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Resumo: Ao longo dos anos, a natureza e sua diversidade se fazem in-
dispensáveis na busca de recursos destinados principalmente à sobrevivên-
cia humana. A família Erythroxylacea é encontrada no Cerrado e é compos-
ta por 4 gêneros, compreendendo cerca de 250 espécies. Utilizando técnicas 
de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD) e de Ressonância 
Magnética Nuclear de 1H, realizou-se um mapeamento dos diferentes tipos 
de metabólitos secundários presentes nas espécies do gênero Erythroxylum: 
E. campestre, E. deciduum, E. tortuosum e E. suberosum. Além disso, verifi-
cou-se o potencial citotóxico de E. deciduum frente a células 4T1 (carcinoma 
mamário), mostrando-se promissor quando comparado com a cisplatina (con-
trole positivo).
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1 Introdução

A natureza e sua diversidade se faz responsável por despertar curiosidade 
e fascínio devido à variedade de recursos que podem ser ofertados, destinados 
principalmente a sobrevivência (BOLZANI & VIEGAS JR., 2006). Reconhecen-
do essa importância, pesquisadores buscaram ao longo dos anos, compreender 
o seu processo evolutivo, destacando diferentes aplicações para as substâncias 
extraídas da natureza, que além de garantir o sustento de uma sociedade, podem 
ser utilizadas como medicamentos, além também de apresentar toxicidade (FER-
REIRA & PINTO, 2010).

Dentre a biodiversidade em que podem ser extraídas essas substâncias, o rei-
no vegetal possui maior variedade química, que contribui significativamente para 
o estudo e conhecimento da Química de Produtos Naturais e constitui atualmente 
uma importante alternativa de produção de fármacos e medicamentos (BARREI-
RO & BOLZANI, 2009).

Autores como Barreiro & Mansur (2008), Rezende et al. (2003), Montana-
ri & Gaudio (2011), vem enfatizando a importância dos produtos naturais no 
processo de descoberta de novos fármacos (BOLZANI & VIEGAS JR., 2006). 
A destacada atividade biológica reportada para a química dos produtos natu-
rais, deriva especialmente de metabólitos secundários, colaborando no desen-
volvimento de medicamentos que podem ser utilizados para patologias, como 
doenças infecciosas (bacteriana, fúngica, parasitária e viral), imunológicas, car-
diovasculares, neurológicas, inflamatórias, oncológicas, entre outras (MISHRA 
& TIWARI, 2011).

O Cerrado abriga espécies de plantas que possuem metabólitos secundários 
de diferentes classes, os quais podem possuir atividade biológica considerável, 
entretanto, ainda são pouco exploradas do ponto de vista químico e farmacológi-
co (NASCIMENTO, 2014). A literatura reporta muitas espécies que contribuem 
para os estudos que visam o descobrimento de novos fármacos, o que confirma a 
importância da Química dos Produtos Naturais (MACHADO et al., 2004; LIRA, 
2007, & MENDONÇA, 2008).

A família Erythroxylacea é encontrada no Cerrado e é composta por árvo-
res, arbustos ou subarbustos, abrangendo 4 gêneros e compreendendo cerca de 
250 espécies. Têm-se seus principais centros de diversidade na Venezuela, Mada-
gascar e Brasil, sendo que neste último país foram listadas 25 espécies nativas, 
cujos habitats variam de floresta a Cerrado (ALBUQUERQUE et al., 2014). Dos 
quatro gêneros pertencentes a esta família (Aneulophus Benth., Nectaropetalum 
Engl., Pinacopodium Exell, Erythroxylum P. Browne), apenas o Erythroxylum 
tem ocorrência no Brasil (BARBOSA et al., 2014).
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O gênero Erythroxylum, mais conhecido pela espécie Erythroxylum coca 
(fonte de cocaína), é o maior entre os quatro gêneros pertencentes à família 
Erythroxylaceae e compreende cerca de 97% de suas espécies, que estão distri-
buídas por regiões tropicais e subtropicais, os quais apresentam propriedades 
farmacológicas relevantes (RIBEIRO et al., 2013). Este gênero é conhecido pelas 
espécies que são empregadas na medicina popular, assim como pela ocorrência 
de metabólitos secundários com propriedades farmacológicas relevantes, tais 
como alcaloides do tipo tropano, fl avonoides e terpenoides (Figura 1) (NA-
KAMURA, 2003).

