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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo um tema recorrente na pauta da ciéncia brasileira e
muitos quimicos e farmacologos brasileiros tém realizado estudos com plantas
medicinais. Elas sao, tradicionalmente, fontes importantes de matéria-prima para a
industria farmacéutica, embora a quimica sintética também produza novas
substancias bioativas. Técnicas combinatoriais expandem o nimero dos compostos
disponiveis para testes, gerando uma quantidade relativamente elevada de produtos
naturais entre as drogas disponiveis no mercado.

Recentemente, ensaios com produtos naturais tém demonstrado atividade
biolégica relevante e pronunciada, bem como resultados adversos aos seus
correspondentes sintéticos, os alopéticos. S&o observadas também diferencas entre
as propriedades quimicas e estruturais dos compostos quimicos naturais. Estas
diferencas estruturais devem ser consideradas também entre os proprios produtos
naturais, quando advindo de fontes diferentes, especialmente no desenvolvimento
de principios ativos da biodiversidade, relacionados a fatores como o clima, as
safras e as espécies.

Um dos problemas na comercializacdo de fitoterapicos no Brasil esta na
dificuldade de exportacao devido a falta do status de “medicamento ético” que |he
garanta eficicia, seguranca e qualidade, padrbes estes mensurados em bases
cientificas para a seguranca do usuario.

Muitos exemplos de plantas medicinais da biota brasileira poderiam ser
citados, entretanto, a maioria das plantas medicinais comercializadas no Brasil é
introduzida. Assim, as plantas medicinais endémicas ainda sdo pouco conhecidas
constituindo um fascinante assunto de pesquisa académica e de desenvolvimento.



Neste contexto, o quimico de produtos naturais ndo s6 pode estar envolvido no
isolamento e identificagdo dos constituintes ativos, como também desenvolvendo
pesquisas na tentativa de validacdo de métodos analiticos modernos visando o
controle de qualidade destas plantas.

Em contrapartida, os inconvenientes ao uso de produtos naturais quando se
busca produzi-los em grande escala esta na incerteza em se obter quantidades
suficientes de material, na variabilidade da composicdo das amostras, nas
diferencas de atividades bioldgicas e na auséncia de padrbes que auxiliem o
reconhecimento de determinadas estruturas quimicas contidas nos extratos brutos.

Uma das alternativas para minimizar os riscos a introduc&o de novos produtos
na industria farmacéutica é isolar os principios ativos dos produtos naturais ainda
brutos, e encurtar os tempos de pesquisa, 0 que consequentemente aumenta o grau
de especializacdo requerido para estas. As descobertas e a manutencao de grupos
exploratérios necessitam de dispendiosos incentivos para o desenvolvimento de
seus programas.

Neste intuito, o grupo de pesquisa do Laboratério de Bioquimica Clinica do
departamento de Bioquimica/UFPel, em parceria com o Laboratorio de Cultivo
Celular do departamento de Fisiologia e Farmacologia-IB/UFPel, buscam purificar e
caracterizar extratos brutos de Jodina rhombifolia Hook et Arn, que em pesquisas
anteriores vem demonstrando atividade bioldgica significativa, frente a linhagens de
células tumorais.

2. MATERIAL E METODOS

Processo de Producéo dos Extratos de Jodina rhombifolia Hook et Arn:

Apds seco e moido, o material vegetal da planta foi armazenado em uma sala
de desumidificacdo (umidade do ar 45%), até 0 momento da extracao.

Foram pesados 30g de material vegetal em balanca analitica, apés colocada
em um béquer de 1000 ml. Foi adicionada a amostra 600 ml de agua deionizada em
ebulicdo, e a mistura macerada sob agitacdo magnética por uma hora. A mistura
resultante foi filtrada a vacuo, e o filtrado foi recolhido e identificado como Extrato
Aquoso (JRA).

A parte solida, retida no filtro, foi novamente transferida para o béquer e a ela
foram adicionados 300 ml de é&lcool metilico destilado, o sistema foi mantido sob
agitacdo magnética por 8 horas. Ao final do periodo a mistura foi filtrada, e
novamente foi adicionado igual volume de metanol, o procedimento foi repetido uma
vez mais. Ao final das trés extragdes sucessivas, 0s extratos foram homogeneizados
e identificados como Extrato Metandlico (JRM).

