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Resumo:

A atividade citotoxica dos extratos brutos da Jodina rhombifolia foi
atestada frente a linhagem tumoral mamaéria e a atividade especifica
aumentada, apo6s o fracionamento destes em resina Sephadex LH-20, no qual
trés das dezoito fracGes obtidas mostraram valores expressivos de inibicdo. As
analises de caracterizacdo quimica parcial do Infravermelho e da
Cromatografia Gasosa demonstram que 0s principais grupos organicos

encontrados nas amostras s&o acidos graxos.

Abstract:

The cytotoxic activity of the Jodina rhombifolia raw extracts was tested
against to the mammary tumor cell lineage and the specific activity increased,
after the fractionation of these in Sephadex LH-20 resin, in which three of the
eighteen fractions obtained showed significant inhibition values. The analysis of
partial chemical characterization of infrared and gas chromatography showed

that the main groups found in organic samples are fatty acids.
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A natureza tornou os brasileiros
intimos de todas as cores. Ela nos ensinou a
descobrir em nés a gragca renovadora da
mistura, 0 convivio harmonioso das
diferengas. As cores sdao a melhor traducao
da nossa diversidade. O Brasil é de todos os
tons. De todas as culturas. De todas as
crengas. (...) Em harmonia com a natureza
celebramos, juntos, nossos sonhos e as
cores que sO as palavras ndao conseguem

mostrar.
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I) Introducao
1.1) Medicamentos derivados de produtos naturais

As pesquisas e o desenvolvimento de novos farmacos a partir de
produtos naturais vém demonstrando o potencial da biodiversidade brasileira.
Um exemplo disso pode ser constatado logo apés o descobrimento do Brasil,
quando os primeiros médicos portugueses, diante da escassez de
medicamentos empregados na Europa, foram obrigados a perceber a
importancia dos remédios indigenas'. Os excursionistas que visitavam regides
pouco conhecidas se abasteciam destes medicamentos.

Apenas em 1808 com a vinda da Corte Real para o Brasil, e o decreto de
D. Jodo VI, que permitiu abertura dos portos brasileiros as nacées amigas,
houve um dos marcos historico oficiais na ciéncia brasileira. A partir deste
decreto que comecaram a chegar ao Pais as primeiras expedicoes cientificas,
com a incumbéncia de coletar espécimes de animais e de plantas para os
museus europeus. Nao se pode, entretanto, deixar de mencionar que a Europa
ja tinha conhecimento de plantas medicinais brasileiras, através da obra
“Historia Naturalis Brasiliae” escrita por Freedberg, que reunia dados sobre o
ar, a agua e a topografia do Brasil, além das doengas endémicas, venenos e
seus antidotos e as plantas medicinais. Este livro representa a primeira histéria
natural completa da América do Sul 2.

A biodiversidade brasileira também pode ser destacada pelo trabalho do
médico portugués Bernardino Antbnio Gomes, na procura por novas drogas
para uso medicinal, Laboratério “Chimico” da Casa da Moeda, em Lisboa,
isolou a cinchonina das cascas da quina. Formado em Medicina pela
Universidade de Coimbra, em 1793, Bernardino Anténio Gomes (1768-1823)
prestou servico, varios anos no Brasil, na Armada Portuguesa, onde fez
valiosas observagdes botanico-médicas sobre plantas locais, que lhe
conferiram grande notoriedade. A cinchonina foi o primeiro alcaldide natural
sob a forma de base pura, na histéria da Quimica®.

Na mesma expedicao cientifica veio o farmacéutico alemao, Theodoro
Peckolt, para estudar a flora, ficando conhecido, anos mais tarde como o pai da

fitoquimica brasileira, além de ser o patriarca de uma familia de cientistas que



se dedicaram ao estudo quimico das plantas brasileiras. Inicialmente instalado
na cidade de Cantagalo no Estado do Rio de Janeiro, a mesma cidade onde
nasceu Rodolpho Albino Dias da Silva (1889-1931), o autor Unico da primeira
Farmacopéia Brasileira®.

