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|dentificacdo do Flavonodide
7,4’-Dimetoxi-Quercentina-
3-O-B-D-Glicopiranosideo
e Avdliacdo da Atividade
Antitumoral dos Frutos

Guilhermina C. Nascimento, Antonio C. S. Menezes & Elizangela P
P Lacerda

Estudos fitoquimicos feitos com diferentes espécies do género Erythroxylum
(pertencente a familia Erythroxylaceae) levaram ao isolamento de varios metabdlitos
secundarios como flavonoides e alcaléides, bem como taninos, terpenos e fenilpropandides
que apresentam atividades anti-oxidantes, anti-cancerigenas, atividade anti-inflamatdria
dentre outras. O presente trabalho teve como objetivo principal realizar o estudo
fitoquimico das frages do extrato metanolico das folhas de Erythroxylum deciduum A.
St.-Hill, visando o isolamento e identificagdo de substancias, bem como avaliar a atividade
antitumoral das células K562 de leucemia mieldide cronica do extrato metandlico dos
frutos de E. deciduum.

Palavras-chave: Erythroxylum deciduum, 7,4’-dimetoxi-quercentina-3-O-4-D-
glicopiranosideo, atividade antitumoral.

Phytochemical studies made with different species of Erythroxylum (belonging to
the family Erythroxylaceae) led to the isolation of several secondary metabolites such
as flavonoids and alkaloids, and tannins, terpenes and phenylpropanoids activities that
have anti-oxidant, anti-carcinogenic, anti-inflammatory activity among other. The present
work was aimed at providing the phytochemical study of fractions of the methanol extract
of leaves of Erythroxylum deciduum A. St.-Hill, aiming at the isolation and identification
of substances, as well as evaluating the antitumor activity of K562 cells from chronic
myeloid leukemia methanol extract of fruits of E. deciduum.

Keywords: Erythroxylum deciduum, antitumor activity, 7,4’-dimethoxy-quercentin-3-
O-f-D-glucopyranoside.
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Introducdo

Estudos fitoquimicos feitos com diferentes espécies
do género Erytthroxylum (pertencente a familia
Erythroxylaceae que é uma das mais representativas
do cerrado brasileiro) levaram ao isolamento de varios
metabdlitos secundarios como flavondides e alcaloides,
bem como taninos, terpenos e fenilpropandides que
apresentam atividades anti-oxidantes, anti-cancerigénas,
anti-inflamatéria dentre outras®22,

Vérias  espécies  Erytthroxylum  possuem
propriedades medicinais, como as populares coca (E.
coca Lamk. e E. novogranatense (D.Morris) Hieron.)
e suas variedades as mais conhecidas e estudadas
devido a presenca de alcaldides em suas folhas®, onde
a cocaina (Figura 1), pode chegar até 2% da folha de
massa seca®, que foi empregada como anestésico local
em pequenas cirurgias®’.
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Figura 1. Formula estrutural da Cocaina

Na regido do Alto Rio Grande, MG, Erythroxylum
campestre e Erythroxylum tortuosum vém sendo usados
como fitoterapicos. Suas raizes sdo utilizadas na forma
de infuso como laxante, enquanto a casca do caule da
espécie E. tortuosum € indicada como adstringente
no caso de hemorragias, também na forma de infusc®.
Johnson (1998) identificou nas espécies Erythroxylum
novogranatense var. truxillense e E. coca var. ipadu os
seguintes flavonoides®:

e Taxifolin, presente na fracdo polar do extrato
foliar seco de E. c. var. ipadu (Figura 2), que
apresenta atividades: inativacdo de substancias
citotoxicas e efeito anti-oxidante!, efeito anti-
diabetes?!, efeito anti-oxidante, radicais livres que
protegem a peroxidacdo lipidica, a reducdo do teor
de lipoproteinas de baixa densidade no figado e
soroefeito anti-tumoral®? e efeito anti-mutagénico®,
efeito anti-viral** dentre outros.