Figura 1 Exemplos de metabólitos secundários isolados de espécies do gênero Erythroxylum.

Dentre essa variedade de espécies vegetais, muitas ainda não foram estu-
dadas ou possuem poucas informações sobre sua bioatividade. Neste contexto, 
selecionou-se para estudo as espécies E. campestre, E. deciduum, E. tortuosum 
e E. suberosum, sendo essas encontradas em todos os gradientes de cerrado, des-
de cerradão até campo limpo, sendo mais comuns em cerrado aberto. O objetivo 
deste trabalho foi realizar o estudo do perfi l químico das folhas dessas espécies 
do gênero Erythroxylum, utilizando métodos cromatográfi cos de alta efi ciência e 
ressonância magnética nuclear de hidrogênio. O extrato etanólico de E. deciduum 
também foi avaliado quanto ao potencial citotóxico.

2 Metodologia 

2.1 Coleta do material vegetal

As folhas das quatro espécies do gênero Erythroxylum (E. campestre, E. de-
ciduum, E. tortuosum e E. suberosum) foram coletadas nas dependências da fa-
zenda da Universidade Federal de Goiás – Regional Catalão (UFG/RC), no muni-
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cípio de Catalão – GO, sob a Autorização nº 010698/2013-2 CNPq. Os dados e 
as coordenadas de GPS foram armazenados para coletas futuras, sendo esta parte 
do trabalho auxiliada pelo Hélder Nagai Consolaro, o qual realizou a identificação 
do material vegetal e a catalogação do mesmo.

2.2 Preparação dos extratos

Após a secagem do material coletado, realizou a moagem e pesagem das 
folhas de cada espécie. Em seguida, para preparar os extratos foi utilizado um 
homogeneizador dispersor do tipo ultra turrax, com 10 g de material vegetal e 
150 mL de solventes com diferentes polaridades (hexano, diclorometano, acetato 
de etila e metanol). Após cada extração, o material foi filtrado e o solvente evapo-
rado, obtendo-se 16 extratos (quatro extratos de cada espécie vegetal). 

2.3 Análise dos extratos por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia em camada delgada 
(CCD), utilizando como fase estacionária sílica gel 60 com F254 (φ = 0,2 mm), 
em folhas de alumínio, marca Fluka. As placas cromatográficas foram reveladas 
em: (i) câmara de luz ultravioleta com irradiação de luz nos comprimentos de 
onda 254 e 365 nm, marca Espectroline, modelo CM-26 UV; (ii) solução ácida de 
vanilina; (iii) solução de cloreto férrico; (iv) solução de Dragendorff.

2.4 Análise dos extratos por cromatografia líquida de alta eficiência  
(CLAE-UV/DAD)

Para as análises em cromatografia líquida de alta eficiência as amostras fo-
ram filtradas em membrana 0,22 μm PFE (Millex) e posteriormente injetadas em 
um equipamento de CLAE Agilent Technologies, modelo 1260 Infinity, bomba 
quaternária, com detector de arranjo de diodos (DAD), injetor manual e soft-
ware EZChrom Edition, equipado com coluna de C18 (Agilent Zorbax Eclipse 
XDB-C18 5 μm, 150 x 4,6 mm). A fase móvel usada para análise foi gradiente 
metanol/água de 0-100%, fluxo de 1,0 mL.min-1, durante 60 minutos de análise e 
monitorada em 217, 220, 240, 254 e 365 nm.

2.5 Análise dos extratos por ressonância magnética nuclear de hidrogênio 
(RMN 1H)

Os espectros de RMN 1H foram obtidos em um equipamento da marca Bru-
ker, modelo Avance III - 11,7 Tesla (500 MHz para 1H). Os experimentos foram 
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realizados em colaboração com o Luciano Morais Lião do Instituto de Química 
da UFG - Regional Goiânia, Goiânia – GO.

2.6 Preparação do extrato etanólico de E. deciduum

Preparou-se o extrato etanólico de E. deciduum a fim de realizar ensaios de 
citotoxicidade. As folhas desta espécie foram coletadas, secas, moídas e submeti-
das à percolação em etanol (200 g de folha em 450 mL de solvente) a temperatura 
ambiente, sendo realizadas três extrações de sete dias cada. Após cada extração, 
o material foi filtrado e o solvente evaporado em evaporador rotativo à baixa 
pressão, sendo obtidos o extrato bruto etanólico das folhas da E. deciduum. Além 
disso, o extrato foi submetido a teste citotóxico.