Cada vez mais as plantas medicinais sdo um tema recorrente na pauta da
ciéncia brasileira. Quimicos e farmacélogos brasileiros tém realizado estudos
com plantas medicinais, mesmo que sem a atengcdo merecida por parte das
agéncias financiadoras brasileiras, € sem que haja um processo coordenado de
todos os autores (industria, farmacologos, fitoquimicos, quimicos sintéticos,
farmacéuticos, médicos, etc.) visando o desenvolvimento de farmacos a partir
de plantas®.

As plantas medicinais s&o, tradicionalmente, importantes fontes de
matéria prima para a industria farmacéutica, embora a quimica sintética
também produza novas substancias bioativas. Técnicas combinatérias
expandem o numero dos compostos disponiveis para testes, gerando uma
quantidade relativamente elevada de produtos naturais entre as drogas
disponiveis no mercado®.

Um dos problemas na comercializagdo de fitoterapicos no Brasil esta na
dificuldade de exportacao devido a falta do status de “medicamento ético” que
lhe garanta eficacia, seguranca e qualidade, padroes estes mensurados em
bases cientificas para a seguranca do usuério®.

Da biota brasileira, muitos exemplos de plantas medicinais podem ser
citados, entretanto, a maioria das plantas ditas medicinais pelo senso comum e
comercializadas no Brasil, sdo introduzidas do comércio exterior (por exemplo,
0 boldo chileno). Assim, as plantas medicinais nacionais ainda sdo pouco
conhecidas, consequientemente, constituindo um fascinante assunto de
pesquisa para as academias.

Neste contexto, os quimicos de produtos naturais ndo sé devem estar
envolvidos no isolamento e identificacao dos constituintes ativos, como também
empenhados no desenvolvimento de pesquisas que busquem a validagdo de
métodos analiticos modernos, para ampliar o controle de qualidade na
obtencao dos principios ativos destas plantas®.

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

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

Até recentemente grande parte da pesquisa farmacéutica era conduzida
internamente, produzindo resultados individualizados e em alguns casos até
repetitivos. A estratégia moderna endossa pesquisas de entidades
diversificadas que incluem projetos ou tecnologias integradas, fornecidas em
parte pelas companhias de biotecnologia e por grupos académicos,
minimizando incertezas na selecéo e facilitando a identificagdo dos farmacos’.

A introducgéo de novas entidades quimicas e biolégicas buscando avancos
na pesquisa de matérias destinadas a farmacéutica humana podem
representar um indicativo de crescimento ainda maior nas perspectivas da
industria farmacéutica.

Destas linhas de pesquisa surgiram publicacbes importantes, por
exemplo, a que trata da caracterizagdo da vimblastina, de 1959, € um potente
alcaloide isolado pelo Dr. Clark Noble a partir das folhas da planta Madagascar
periwinkle (Vinca rosea). Pesquisada inicialmente para o combate do diabetes,
as folhas tinham pouco efeito nos niveis de aglcar no sangue, mas possuia
efeitos inibitérios surpreendentes na contagem de gldébulos brancos, sugerindo
que pudesse ter potenciais aplicacdes em nivel do tratamento de cancro, em
particular a leucemia. Em 1999 ha ainda o relato de uma nova descoberta de
agentes antineoplasicos obtidos pela extragdo de uma planta do Cazakstao®.



1.2) Plantas utilizadas na medicina popular

O conhecimento sobre a aplicabilidade de plantas medicinais simboliza
muitas vezes o Unico recurso terapéutico de comunidades e grupos étnicos. A
utilizagdo de plantas na terapéutica e na cura de enfermidades é tdo antiga
quanto a espécie humana. Ainda nos dias atuais € comum encontrar nas
regidbes mais pobres do pais e até mesmo nos grandes centros urbanos,
plantas medicinais sendo comercializadas em feiras livres, mercados populares
e encontradas em quintais residenciais®.

Antecedendo a medicina moderna, a medicina tradicional & definida pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) como sendo a unidao de todos os
conhecimentos teoricos e praticos, explicaveis ou nao, utilizados para
diagnéstico, prevengéo e tratamentos fisicos, mentais ou sociais, amparados
basicamente na experiéncia e observacao, transmitidos verbalmente ou por
escrito de uma geracdo a outra'°.