Jul / Dez de 2011

3 4 3 5 7
.E.c.var. TetraAcil |
. OH OH H OH .
ipadu 1 Ramnosil
.E.c.var TetraAcil | TetraAcil |
. H . OH OH .
ipadu 3 Ramnosil | Ramnosil
.E.c.var. TetraAcil | TetraAcil |
. OH . OH OH .
ipadu 4 Ramnosil Ramnosil
.E.c.var TetraAcil | TetraAcil |
i OH i i OH OH
ipadu 5 Ramnosil Ramnosil
.E.c.var. o TetraAcil | TetraAcil | oH TetraAcil |
ipadu 6 Ramnosil Ramnosil Ramnosil

Figura 2. Formula estrutural da Taxifolin

*Quercentina (Figura 3) presente na fracdo polar
do extrato das folhas de E. c. var. ipadu e E. n. var.
truxillense, que apresenta atividade anti-tumoral®?,
atividade anti-inflamatoria®®, bem como atividade anti-
mutagénical®.
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Figura 3. Formula estrutural da Quercentina

*Fisetina (Figura 4), presente na fracdo polar do
extrato foliar de E. n. var. truxillense, possui atividade
anticarcinogénical’, efeito anti-alérgico, atividade
antioxidante'.
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Figura 4: Formula estrutural da Fisentina

*Kaempferol (Figura 5) encontrado na fragdo polar do
extrato foliar de E. n. var. truxillense, apresenta atividade
anti-inflamatéria’®, atividade antioxidante, antialérgico,
antiistaminico, inibidor de ciclooxigenase®.

3 4 3 5 7

.E.n.var. X
. H OEt Ramnosil H Acetyl Rhamnosyl
truxillense 3

Figura 5. Formula estrutural da Kaempferol

*diidroxikaempferol (Figura 6) verificada na fracdo polar
do extrato foliar de E. n. var. truxillense.

.E.n.var.
. H OEt Rhamnosy! OH Acetyl Rhamnosy!
truxillense 4

Figura 6. Férmula estrutural da Diidroxikaempferol
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Além disso, encontrou-se um novo flavonoide,
Kaempferol ramnosil diglicosilado, isolado das folhas
Erythroxylum coca var. ipadu Plowman, cultivadas na
Amazbnia, denominada kaempferol 4’-O-(ramnosil)-
glucosidio (Figura 7). Atualmente cultivado em areas
colombianas e é Util como marcador taxondmico?.

FluRha
s

k aempteral 4- O-(rammos iy ghu cosidio
26

Figura 7. Kaempferol 4’-O-(ramnosil)-glucosidio

Ja o flavondide glicosilado, foi isolado do caule
de Erythroxylum novogranatense, e esta 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 presenca de ombuin 3-O-rutinoside
foi estabelecida. Além disso, a ocorréncia do biflavondide
procianidina (foi demonstrada pela caracterizagdo de
Bl e B3 como os primeiros representantes do tipo
proantocianidina no género. As estruturas estdo descritas
na Figura 8%,

o OR
MeD o

. 3R'= H.R" = rutencsil
. 4 R' = AC, BT = nutenosil (A%

27,1 R' = H. R = ramncsil
28. 2R’ = AC, R® = ramnosil (ACh

Figura 8. Flavonoide glicosilado do caule de Erythroxylum
novogranatense.

COLODEL et al. (2004) estudaram os aspectos
epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos da intoxicacao
natural pelos frutos de Erytthroxylum deciduum em ovinos
, que ocorreu de janeiro a marco de 2004 no municipio
de Lagoa Vermelha, RS. Os autores verificaram que a
ingestdo espontanea de frutos da planta vinha sendo a
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causa de mortandade dos animais. Além disso, os frutos
administrados por via oral nos ovinos foram toxicos em
dose Unica de 60g/Kg ou quando fracionado em pelo
menos 4 doses de 17g/Kg a cada 12 horas. Os principais
sinais clinicos nos animais intoxicados, natural e
experimentalmente, foram neuroldgicos e caracterizados
por ataxia, hiperexcitabilidade e tremores musculares que
se pronunciavam durante o manejo. Proximo a morte, 0s
ovinos apresentavam dispnéia com respiragdo abdominal
e cianose %,

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 na planta Erytthroxylum deciduum, pois esta
atividade é uma caracteristica do género Erytthroxylum.

