descrito na metodologia, e das drogas padrdes,
foi realizada uma analise descritiva para se ter indicios da diferenca entre os
tratamentos. Em seguida fez-se uma analise de varidncia com planejamento
aleatorizado com um Unico fator que comprovasse esta diferenca entre os
mesmos, e a partir do teste de Tukey foi possivel comprovar quais amostras
eram realmente diferentes. E foi aceito que o tratamento possui citotoxicidade
significativa somente se apresentasse valores superiores a 30%
(MONTGOMERY, 2004).

As médias das densidades 6ticas (DO) encontradas na placa realizada
através do método MTT, sdo demonstradas na Tabela 08, juntamente com o
percentual de crescimento e de citotoxidade, conforme concentracdes da
fracao dos extratos de EDFrM para tratamento sobre as células K562.
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Tabela 08. Distribuicdo dos valores de densidade ética e suas médias, desvio

padrao, coeficiente de variacdo, porcentagem de crescimento e porcentagem

de citotoxidade conforme concentracdes da fracdo do extrato metandlico de E.

deciduum sobre células K562, bem como das drogas padrao.

Desvio  Coeficiente % de % de
Descricao DO1 DO2 DO3 Média padrao devariagdo crescimento  citotoxicidade

Branco (meio) 0,157 0,172 0,174 0,168 0,009 5,542 - -
Meio cell 0,954 0,913 0,905 0,924 0,026 2,845 - -
SDS 10% 0,060 0,066 0,078 0,068 0,009 13,478 - -
Taxol 5mg/mL 0,132 0,155 0,129 0,139 0,014 10,258 - 91,74
Ciclofosfamida
5mg/mL 0,562 0,577 0,598 0,579 0,018 3,123 - 40,3
EDFrM5.0 mg/mL 0,265 0,317 0,291 0,291 0,026 8,935 26,05 73,95
EDFrM 2.5 mg/mL 0,284 0,323 0,330 0,312 0,025 7,936 28,54 71,46
EDFrM 1.25mg/mL 0,354 0,369 0,429 0,384 0,040 10,335 36,92 63,08
EDFrM 0.62mg/mL 0,515 0,527 0,475 0,506 0,027 5,385 51,13 48,87
EDFrM 0.3 mg/mL 0,641 0,660 0,435 0,579 0,125 21,564 59,66 40,34
EDFrM 0.15mg/mL 0,740 0,732 0,748 0,740 0,008 1,081 78,50 21,50
EDFrM
0.075mg/mL 0,803 0,759 0,748 0,770 0,029 3,779 82,01 17,99
EDFrM 0.03mg/mL 0,719 0,779 0,736 0,745 0,031 4,153 79,05 20,95

Através dos resultados apresentados neste trabalho, verificou-se que a

fracdo metandlica de EDFrM apresentou citotoxicidade elevada sobre as

células tumorais, quando comparados com o percentual das drogas controles.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 08, pode-se dizer que

h& indicios de que o taxol apresenta uma porcentagem de citotoxicidade de

91,74%, ou seja, € muito eficaz no tratamento de leucemia mielbide crénica. Ja

a ciclofosfamida forneceu um resultado menos satisfatério quando comparada

ao taxol e as fragdes dos extratos de EDFrM, nas concentragdes que variam de
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0.62 a 5,0 mg.mL", pois evidenciou-se uma porcentagem de 40,3% de

citotoxicidade, destruindo uma quantidade menor de células tumorais.

Os resultados deste teste sdo apresentados na Figura 30 para a fracao
metandlica dos frutos de Erythroxylum deciduum nas concentracdes de 0,039 a
50 mg.mL' sobre a linhagem tumoral do K562, que apresentaram
citotoxicidade elevada sobre as células tumorais, quando comparados com 0
percentual dos controles positivos Taxol (100%) e Ciclofosfamida, na
concentracdo 5,0 mg. mL™ E interessante ressaltar que as fracdes dos extratos
nas concentragdes que variam de 0,3 a 5,0 mg. mL™" possuem maior eficiéncia
que a ciclofosfamida. Ademais, pode-se sugerir que as células se mostraram
dose-dependente das fracdes de EDFrM, pois 0 aumento da citotoxicidade foi

diretamente proporcional ao aumento da concentracdo das mesmas.
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FIGURA 30: Percentual de citotoxicidade da fracao metandélica in vitro sobre
células tumorais de leucemia mieldide crénica K562, comparada com o taxol e

a ciclofosfamida.