O reconhecimento da OMS data de 1978 na Conferéncia de Alma Ata,
nela o aproveitamento das plantas medicinais foi ressaltado como parte do
Programa “Saude para Todos no Ano 2000” recomendando-se, inclusive a
realizacdo de mais estudos e a propagacdo do uso das plantas medicinais
regionais como uma maneira de diminuir custos dos programas de saude
publica'".

A utilizacdo dos fitofarmacos nos programas de atencdo primaria a
salde pode se apresentar como uma alternativa terapéutica bastante viavel
devido a sua eficacia aliada a um baixo custo operacional, a relativa facilidade
para aquisicdo das plantas e a compatibilidade cultural do programa com a
populacdo atendida'®.

As contribuicdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais
que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos.
Dessa maneira, pacientes consumidores de plantas medicinais do mundo todo,
mantém em evidéncia a pratica do consumo de fitoterapicos, ratificando

informages terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos®.



Através de um modo adverso, este tipo de cultura medicinal fomenta o
interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares,
como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas contribuem
e enriguecem 0s conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a

flora mundial®.



1.3) Farmacos antitumorais derivados de plantas

De um modo geral, a natureza é a responsavel pela producao da maioria
dos compostos organicos conhecidos e a fauna, principalmente a brasileira,
pela maior parcela da variedade quimica conhecida e registrada na literatura
cientifica'?.

A diversidade e a complexidade das macromoléculas que constituem os
metabdlitos secundarios das plantas e organismos sdao as consequéncias de
milhées de anos de evolugéo, e elevado refinamento de formas de protecéo e
resisténcia as intempéries do clima, poluicdo e predadores, e ainda de dificil
avaliacdo por métodos laboratoriais comuns'. A utilizacdo de plantas no
tratamento de diferentes espécies de cancer ja é bastante ampla, ainda que,
observada com ceticismo em funcédo da gravidade da doenga'®.

O interesse na investigagdo de plantas medicinais como possiveis fontes
de obtencao de principios ativos € um processo histérico. Instituicbes como o
Instituto de Investigagdes do Cancer dos Estados Unidos, vém desenvolvendo
estudos neste campo desde 1955, quando coordenou um programa voluntario
de cooperacéo para a terapia de cancer. Desde entdo foram avaliadas, mais de
400 000 sustancias sintéticas e naturais, das quais algumas com atividade
antitumoral™.

Em 1982, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) avaliou 114.000 extratos
de cerca de 35.000 espécies diferentes plantas. A atividade antitumoral dos
extratos foi testada utilizando principalmente dois modelos de leucemia em
ratos, o L1210 e P388. Dois compostos clinicamente ativos foram encontrados
em decorréncia desta pesquisa, Paclitaxel (nome comercial: Taxol, registrada
pela empresa Bristol-Myers Squibb), obtido a partir da arvore Taxus brevifolia
Nutt e Camptothecina de arvore nativa chinesa Camptotheca acuminata
caduca".

Das 92 drogas comercializadas, avaliadas entre 1983 e 1994 pelo INCA,
aproximadamente 62% podem ser classificadas como originarias de produtos
naturais'®'®. Porém, uma caracteristica comum a muitos produtos naturais —
derivados de drogas anticancer ja em uso clinico, é sua toxidade e efeitos
colaterais indesejaveis, como irritabilidade da pele, hipersensibilidade, entre

outros'?. Assim, compostos semi-sintéticos podem ser produzidos com base na
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estrutura dos produtos naturais, tendo por finalidade a diminuicdo destes
problemas pela modificacéo seletiva das estruturas'.

Na atualidade, os pacientes com este tipo de enfermidade tém buscado
terapias alternativas, como por exemplo, acupuntura, reiki, homeopatias,
dietas, entre outras, muito utilizadas na medicina oriental e das quais existem
informacdes na literatura que avaliam seus usos clinicos, numa tentativa de
minimizar os danos causados pela quimioterapia'.

A quimioterapia é o tratamento mais ortodoxo do cancer e baseia-se no
uso de drogas que inibem o desenvolvimento descontrolado de células
anormais. Numa perspectiva farmacoldgica, o farmaco "ideal" mataria as
células de cancer sem causar danos as células normais'®. Porém os
quimioterapicos nado atuam exclusivamente sobre as células tumorais,
estruturas normais que se renovam como a medula éssea, os pélos e a
mucosa do tubo digestivo, sdo também atingidas'®.