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 inddstria
farmacéutica, com participagdo num mercado que
movimenta cerca de 50 bilhdes de dolares 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)%.

Outro exemplo de agente antineoplasico é a
camptotecina (36, Figura 9), isolado por Wall, Wani e
colaboradores em 1966, extraida de uma arvore chinesa,
Camptotheca acuminata 226,

AESPECIE ERYTHROXYLUM DECIDUUM A. ST.-
HIL

A Erythroxylum deciduum, conhecida popularmente
como cocdo, baga-de-pomba, fruta de pomba, concon,
(figuras 10 e 11) é uma arvore de grande porte, podendo
chegar até 8 metros de altura, dotada de copa alongada
e densa. Tronco curto e cilindrico, de 20-35cm de
didmetro, com casca grossa e finamente fissurada de
maneira um pouco obliqua em relacdo ao eixo do fuste.
No Brasil, essa espécie encontra-se do Piaui e Nordeste
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até Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, em vérias
formagdes vegetais. Também na Argentina e Paraguai '.
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Figura 9. Alguns modelos e farmacos antineoplasicos importantes da
terapéutica moderna

Figuras 10 e 11. Fotos de E. deciduum, Campus UEG, Anéapolis.GO,
NASCIMENTO, G. C., novembro de 2006.

E. deciduum floresce dos meses de agosto-outubro
junto com o surgimento de novas folhas. Os frutos
amadurecem de outubro a janeiro. A madeira ¢ indicada
para pequenas obras de construcéo civil, marcenaria leve,
esquadrias, obras de torno e cabo de ferramentas. Os frutos
sdo muitos consumidos por varias espécies de passaros.
A érvore pode ser empregada para arborizagdo de ruas
estreitas e sob redes elétricas. Também recomendada
para reflorestamentos preservacionistas 7.

O presente trabalho teve como objetivo principal
realizar o estudo fitoquimico das fracdes do extrato
metandlico das folhas de Erythroxylum deciduum A. St.-
Hill, visando o isolamento e identificagdo de substancias,
bem como avaliar a atividade antitumoral das células
K562 de leucemia mieldide cronica do extrato metandlico
dos frutos de E. deciduum.
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Materiais e Métodos
Erythroxylum deciduum — coleta

As folhas (979 g) e frutos (75,2 g) da planta
Erythroxylum deciduum foram coletados no més de
novembro de 2006, no Campus da Universidade Estadual
de Goias (UEG) na cidade de Andpolis-GO, Brasil.
Sendo identificados pela Prof* Dré. Mirley Luciene dos
Santos de Biologia, da Unidade Universitaria de Ciéncias
Exatas e Tecnoldgicas da UEG. E as exsicatas do material
vegetal foram depositadas no herbario desta Unidade,
cujos nimeros de tombo sdo 5274, 5275 e 5276.

Obtencéo dos extratos brutos

As folhas foram secas em estufa com circulagdo de
ar a 40°C durante 48h, depois pulverizadas em moinho
de facas. Em seguida colocou-as em erlenmeyers de 2L
e o0 extrato foi extraido a frio com metanol P.A. durante
5 dias, repetindo-se 0 processo por 3 vezes. Ademais 0
solvente foi evaporado em um evaporador rotativo, sob
pressdo reduzida numa temperatura de 40°C, fornecendo
0 extrato bruto metanolico das folhas (EBMF).

Jé& 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 pressdo reduzida numa temperatura de
40°C, fornecendo o extrato bruto hexanico das folhas.
Depois, passou-se a extrair com metanol por 5 dias
durante 3 vezes, repetindo-se 0 processo que realizou-se
anteriormente com hexano.

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 fragbes das folhas: hexénicas (EDFM-H),
diclorometanica (EDFM-D), acetato de etila (EDFM-A),
bem como metandlica (EDFM-M)Z,

O método de separacdo utilizado para o isolamento da
substancia foi a cromatografia de adsorcao em silica gel.
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Fracionamento da fracdo metanolica das folhas de E.
deciduum

Da fragdio EDFMM apds 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 fragBes, reunidas em 07 novas fragdes, de acordo os
Rf observados nas placas de cromatografia em camada
delgada (CCD) ap6s serem reveladas com vanilina.