2.7 Ensaios de citotoxicidade

Para o teste citotóxico, foram adicionadas 2x104 cels/poço de células 4T1 
usando meio RPMI suplementado com 10% de SFB. A placa contendo as células 
foi incubada por 24h em estufa umidificada à 5% de CO2 e 37 ºC. Em seguida, 
o meio de cultura foi aspirado e adicionado novo meio contendo as amostras 
a serem testadas nas concentrações: 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 µg/mL. 
Como controle positivo foi utilizado tratamento com cisplatina a 30 µg/mL. O 
controle negativo consistiu em meio de cultura contendo 1% de DMSO. Após 
24 horas em tratamento o meio de cultura foi retirado e os poços lavados com 
PBS (phosphate buffered saline). Em seguida, foi adicionado MTT (tetrazolium 
- 2,5 mg/mL) e a placa encubada em estufa por 2,5 horas. Após este período o 
MTT foi retirado e adicionado 100 µL de DMSO em cada poço, e realizada a 
leitura de absorbância à 570 nm.

3 Discussão e resultados

Os 16 extratos (Tabela 1) obtidos das quatro espécies do gênero Erythro-
xylum foram submetidos a análise por CCD e quando revelados por irradiação 
de luz ultravioleta e solução ácida de vanilina, apresentaram a eluição de uma 
mistura bastante complexa de substâncias de diferentes polaridades. Além destes 
reveladores, as quatro espécies mostraram teste positivo frente ao revelador de 
Dragendorff, que sugere a presença de alcaloides quando apresentar manchas 
escuras (NASCIMENTO, 2014).
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Tabela 1 Massa de material seco e dos extratos obtidos de espécies do gênero Erythroxylum.

Espécie

Material 
vegetal 

seco
(g)

Extratos

hexano
(mg)

diclorometano
(mg)

acetato
de etila

(mg)

metanol
(mg)

E. campestre 12,1 188,0 86,1 85,0 1823,9

E. deciduum 8,0 80,5 33,0 44,1 1041,3

E. tortuosum 10,1 93,9 56,8 74,7 2413,2

E. suberosum 12,6 237,2 162,7 123,2 1882,7

Uma alíquota (1 mg) de cada extrato foi dissolvida em 1 mL de uma mistura 
metanol:água (1:1 v/v) e analisada por CLAE-UV/DAD. Os perfi s cromatográfi -
cos obtidos para cada m dos extratos estão representados na Figura 2 e é possível 
observar uma vasta variabilidade de absorções.

Figura 2 Cromatogramas obtidos por CLAE-UV/DAD em 254 nm dos extratos de Erythroxylum. (Continua)
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Figura 2 Cromatogramas obtidos por CLAE-UV/DAD em 254 nm dos extratos de Erythroxylum. (Continuação)

Vale ressaltar que foi possível observar nos extratos das quatro espécies a 
presença de uma mesma substância com tempo de retenção de aproximadamente 
34 minutos, podendo ser um marcador taxonômico para este gênero.

O comprimento de onda escolhido para a apresentação dos cromatogramas 
de CLAE-UV/DAD foi em função de um maior número substâncias apresentarem 
absorções em 254 nm, apresentando picos distribuídos em tempos de retenção 
intermediários entre os iniciais, que normalmente são compostos muito polares, e 
os fi nais que que podem ser ácidos graxos (ANDRADE et al., 2013). Além disso, 
os extratos de E. tortuosum (extratos em hexano e diclorometano) e E. campestre 
(extrato em diclorometano) não apresentaram absorções signifi cativas, eviden-
ciam a ausência de substâncias ricas em cromóforos.

Já no cromatograma do extrato etanólico das folhas da E. deciduum (Figura 
3), verifi cou-se que a constituição do extrato é praticamente a mesma observada 
para os extratos em hexano + diclorometano + acetato de etila + metanol (extra-
ção via ultra turrax), evidenciando a equivalência geral dos métodos utilizados 
para a preparação dos extratos.
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Figura 3 Cromatograma de E. deciduum obtido por CLAE-UV/DAD com detecção em 217, 220, 240, 254, 365 nm.

Todos extratos foram submetidos a análise por RMN de 1H (500 MHz) e a 
partir dos resultados foi possível aferir informações sobre a composição química 
dos mesmos.