No entanto, como as células normais apresentam um tempo de
recuperacao previsivel, ao contrario das anaplasicas, €& possivel que a
quimioterapia seja aplicada repetidamente, se observado o intervalo de tempo
necessario para a recuperagao da medula éssea e da mucosa digestiva. Por
este motivo, é aplicada em ciclos’®.

A cada dia, medicamentos novos sao postos a disposicdo dos
oncologistas visando a reducdo da toxicidade dos quimioterapicos,
intensificando a importancia dos fitofarmacos. E preciso salientar, porém, que a
maioria desses medicamentos tem se mostrado inacessivel a maioria dos
pacientes, mais em funcao dos seus custos do que por sua disponibilidade no
mercado. Pode-se também destacar os efeitos tardios, efeitos colaterais, ainda
nao totalmente conhecidos e nem bem controlados'®.

Os agentes antineoplasicos mais empregados no tratamento do cancer
incluem os alquilantes polifuncionais, os antimetabdlitos, os antibiéticos
antitumorais, os inibidores mitéticos e outros. Novas drogas estdo sendo
permanentemente isoladas e aplicadas experimentalmente em modelos
animais antes de serem usadas no homem.

Os inibidores mitéticos derivados de produtos naturais podem, ao que se
acredita, paralisar a mitose na metafase, devido a sua acao sobre a proteina

tubulina, formadora dos microtubulos que constituem o fuso espiralar, pelo qual
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migram os cromossomos. Deste modo, os cromossomos, durante a metafase,
ficam impedidos de migrar, ocorrendo a interrupcéo da divisao celular'.

Esta funcdo tem sido util na "sincronizagdao" das células quando os
inibidores mitéticos sdo combinados com agentes especificos da fase S do
ciclo. Devido ao seu modo de acao especifico, os inibidores mitéticos devem
ser associados a outros agentes para maior efetividade da quimioterapia. Neste
grupo de drogas estdo incluidos os alcaléides da vinca rdsea (vincristina,
vimblastina e vindesina) e os derivados da podofilotoxina (o VP-I6, etoposideo
e 0 VM-26, teniposideo)'®.



1.4) A Espécie Jodina rhombifolia Hook. et Arn

Em geral, a Jodina rhombifolia apresenta-se como &rvores, arbustos ou
subarbustos, que podem ou nao apresentar ramos e caule providos de
espinhos'’. As inflorescéncias sdo de tamanho reduzido, dispostas em
racemos ou em paniculas, tem coloracdo amarelada que frutifica na primavera,
adquirindo coloracdo avermelhada®.

Ela apresenta folhas simples, alternas, sem pélos, de forma
romboédricas com um espinho em cada uma das extremidades, medindo de 3
a 5 cm de comprimento (Figura 1)*8.

Figura 1: Estrutura vegetal, folha e inflorescéncia da Jodina rhombifolia Hook et Arm '8,

E popularmente conhecida como “cancorosa”, “espinheira santa de 3
pontas”, “cancerosa” ou “sombra de touro”'®. E uma planta nativa da regido Sul
do Brasil, principalmente da Depressdo Central do RS e também se encontra
nos paises vizinhos Paraguai, Argentina, Bolivia e Uruguai®®. Os herbarios
britanicos a classificam com lodina'®.

Atualmente, ela encontra-se em perigo de extincdo, problema agravado
pelo extrativismo indiscriminado das folhas para comercializacao, incidéncia de
arvores nativas nao cultivadas, e longo tempo de crescimento de novas
arvores?'.

As folhas e os ramos das arvores sao utilizados na medicina tradicional,
segundo orientacdo do senso comum, sob forma de infusdo para uso interno e

o cha empregado contra resfriados e problemas estomacais. Para uso externo,



no tratamento de ulceragdes crbnicas, carcinomas dérmicos e outros
ferimentos infecciosos' .

A familia Santalaceae compreende 37 géneros e aproximadamente 450
espécies. E classificada como pertencente & Divisdo: Magnoliophyta, Classe:
Magnoliopsida, Subclasse: Rosidae, Ordem: Santalales, Familia: Santalaceae,
Género: Acanthosyirs, Espécie: Jodina rhombifolia®®.