A amostra EDFMM (31-40 = F-1) foi recristalizada
com metanol P.A., filtrada com pressdo reduzida,
obtendo-se solido amarelo amorfo. Ademais a mesma foi
submetidas a Ressonancia Magnética nuclear (RMN) de
H e 18C.

Teste para alcaloides

Foi realizado teste para verificagdo da presenca
de alcaldides nas fracdes de hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, obtidas das folhas de E.
deciduum, através de cromatografiaem camada delgada
— CCD, utilizando-se fase mdvel Diclorometano/
Metanol 5% e cromatofolhas de aluminio de silica
gel 60 F,,, MERC, em béqueres de 50 mL e como
revelador o o reagente Dragendorff.

Preparacéo da fracdo 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 (DMSOQ) a 0,1 %. Posteriormente a EDFrM foi
submetido a agitacdo vigorosa para dissolucdo completa,
e por fim esterilizado em membranas de 0,22 um. Ap6s a
diluicdo, o pH foi estabelecido em 7,2.

Como drogas controles foram utilizadas Taxol e
Ciclofosfamida que foram dissolvidas em meio RPMI 1640.

LINHAGEM DE CELULAS TUMORAIS,
OBTENCAO E CULTIVO

Para a realizacdo do ensaio biolégico com o método
colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
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brometo de tetrazolium (MTT) foi utilizada a linhagem
tumoral estabelecida K-562 (Leucemia miel6ide cronica).
As células K562 foram cedidas pelo Laboratério de
Genética Molecular e Citogenética da Universidade
Federal de Goias, 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 Colegdo Americana de Cultura de
Células (ATCC).

Ensaio da atividade antitumoral (leucemia mieldide
cronica da célula K562) com o extrato metandlico dos

frutos de E. deciduum

Para avaliar a atividade citotoxica e anti-tumoral
da fracdo 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 reducéo,
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™.
Ap0s 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 incubagdo, foi adicionado aos pogos
de cultivo celular 10 uL de MTT na concentracdo de 5
mg.mL*, e seguido 3hs, foram acrescentados 50 pL de
SDS a 10% diluido em HCL/0,01N. A quantificacdo da
densidade 6ptica (DO) foi medida em espectrofotbmetro
utilizando-se filtro de interferéncia de 550 nm.

A andlise de variancia (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%.

ANALISE 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 chamados
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de procedimentos de comparacdo mdltipla, para testar
as diferencas entre as médias especificas seguindo uma
andlise de variancia. Dentre os testes mais conhecidos
destacamos o teste Tukey que, esta baseado na amplitude
total estudada e pode ser usado para comparar todos 0s
pares de contrastes que envolvem diferencas de médias
e foi utilizado para Ensaio da atividade antitumoral
(leucemia mieloide cronica frente a célula K562)%.

Resultados e Discussoes
Resultados da extragéo

Foram obtidos os extratos brutos metandlicos das folhas
EDFM (168,3 g) 17,1% e dos frutos EDFrM (0,7 Q)
0,93% de E. deciduum.

Resultados do fracionamento dos extratos brutos com
celulose

A (Tabela 1) abaixo descreve a quantidade inicial
do extrato metandlico das folhas de E. deciduum, bem
como os valores obtidos das subfragdes: hexanica,
diclorometanica, acetato de etila e metandlica ap6s o
fracionamento com celulose.

Tabela 1. Resultados das particdes do extrato metanélico das folhas de
E. deciduum.

mgi(;rzgffco Fragéo Cadigo Quantidade
Hexano EDFMH 14,99
Folhas Diclorometano | EDFMD 12,29
168,39 Acetato de etila [ EDFMA 3,49
Metanoélico EDFMM 77,49

Fracionamento da fracdo metanolica das folhas de E.
deciduum utilizando-se silica gel

Verifica-se na (Figura 12) as 122 fragdes, reunidas
em 7 novas fracGes com suas respectivas massas, obtidas
de 30,0 g de EDFMM que foi submetida a cromatografia
de adsorcdo em coluna de silica gel, empacotada com
mistura de diclorometano/metanol (2:8) conforme
descrito no procedimento. E interessante ressaltar a
amostra F-1 se apresentou como sélido amarelo amorfo.