Verificou-se também que, quando a concentracdo da fracdo do extrato
de EDFrM aumentava de 0,075 para 5,0 mgmL’', aumentava-se
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gradativamente a porcentagem de citotoxicidade, indicando que ha diferenca
relevante entre as concentracées dos mesmos. Porém, como foi aceito que o
tratamento possui citotoxicidade satisfatéria, somente se apresentasse valores
superiores a 30%, as fragdes com concentragdes de 0,15, 0,0075 e 0,03
mg.mL" demonstraram-se ineficazes nesta anélise.

Em seguida, para averiguar se estas diferencas entre os tratamentos
sao realmente significativas, fez-se a comparacao entre as médias dos dados
através da analise de variancia, e as diferencas exatas entre os tratamentos
foram quantificadas através do teste de Tukey, conforme descrito na Tabela
09.
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TABELA 09. Andlise de Variancia e Teste de Tukey entre as fracoes
metandlicas e os padrées adotados

Grau de Liberdade Soma dos Quadrado F Valor de p
Quadrados Médio
Tratamento 12 2.68749 0.22396 129.77 <2.2e-16

Amostras mg. mL-1 Diferenga Valor de p
Ciclofosfamida-Taxol-5.0 0,44033 0,0000000
EDFrM 5.0-Taxol-5.0 0,15233 0,0066800
EDFrM 2.5-Taxol-5.0 0,17367 0,0014000
EDFrM 1.25-Taxol-5.0 0,24533 0,0000073
EDFrM 0.62-Taxol-5.0 0,36700 0,0000000
EDFrM 0.3-Taxol-5.0 0,44000 0,0000000
EDFrM 5.0-ciclofosfamida -0,28800 0,0000004
EDFrM 2.5-ciclofosfamida -0,26667 0,0000017
EDFrM 1.25-ciclofosfamida -0,19500 0,0002867
EDFrM 0.62-ciclofosfamida -0,07333 0,6237200
EDFrM 0.3-ciclofosfamida -3,33E-04 1,0000000
EDFrM 2.5-EDFr5.0 0,02133 0,9999800
EDFrM 1.25-EDFr5.0 0,09300 0,2865400
EDFrM 0.62-EDFr5.0 0,21467 0,0000671
EDFrM 0.3-EDFr5.0 0,28767 0,0000004
EDFrM 0.15-EDFr5.0 0,44900 0,0000000
EDFrM 0.075-EDFr5.0 0,47900 0,0000000
EDFrM 0.03-EDFr5.0 0,45367 0,0000000
EDFrM 1.25-EDFr2.5 0,07167 0,6547800
EDFrM 0.62-EDFr1.25 0,12167 0,0554500
EDFrM 0.3-EDFr0.62 0,07300 0,6299600
EDFrM 0.15-EDFr0.3 0,16133 0,0034700
EDFrM 0.075-EDFr0.15 0,03000 0,9993100
EDFrM 0.03-EDFr0.075 -0,02533 0,9998700

Como pode ser visto na Tabela 09 ha diferenca significativa entre os
tratamentos, pois o valor de p apresentou um valor de 2.2x107'®, assumindo o
nivel de significAncia de 5%. Além disso, ha evidencia que realmente existe
diferenca relevante entre as porcentagens de citotoxicidade, quando se
compara o taxol com a ciclofosfamida, pois seu valor de p € (p<0,05). Como
também, pode ser averiguado que o taxol difere significativamente das
concentracdes da fracdo do extrato de EDFrM, que variam de 0,3 a 5,0mg.mL"
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e difere da ciclofosfamida em concentracées da fracdo do extrato de EDFrM,
que variam de 1.25 a 5,0 mg. mL".comprovando-se que ha realmente um
elevado potencial anti-tumoral destas fragdes.

Porém, quando se comparam as concentracoes das fragcdes dos extratos
de EDFrM de 5,0 mg. mL" com 2,5 e 1,25 mg. mL™, percebe-se que ndo ha
diferenca significativa entre eles, pois 0os mesmos apresentam valores de p
superiores a 5% (p>0.05), ou seja, pode-se utilizar para destruir as células
tumorais a concentracdo de 1,25 mg. mL', j4 que esta é semelhante a
concentragdo de 5,0 mg. mL™" da fragdo do extrato em questao.

A Tabela 09 também mostra que néo existe diferenca relevante entre as
concentragdes 0.3 e 0.62 mg. mL™", 0.075 e 0.15 mg. mL™, 0.03 e 0.075 mg.
mL™, pois seus valores de p sd0 muito superiores a 5%.