Existem poucos relatos sobre Jodina rhombifolia. Hopkins em seus
experimentos comprovou a presencga de acidos hidroxilados nas sementes da
planta®*. Novamente este cientista em 2001, juntamente com Chisholm e
Cody, divulgaram o estudo “Fatty acid components of some Santalaceae seed
oils” no qual se dedicaram a investigar os 6leos esséncias extraidos das
sementes de varias espécies da Santalaceae, e detectaram na jodina uma
quantidade significativa de &cido non-hydroxy C-17%.

Gleye evidenciou a presenca de esterbides e/ou triterpenos em grande
quantidade na fracdo etandlica da planta, sendo também encontrado, em
menor proporgdo, alcaldides, cumarinas e saponinas®. Vargas divulgou um
estudo realizado também com o extrato aquoso da planta Jodina, no qual estes
extratos ndo apresentam atividade mutagénica frente a Salmonella?”.

No estudo de Sobottka, os autores pesquisaram o efeito do extrato
aquoso da planta na reproducado de ratas fémeas?®. A toxicidade subcrdnica de
extratos de folhas e troncos de Jodina rhombifolia Hook. et Arn. foi avaliada
em ratas tratadas com doses de 800 mg/Kg destes extratos durante 30 dias
consecutivos. O estudo dos érgaos dos animais tratados ndo indicou nenhuma
alteracdo nos aspectos morfolégicos nem dos tecidos?’.

No presente estudo foram isoladas, a partir da avaliagdo do extrato bruto,
trés fracoes de extratos metandlicos das folhas de Jodina rhombifolia. A analise
destas fracGes detectou uma potente atividade antiproliferativa frente as
linhagens de tumores de mama (MCF-7). Assim, as atividades antiproliferativas
da Jodina podem, provavelmente, contribuir para o conhecimento terapéutico.
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1.5) Cromatografia em coluna utilizando resina de Sephadex — LH20
1.5.1) Cromatografia sélido-liquido em coluna

Este sistema de separagdo cromatogréafica é aplicado quando se busca
particdo, adsorcao, afinidade ou troca ibnica como produto de extracdo. Em
geral, deve contar de duas partes: uma fase estacionaria (resinas, silicas ou
terras especificas) e uma fase mével (agua ou solventes organicos), de acordo
com a caracteristica da amostra aplicada ou o tamanho da coluna, podendo ser
utilizada para fins preparativos, nestes casos devem ser monitoradas por

cromatografia em camada delgada®.
1.5.2) A coluna

Em geral se apresenta como um tubo de vidro vertical com controle de
vazao da fase mével na parte inferior, na parte superior deve haver um
reservatério de eluente, semelhante ao da parte inferior, ambos adequados ao
tipo de amostra que se pretende obter™®.

Existem variagdes nas colunas que sao comercialmente prontas, em
funcdo na natureza da amostra aplicada. A coluna pode ser de vidro
temperado, as paredes de vidro podem contar com diferentes espessuras, 0s
orificios de entrada e saida podem ser fechados por filtros de malhas e o
controle de saida da fase mével adaptado para que seja produzido por bombas

de sucgao®'.
1.5.3) Processo de adsor¢cédo em coluna

A forca de adsorcao da amostra na coluna cromatografica varia de acordo
com a natureza do adsorvente, as substancias aplicadas eluirdo da coluna
conforme sua polaridade, ou sua afinidade com o adsorvente.

Se a fase estacionaria da coluna tiver em sua estrutura grupos polares,
diminuira o tempo de retengédo sobre substancias também polares, observando
a ordem abaixo indicada:

-CO2H < -OH < -NH3 < -SH < -CHO < -C=0 < -CO2R < -OCH3 < -CH=CH-
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Devem-se evitar movimentos de escoamento muito lentos ou que
apresentem fluxo de velocidade variada, para que as bandas das funcdes

organicas nao sejam muito largas quando observadas ao Infra-Vermelho®'.
1.5.4) Separagédo por adsorventes

Alguns adsorventes sao ativados pelo calor (entre 200 e 400°C, por pelo
menos 2h), porém, devem ser evitados excessos de calor ou de tempo de
exposicao, para nao provocar perda da atividade da resina.