Na Figura 4 é possível observar que os espectros referentes aos extratos de E. 
deciduum apresentam uma grande quantidade de sinais em campo baixo, que cor-
respondem aos hidrogênios mais desblindados. Nos quatro extratos, há a presença 
de sinais na região de δH 0,72 a 2,1 com multiplicidades não resolvidas (que podem 
ser característicos de metilas) e ausência da região dos aromáticos no caso do extrato 
hexânico, sugerindo a presença de terpenoides. Nos outros extratos há presença de 
sinais na região de δH 3,0 a 5,4 que indicam hidrogênios característicos de substâncias 
glicosiladas, e sinal próximo ao δH 4,01 caracterizando a presença metoxilas (ALBU-
QUERQUE et al., 2014). No extrato metanólico, além dos deslocamentos menciona-
dos, há sinais característicos de hidrogênios aromáticos na região de 7 ppm e hidro-
gênios bastante desblindados em torno de 9 ppm sendo estes sinais característicos de 
hidrogênios nitrogenados, como os alcaloides característicos do gênero.

Figura 4 Espectro de RMN de 1H (500 MHz) para os extratos obtidos de E. deciduum. (Continua)
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Figura 4 Espectro de RMN de 1H (500 MHz) para os extratos obtidos de E. deciduum. (Continuação)

Os extratos de E. campestre e E. tortuosum possuem majoritariamente fl avo-
noides glicosilados, sendo a raminose um dos glicosídeos presentes. Já os extratos 
de E. deciduum e E. suberosum apresentaram espectros bastante heterogêneos, 
sendo possível observar sinais característicos de compostos aromáticos, terpenoi-
des e hidrogênios desblindados, podendo sugerir a presença de alcaloides.

Embora os deslocamentos apresentados indicam que a maioria são sinais 
complexos, provenientes de extratos brutos, puderam ser comparados com o apre-
sentado na literatura conforme Naidu et al. (2012) & Nascimento et al. (2012). 



80 Tecnologias em pesquisa: ciências exatas e biológicas

Os resultados do teste citotóxico in vitro (Tabela 2) frente a células tumo-
rais de câncer de mama mostraram-se promissores, comparando-os com Guedes 
(2016). O estudo realizado com o extrato etanólico de E. deciduum em células do 
tipo 4T1 durante 24 horas, destacou o impedimento do crescimento das células 
cancerígenas. A cisplatina utilizada como controle positivo, avaliou a sensibilida-
de da linhagem celular e os dados foram normalizados com o controle negativo 
(células sem nenhum tratamento). Portanto, conforme observado no teste de ci-
totoxicidade, nas concentrações de 25,0 a 100,0 µg/mL ocorreu inibição do cres-
cimento das células tumorais, equivalente ao resultado observado para cisplatina 
que é utilizada como controle positivo. Os resultados são bastante promissores 
uma vez que esse extrato ainda apresenta uma mistura complexa de metabólitos 
que estão em pequena concentração molar, mas que confere ao extrato capacida-
de citotóxica (PLUIM et al., 2004). 

Tabela 2 Análise dos resultados de citotoxicidade do extrato etanólico E. deciduum frente a células  
tumorais de câncer de mama (4T1). 

Concentração EE (µg/mL) Média SD

Controle negativo 100% 14%

5,0 78% 11%

10,0 18% 4%

25,0 11% 1%

50,0 10% 1%

75,0 15% 4%

100,0 11% 0%

Cisplatina 30 µg/mL 11% 7%

Assim, como abordado por Souza (2013), a investigação de novos fármacos 
de origem vegetal que possuam capacidade antitumoral compreende associação 
de técnicas fitoquímicas a testes biológicos. Portanto, a investigação química se 
torna importante, pois não há relatos desta espécie que enfatizam a associação a 
atividade citotóxica (in vitro).

4 Considerações finais
A partir das técnicas utilizadas, foi possível traçar um perfil químico das 

espécies pertencentes ao gênero Erythroxylum, mas destaca-se a diversidade de 
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composição química. Observou-se similaridade entre alguns dos constituintes, po-
dendo estes serem utilizados como marcadores químicos de interesse. Além disso, 
o extrato etanólico da E. deciduum apresentou promissora capacidade citotóxica 
frente as células tumorais 4T1 (câncer de mama), destacando o interesse e a im-
portância no isolamento e caracterização dos metabólitos secundários presentes. 
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