Mediante esses dados, os testes realizados in vitro para se verificar o
possivel potencial antitumoral da fracdo metandlica, obtida dos frutos de
Erythroxylum deciduum, revelam ter atividade antineoplasica significativa frente
ao modelo experimental utilizado. Com excecao das concentracoes de 0,03 a
0,3 mg . mL" da fracdo metandlica, as demais concentracdes apresentaram
citotoxicidade acima de 50%.

Assim fica demonstrada a importancia da triagem de extratos vegetais
quanto as atividades biolégicas, o que possibilita aos pesquisadores uma
orientagdo no sentido de utilizar os melhores métodos de extragcdo de
substancias com estas atividades em plantas para posterior isolamento e
identificacdo quimica, além de concentragdes otimizadas para que o extrato
tenha sua maxima eficiéncia contra células tumorais.

Até o presente momento, a literatura apresenta apenas 2 artigos
referentes a esta espécie, ja mencionados na revisdo bibliogréfica, porém
nenhum sobre estudo dos constituintes quimicos e possivel potencial citotéxico
e antitumoral.

Viu-se entdo a necessidade de realizacdo de mais estudos para se
averiguar os potenciais terapéuticos e citotéxicos que a planta apresenta e nao
ha dados na medicina popular.
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4.9. Avaliagcdo da atividade citotoxica in vitro frente as células HCT-8 (célon —
humano), SF-295 (glioblastoma — humano) e HL-60 (Leucemia — humano)
aplicada nos extratos EDFMM, EDFMH, EDFMA e EDFMD

A atividade citotoxica de todas as amostras esta representada na Tabela
10, com seus respectivos percentuais de inibicdo. De acordo com o protocolo
experimental adotado, uma amostra somente € considerada com potencial
atividade antitumoral quando o valor de inibicdo (%IC) é igual ou superior a
75% em pelo menos duas das trés linhagens celulares utilizadas no teste de
citotoxicidade. Este percentual de 75% é considerado como cut-off para o
screening de novas substancias com possivel potencial antitumoral
(SPRINGER, 1998).

TABELA 10 — Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das
amostras em trés linhagens tumorais testadas na dose Unica de 50 pg/mL
(extratos). Valores expressos em média = DPM.

Amostras/Linhagens celulares HL-60 (%IC) SF 295 (%IC) HTC 8 (%IC)
EDFMH 13,26+£12,13 0,0 0,0
EDFMM 28,49+10,30 0,0 0,0
EDFMA 12,12+07,41 0,0 0,0
EDFMD 0,0+07,58 0,0 46,1616,14

Como pode ser verificado na tabela acima, nenhuma das fracoes
hexanica, diclorometanica, metandlica ou de acetato de etila provenientes do
extrato bruto metandlico das folhas de E. deciduum apresentaram atividade
antitumoral com significativo potencial, pois nenhuma delas demonstraram
valor de inibicdo (%IC) igual ou superior a 75% em pelo menos duas das trés
linhagens celulares (HL-60 , SF 295 e HTC 8 ) utilizadas no teste de
citotoxicidade.

O maior valor observado foi 46,16% para a célula HCT-8 (célon —

humano) que também nao demonstrou potencial antitumoral satisfatorio.
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. CONCLUSOES

Estudo fitoquimico das folhas de E. deciduum levou ao isolamento e
identificacdo de 3 substancias, o triterpeno hexadecanoato de (3-amirina,
obtido da fracao EDFMH (22) e os flavonoides 7,4’-dimetoxi-quercentina-
3-O B-D-glicopiranosideo e quercetina-3-O-a-D-arabinofuranose obtidos
das fracbes EDFMM (31-40) e (41-53) respectivamente. Substancias
estas ja conhecidas, mas nao relatadas nesta espécie.

Estudos da atividade antitumoral (leucemia mieléide cronica)
demonstraram que ha um elevado potencial citotéxico das fracoes
metandlicas dos frutos de E. deciduum. Além disso, pode-se dizer que a
fracdo do extrato a 5,0 mg. mL™" foi mais eficaz que a droga controle
ciclofosfamida na mesma concentragdo, porém menos eficaz que o
taxol.

Nenhuma das amostras EDFMH, EDFMM, EDFMA, EDFMD testadas
apresentou potencial citotoxico significativo nas linhagens celulares
testadas HL-60, SF 295 e HTC 8.
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6. Sugestoes para estudos posteriores

e Realizar o ensaio da atividade antitumoral (leucemia mieldide crénica da
célula K562) com o flavondéide quercentina-3-O-a-D-arabinofuranose de
E. deciduum.
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