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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo um tema de alta relevancia na pauta da
ciéncia brasileira e muitos estudos estdo sendo realizados com intuito de
explorar suas propriedades bioativas. As plantas medicinais sdo caracterizadas
como fontes importantes de matéria-prima para a industria farmacéutica.
Técnicas combinatérias expandem o nimero dos compostos disponiveis para
testes, originando uma quantidade relativamente elevada de produtos naturais
entre as drogas disponiveis no mercado (Brito e Brito, 1993).

Recentemente, ensaios com produtos naturais tém demonstrado
atividade biologica relevante e pronunciada, bem como resultados adversos
aos seus correspondentes sintéticos, os alopaticos. 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
(Seidl, 2002).

A biota brasileira é composta por inUmeras espécies de plantas
medicinais, entretanto, a maioria das plantas medicinais comercializadas no
Brasil € de espécies introduzidas. Assim, as plantas medicinais endémicas
ainda sédo pouco conhecidas constituindo um fascinante assunto de pesquisa
académica e de desenvolvimento.

Neste contexto, o quimico de produtos naturais ndo sé pode estar
envolvido no isolamento e identificacdo 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 producdo em grande escala esta na incerteza em se obter



quantidades suficientes de material, na variabilidade da composicdo das
amostras, nas diferencas de atividades biologicas e na auséncia de padrdes
gue auxiliem o reconhecimento de determinadas estruturas quimicas contidas
nos extratos brutos (Pinto et al., 2002).

Uma das alternativas para minimizar os riscos a introducdo de novos
produtos na indastria farmacéutica é isolar os principios ativos dos produtos
naturais ainda brutos, e encurtar 0os tempos de pesquisa, 0 que
consequentemente aumenta o grau de especializacdo requerido para estas. As
descobertas e a manutencdo de grupos exploratérios necessitam de
dispendiosos incentivos para o desenvolvimento de seus programas (Cavalla,
1998).

Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivos avaliar in vitro a

atividade antitumoral especifica do extrato bruto metandlico de Jodina
rhombifolia Hook et Arn, através de fracionamentos por cromatografia de
coluna, e parcialmente caracterizar fracbes com maior atividade
antiproliferativa.

2. MATERIAIS E METODOS

O extrato bruto metandlico de Jodina rhombifolia foi fracionado por
cromatografia em camada sélida com resina de Sephadex LH-20%, indicada
para produtos de origem natural, com baixo peso molecular.

Foram pesados 200g de resina, apoés foi adicionado como eluente alcool
metilico, e deixado em repouso por um periodo de 3 horas para a hidratacgéo,
conforme fabricante (Biosciences). Posteriormente, foi vertida na coluna (80,0
cm x 3,15 cm) lentamente com auxilio de mangueira de succdo acoplada a
uma bomba peristaltica, e a velocidade de escoamento foi ajustada para 1 mL/
minuto.

Foram coletadas 18 fracdes em frascos de vidro em porcdes de 40 mL,
o final do processo foi controlado por cromatografia de camada delgada,
desenvolvida em acetato de etila: éter de petréleo (2:3), sendo aplicado como
revelador permanganato de potassio e luz UV. As fracbes obtidas foram
encaminhadas para o ensaio bioldégico (Xie et al., 2008)

No processo de cultivo celular e ensaio biologico, células de
adenocarcinoma de mama (MCF-7) e fibroblastos de tecido embrionario de
ratos (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 CO2 a 37<C, e entdo pré-incubadas por 24h (Tempo T o).
Posteriormente, as células foram expostas a trés diluicdes crescentes dos
extratos (10 pL/mL; 60uL/mL; 100 pL/mL) e incubadas por mais 48h.

As determinacdes finais do crescimento celular foram realizadas apos
fixacdo das células com TCA, seguido de coloragdo com Sulforrodamina B
(SRB). Determinou-se a densidade 6ptica em um Espectrofotdbmetro com Leitor
de Placa ELISA a 492 nm. Os resultados obtidos foram analisados utilizando o
programa Graph Pad Prism 4.0.

As fragOes biologicamente ativas foram selecionadas e caracterizadas
parcialmente por infravermelho e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



Foram realizados trés ensaios com as 18 fracdes metandlicas e a média
destes valores foi expressa em percentuais de proliferacédo e/ou inibicao celular
conforme exposto na Tabela 1.