Fracionamento, Isolamento e Caracterizacdo dos

Constituintes Quimicos
A fracdo metandlica EDFMM (77,4 g) foi submetida
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a cromatografia em coluna de adsorcdo em silica gel,
com gradientes metanol/diclorometano. Apés as fracoes
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.

EDFMM
30,0g

Coluna em silica gel
h=24cm

= 16,5cm
FM: CH,Cl, MeOH 2:8
Gradiente de polaridade 122 fr.

1-22 2330 31-40 41-53 51-88 89-105 106-122
14mg 15 mg
16,9 mg 75,2 mg F1 300 mg

371 mg 3mg

Figura 12. Fracionamento da fragdo do extrato metanélico das folhas
de E. deciduum

Logo apos foi feita andlise espectroscopica através
da Ressonancia Magnética Nuclear de *H e °C utilizando
como solvente o DMSO para EDFMM (31-40 F-1).
Depois da interpretacdo dos espectros, identificou-se
o flavonéide 7,4’- dimetoxi-quercentina-3-O-p-D-
glicopiranosideo (F1).

Identificagdo estrutural do flavondide 7,4’-dimetoxi-
quercetina-3-O-g-D-glicopiranosideo (F-1) por RMN
de'HedeC

O solido amorfo amarelo da fracdo polar do extrato
das folhas de E. deciduum foi submetido a analise por
RMN de H e de C. Os resultados desta analise s&o
apresentados a seguir:

No espectro de RMN de *H (F-1, Figura 13, figura
14 e Tabela 2) observou-se na regido de hidrogénios
aromaticos, um duplo dubleto em 6 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 regido entre & 3,0 e 3,8 ppm e um dubleto
para cada substancia, absorvendo em & 5,5 ppm (J =
7,6 Hz;), atribuido ao hidrogénio anomérico, sugere a
existéncia de unidade de acucar ligado a este flavonoide,
o valor da constante de acoplamento em torno de 7,6 Hz

50 Revista Processos Quimicos

entre os hidrogénios H-1" (o)) e H-2” (B) indica um angulo
diedro de 0 — 20° ou 150 — 180 °, entre esses hidrogénios,
0 que sugere que o agUcar esta ligado ao flavondide pela
face B. O espectro de RMN de *C (Figura 15 e Tabela
3) desta substancia, apresenta, sinais com deslocamentos
quimicos proximos a & 177,4 ppm tipico de carbonilas
queladas em flavondides®.

Figura 13. Férmula estrutural do flavondide 7,4’-dimetoxi-quercetina-
3-O-B-D-glicopiranosideo

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

Tabela 2. Dados de RMN de *H (400MHz, em DMSO) para o
flavondide F-1

H F-2

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

1~ 55d (7,6 Hz)
27a6” 3,0-38m
-Ome 3,86 (s)

A unidade do aglcar presente é evidenciada através
dos dados caracteristicos observados no espectro RMN
de **C glicopiranosideo (F-1) esta ligado ao flavondide.
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Além disso, as analises dos espectros de RMN de *H
e BC e posterior comparagdo com os dados descritos
na literatura resultou na identificacdo do flavondide
quercetina-3-0-B-D-glicopiranosideo (F-1) 5.

Figura 14. Espectro de RMN *H do flavonéide F-1 (DMSO, 400MHz)

Resultados do teste de alcaldides nas fracGes de folhas
de Erythroxylum deciduum

O género Erythroxylum é caracterizado pela presenca
de alcaldides e flavondides, constituintes quimicos
provenientes do metabolismo secundario de vegetais. O
teste para verificagdo de alcaldides, utilizando o reagente
de Dragendorf (especifico para alcal6ides), apresentou
resultado negativo para todas as fracGes metandlica,
diclorometénica, hexanica e acetato de etila das folhas
de E. deciduum. Entdo se concluiu que ndo ha presenca
de alcaldides nesta planta, apesar deste metabdlito
secundario ser um marcador taxondmico deste género.
Porém ndo podemos afirmar que nenhuma planta E.
deciduum ndo apresente alcal6ide, pois pode-se inferir
que haja diferenca sazonal ou até mesmo estagdo do ano
na qual a planta foi coletada.