Apds o procedimento o material sélido foi estabilizado e descartado. Os
extratos obtidos foram secos e armazenados sob refrigeracdo até o momento dos
ensaios biolégicos. O extrato JRA foi liofilizado (procedimento destinado a remocao
de solventes de alto ponto de ebulicdo), e o extrato JRM foi seco em evaporador
rotativo sob vacuo e temperatura adequados.

Processo de Cultivo Celular e Ensaio Bioldgico:

As células da linhagem MCF-7 e NIH-3T3 foram cultivadas em placas com 96
cavidades com meio de cultura DEMEM e suplementado com 10% de Soro bovino
Fetal (SBF) em atmosfera de 5% de CO, a 37C., e entdo pré-incubadas por 24h
(Tempo TO). Posteriormente, as células foram expostas a cinco diluicées crescentes
dos extratos e incubado por mais 48h. As determinacfes finais do crescimento




celular foram realizadas ap0s fixacdo das células com TCA, seguido de coloracao
com Sulforrodamina B (SRB). Para remover o corante, o cultivo foi lavado com acido
acético e solubilizado com Tris base (tris hidroximetil aminometano 10mM).
Posteriormente, determinou-se a densidade Optica em um Espectrofometro com
Leitor de Placa ELISA a 492nm . Os resultados obtidos foram analisados utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism 4.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os graficos 1, 2, 3 e 4 mostram os resultados preliminares dos ensaios
bioldgicos, frente aos extratos Aquosos e Metandlicos de Jodina rhombifolia, frente
as linhagens celulares tumoral (MCF-7) e ndo tumorais (3T3 - Fibroblastos).
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Gréfico 1. Extrato JRM em linhagem Gréfico 2. Extrato JRA em linhagem
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Gréfico 3. Extrato JRM em linhagem Gréfico 4. Extrato JRA em linhagem
tumoral MCF-7. tumoral MCF-7.

Observando os graficos acima podemos constatar que ambos 0s extratos
produzidos (JRM — gréafico 1 e JRA — grafico 2) quando submetidos ao ensaio
biolégico com linhagens de células ndo tumorais (Fibroblastos — 3T3), mostraram
crescimento celular. Ou seja, 0s extratos ndo possuem atividade antineoplasica e/ou
citotéxica nesta linhagem celular, permitindo o crescimento normal da célula, quando
comparada ao grupo controle que nao recebeu extrato, mas apenas meio de cultivo.

Comparando-os entre si, podemos observar também que o grafico 1
apresenta uma proliferacédo celular mais linear em relacdo ao grafico 2, embora, o
primeiro tenha sido produzido a partir de um solvente mais téxico que o segundo.
Desta forma podemos concluir que o extrato era de fato isento de solvente organico.

Os graficos 3 e 4 representam 0s mesmos extratos anteriores, agora testados
frente a linhagens de células tumorais de carcinoma mamario (MCF-7), em ambos



foi constatada a presenca da atividade biologica através da inibicdo do crescimento
celular. O grafico 4 (JRA em MCF-7) apresenta uma curva de dose resposta mais
acentuada, em contrapartida, o percentual de reducédo celular foi menos significativo
guando comparado ao grafico 3 (JRM em MCF-7).

A partir do exposto, decidimos produzir apenas extratos metandlicos da
Jodina rhombifolia, para serem usados na etapa de fracionamento.

Para o fracionamento, o extrato bruto foi dissolvido em metanol, o mesmo
solvente utilizado como eluente da coluna. Depois de eliminada a regido inerte da
coluna, foi coletada 18 amostras de 40 ml cada, todas as amostras foram secas em
evaporador rotativo, re-suspendidas em DMSO, diluidas em concentrac¢des iguais as
dos extratos brutos.

Atualmente estdo sendo realizados ensaios biolégicos com as fragdes dos
extratos aquoso e metanolico de Jodina rhombifolia em ambas as linhagens
celulares com a finalidade de isolar as fracdes ativas dos extratos brutos.

4.CONCLUSOES

Houve inibicdo significativa das linhagens de células tumorais pesquisadas
por acdo dos extratos brutos obtidos. Espera-se agora isolar a fracdo ativa do
extrato metandlico, para que, conhecendo sua composi¢cdo seja pesquisada a
viabilidade da producé&o do farmaco por via sintética.
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