Pode-se observar que todos as fracbes apresentaram inibicdo do
crescimento das células de MCF-7 em pelo menos uma concentracdo, com
excecdo das fracoes 6 e 17. No entanto, as fragbes 1, 2, 11, 12, 13 e 14
inibiram o crescimento celular nas trés diluicdes testadas.

Quanto ao efeito nas células NIH-3T3 todas as fracbes demonstraram
proliferacéo celular em pelo menos uma concentracdo. Contudo, as fracdes 6,
14, 17 e 18 proliferaram em todas as concentracoes.

Interrelacionando os resultados foi possivel perceber que, o melhor
desempenho em valores de inibicdo de MCF-7 e proliferacdo de 3T3 foram dos
extratos 1, 2, 12, 13, 14 e 15.

Tabela 1: Médias em porcentagem de proliferacdo e/ou inibicdo celular de
linhagens de células tumorais MCF-7 e linhagens ndo tumorais NIH-3T3, frente
a diferentes fragcoes de extratos de Jodina rhombifolia Hook et Arn.

FRACOES DILUICOES (uL/mL)
MCF-7 NIH-3T3

10 60 100 10 60 100
1 -36,44 -47,17 -91,86 68,25 46,62 -94,15
2 -1311 -33,27 -84,12 3354 31,96 -59,78
3 39,47 3,01 -59,45 12,15 8,22 -60,73
4 51,32 40,87 -53,81 60,14 40,98 -56,92
5 74,16 59,95 -59,46 78,48 87,84 -2,99
6 8441 724 1627 106,89 57,06 38,18
7 35,43 34,59 -69,49 79,28 31,43 -74,78
8 4458 -3,96 -69,91 49,74 19,12 -93,76
9 51,68 -14,11 -67,19 568 33,81 -97,03
10 13,69 -50,91 -58,65 53,53 -68,92 -47,55
11 -26,29 -68,37 -59,16 36,65 -31,26 -106,4
12 -13,39 -60,81 -61,59 4443 0,08 -1095
13 22,01 -47,01 -66,59 82,60 36,99 -74,16
14 54,36 -63,22 -77,48 108,87 9337 48,36
15 -25,93 -3589 -80,81 31,12 4,04 -100,3
16 96,02 44,85 -1,32 76,51 40,53 -51,76
17 8558 31,32 18,97 58,21 52,39 19,06
18 197,2 1222 -3852 138,64 171,6 2563

O melhor desempenho dentre as fragOes avaliadas, foram 1, 2 e 14,
conforme, apresentado na Tabela 1, em que houve inibicdo frente a linhagem
celular tumoral MCF-7 e proliferagao na linhagem celular ndo tumoral NIH-3T3.

Diante dos resultados obtidos, as fracbes foram encaminhadas para
caracterizagdo parcial da estrutura quimica destes fitomedicamentos, por
infravermelho e cromatografia gasosa, permitindo a identificacdo de metil
ésteres dos acidos graxos — éster do acido miristico (93%), éster do acido
estearico (93%), éster do acido oléico (92%), éster do acido linoleico (93%) e
éster do &cido linolénico (91%). Para as fragbes 1 e 2 do extrato bruto
metandlico, e para a fracao 14 foi identificado o éster do acido miristico (91%).



Segundo Felippe Janior (2004), as células tumorais tém
caracteristicamente um aumento da fluidez e uma diminuicdo da estabilidade
da membrana citoplasmatica, diferente de células saudaveis, cuja, fluidez
normal, promove a diferenciacdo celular. Assim, células neoplasicas sdo mais
susceptiveis aos oxidantes e alguns acidos graxos provocam a diminuicdo da
fluidez de membrana das células tumorais do cancer de colo, mama, pancreas
humano e aumenta a viscosidade da membrana de células normais,
consequentemente, sua estabilidade. Isto pode justificar a proliferacdo de
células NIH-3T3 e a inibicdo de células MCF-7 contra os extratos de Jodina
rhombifolia HooK et Arn.

4. CONCLUSAO

O fracionamento do extrato bruto metandlico de Jodina rhombifolia Hook
et Arn permitiu 0 aumento da atividade especifica frente a células neoplasicas,
possibilitando a caracterizacéo parcial de algumas substancias bioativas.
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