Avaliagao da atividade citotdxica da fragdo metandlica
do extrato dos frutos (EDFrM) de Erythroxylum
deciduum sobre a linhagem tumoral K562

Para analise 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
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variancia com planejamento aleatorizado com um Unico
fator que comprovasse esta diferenca entre 0s 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% 2°.

Figura 15. Espectro de RMN C do flavonéide F-1 (DMSO, 400MHz)

As médias das densidades Oticas (DO) encontradas
na placa realizada através do método MTT, estdo
demonstradas na Tabela 4, juntamente com o percentual
de crescimento e de citotoxidade, conforme concentragdes
da fracdo dos extratos de EDFrM para tratamento sobre as
células K562. Através dos resultados apresentados neste
trabalho, verificou-se que a fragdo metanolica de EDFrM
apresentou citotoxicidade elevada sobre as células
tumorais, quando comparados com o percentual das
drogas controles.

Analisando os resultados apresentados na (Tabela 4),
pode-se dizer que ha indicios de que o taxol apresenta
uma porcentagem de citotoxicidade de 91,74%, ou seja, €
muito eficaz no tratamento de leucemia mieldide cronica.
J4 a ciclofosfamida forneceu um resultado menos
satisfatdrio quando comparada ao taxol e as fragdes dos
extratos de EDFrM, nas concentracfes que variam de
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
16) para a fracdo metanolica dos frutos de Erythroxylum
deciduum nas concentracdes de 0,039 a 5,0 mg.mL*
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sobre a linhagem tumoral do K562, que apresentaram
citotoxicidade elevada sobre as células tumorais, quando
comparados com o percentual dos controles positivos
Taxol (100%) e Ciclofosfamida, na concentragédo 5,0 mg.
mL* E interessante ressaltar que as fragdes dos extratos
nas concentracdes 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 fracbes de EDFrM, pois 0 aumento da
citotoxicidade foi diretamente proporcional ao aumento
da concentracdo das mesmas.

Tabela 3. Dados de RMN de **C (100 MHz, em DMSO) para o
flavondide F-1

c Fo Lite ra;;J ;?'ﬁ(SSRéAWAL
C-2 157,1 156,5
C-3 1344 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 1214
c-2’ 112,1 115,2
Cc-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 1014
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

Verificou-se também que, quando a concentragdo da
fragdo do extrato de EDFrM aumentava de 0,075 para 5,0
mg.mL?, aumentava-se gradativamente a porcentagem
de citotoxicidade, indicando que h& diferenca relevante

52 Revista Processos Quimicos

entre as concentracbes dos mesmos. Porém, como foi
aceito que o tratamento possui citotoxicidade satisfatoria,
somente se apresentasse valores superiores a 30%, as
fracdes com concentracdes de 0,15, 0,0075 € 0,03 mg.mL™*
demonstraram-se ineficazes nesta andlise. Em seguida,
para averiguar se estas diferengas entre os tratamentos
sdo realmente significativas, fez-se a comparagdo 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 4).

Tabela 4. Analise de Variancia e Teste de Tukey entre as fragdes
metanolicas e os padroes adotados

Grau de Soma dos Quagr_ado = Valor
Liberdade | Quadrados Médio dep

Tratamento 12 2.68749 0.22396 | 129.77 | <2.2e-16
Amostras mg. mL-1 Diferenca Valor de p
Ciclofosfamida-Taxol-0.7 0,44033 0,0000000
EDFrM 5.0-Taxol-0.75 0,15233 0,0066800
EDFrM 2.5-Taxol-0.75 0,17367 0,0014000
EDFrM 1.25-Taxol-0.75 0,24533 0,0000073
EDFrM 0.62-Taxol-0.75 0,36700 0,0000000
EDFrM 0.3-Taxol-0.75 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 5) h& diferenca
significativa entre os tratamentos, pois o valor de p
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Tabela 5. Distribui¢ao dos valores de densidade 6tica e suas médias, desvio padréo, coeficiente de variagdo, porcentagem de crescimento e porcentagem de
citotoxidade conforme concentragoes da fragdo do extrato metanélico de E. deciduum sobre células K562, bem como das drogas padrao.

Descrigdo DOl Do2 DO3 Média ;I)D:c?\r/é% c(i:eo\elz(r:;zg;g cre:grggnto citot(cﬁigiedade
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 0.5mg/mL 0,132 0,155 0,129 0,139 0,014 10,258 - 91,74
CiC'OfOSfar;"Iida 05mg/ | 4562 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/MI 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
apresentou um valor de 2.2x1076, assumindo o nivel _ 120
de significancia de 5%. Além disso, ha evidencia % 1001
que realmente existe diferenca relevante entre as E 801
porcentagens de citotoxicidade, quando se compara 2 %07
o0 taxol com a ciclofosfamida, pois seu valor de p é é :g
(p<0,05). Como também, pode ser averiguado que o taxol ° Wl
difere significativamente das_concentragées da fragéo do ® & O PP d P PP
extrato de EDFrM, que variam de 0,3 a 5,0mg.mL* e /\{59\ &\t@ ((Sgé (&Q‘ & & Q/QQ‘ & <<«°' &
difere da ciclofosfamida em concentracfes da fracdo do ,\04& ¢ © ¢ e @
extrato de EDFrM, que variam de 1.25 a 5,0 mg. mL™. c}°\°

comprovando-se que ha realmente um elevado potencial
anti-tumoral destas fragoes.

Porém, quando se comparam as concentragdes das
fracOes 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 0s mesmos apresentam
valores de p superiores a 5% (p>0.05), ou seja, pode-se
utilizar para destruir as células tumorais a concentragao
de 1,25 mg. mL, j& que esta é semelhante a concentracao
de 5,0 mg. mL* da fracdo do extrato em questéo.

A (Tabela 5) também mostra que ndo existe diferenca
relevante entre as concentragGes 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 sdo muito superiores a 5%.
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Concentraggo (mg.ml ')

Figura 16. Percentual de citotoxicidade da fracdo metandlica in vitro
sobre células tumorais de leucemia miel6ide crénica K562, comparada
com o taxol e a ciclofosfamida.

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

Assim fica demonstrada a importancia da triagem
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de extratos vegetais quanto as atividades bioldgicas, o
que possibilita aos pesquisadores uma orientagdo no
sentido de utilizar os melhores métodos de extracdo
de substancias com estas atividades em plantas para
posterior isolamento e identificagdo 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 bibliografica,
porém nenhum sobre estudo dos constituintes quimicos e
possivel potencial citotoxico e antitumoral. Viu-se entdo
a necessidade de realizagdo de mais estudos para se
averiguar os potenciais terapéuticos e citotoxicos que a
planta apresenta e ndo ha dados na medicina popular.

Conclusao

O estudo fitoquimico das folhas de E. deciduum
levou ao isolamento e identificacdo do flavonodide
7,4’-dimetoxi-quercentina-3-O-B-D-glicopiranosideo
obtido da fracdo metandlica (EDFMM) (31-40 F-1),
substancia j& conhecida, mas ndo relatadas nesta
espécie. Estudos da atividade antitumoral (leucemia
mieldide crbnica) demonstraram que ha um elevado
potencial citotéxico das fragdes metandlicas dos frutos
de E. deciduum. Além disso, pode-se dizer que a fragdo
do extrato a 5,0 mg. mL-1 foi mais eficaz que a droga
controle ciclofosfamida na mesma concentragdo, porém
menos eficaz que o taxol. Nao ha presenca de alcaldides
nesta planta, apesar deste metabdlito secundario ser um
marcador taxondmico deste género, logo, pode-se inferir
que haja diferenca sazonal ou até mesmo estacéo do ano na
qual a planta foi coletada.
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