A capacidade adsorvente pode ser calculada pela adicao de diferentes
corantes®. Em geral, é construido um gradiente a partir de dois corantes de
polaridades opostas, com este teste € possivel conhecer ndo sé a capacidade
de adsorcdo, mas também o volume da coluna utilizada®".

A cromatografia tem como desvantagens produzir cauda (difusdo),
especialmente quando a fase estacionaria apresentar bolhas de ar ou nao
estiver devidamente nivelada; e ndo apresentar separacdes reprodutiveis, pois
0 adsorvente pode ter atividade variada, principalmente se sua utilizacdo for
prolongada e os sitios de absorcao estiverem ocupados por residuos de
amostras anteriores.

A quantidade de adsorvente varia com a adsorbilidade do material, a
proporcdo minima é de 25:1 (adsorvente/ substancia)*°.

1.5.5) Reagdes na coluna

Ao iniciar cada processo cromatografico deve-se conhecer a composicao
da fase estacionaria, pois, em alguns casos os sélidos utilizados nas colunas
cromatograficas as vezes tornam-se catalisadores de reagdo. E necessario,
portanto, utilizar a resina que melhor se adeque ao produto que se deseja

purificar®.
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1.5.6) Escolha dos eluentes

E considerado funcido da fase mével:

- Atuar como solvente da mistura cromatografada, se a amostra nao for
completamente soluvel ficara retida na parte superior do sistema de separacgéao.
- Apresentar baixo ponto de ebulicao — para ser facilmente evaporado.

- Desenvolver os compostos da mistura aplicada na coluna e dessorvé-los do
adsorvente.

Os eluentes sao escolhidos de acordo com seu poder eluente, ou seja,
habilidade de remover substancias fixadas, geralmente é mais facilitada em
solventes polares, quando o eluente for apolar o adsorvato ficara mais retido no
adsorvente®.

O solvente utilizado como fase mével pode ser escolhido de acordo com a
série gradual de eluentes, apresentada abaixo, em ordem crescente de
polaridade®";

Hexano (CH3(CH2)4CHs)

Eter de Petréleo (mistura de hidrocarbonetos)
Ciclohexano (CgH12)

Tetracloreto de Carbono (CCly)
Benzeno (CgHe)

Tolueno (C7Hs)

Diclorometano (CHxCl,)
Cloroférmio (CHCl5)

Eter Etilico (CoHsOC2Hs)

Acetato de Etila (CH3COOCH.CHs)
Piridina (CsHsN)

Acetona (CH3COCHS;)

Etanol (CH3CH.OH)

Metanol (CH3;OH)

Acido Acético (CHsCOOH)

Uma série gradual de eluentes pode ter diferentes combinacdes, por
exemplo, éter de petrdleo/ etanol (1:6) ou (1:3) — a polaridade da série deve ser
determinada em funcdo de medicdes praticas, realizadas com a amostra de
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interesse, mas a polaridade do eluente ndo deve aumentar rapidamente para
evitar sobreposi¢cées das bandas, quando o produto for avaliado em infra-

vermelho®%3',

1.5.7) Preenchimento da coluna

Quanto mais uniforme for a distribuicdo da fase estacionaria na coluna,
maior sera sua eficiéncia, se contiver ar retido, este podera alargar as bandas
de eluicdo, ou ainda provocar caudas na passagem da amostra. O adsorvente
deve ser hidratado com o eluente, em seguida agitado também com ele e
largado na coluna que ja o contém. Algumas colunas necessitam ser
“‘empacotadas”, sdo feitas leves batidas no corpo da coluna para evitar a
formacao de bolsas de ar®.

1.5.8) Resina de Sephadex LH-20

Sephadex LH-20 é uma resina cromatografica média, designada para o
dimensionamento de produtos naturais, tais como esterdides, terpendides,
lipidios, moléculas de baixo peso molecular e peptideos (com até 35 residuos
de amino&cidos).

Dependendo do solvente escolhido, esta resina possui uma capacidade
diferente de dilatacédo, que permite calcular o volume desejado para a cama de
fracionamento, como por exemplo, agua ou outros de diferentes naturezas
organicas e polaridades®. Pode ser aplicada na separagdo dos componentes
da amostra por particao, através da interagcdo entre a fase mével (solvente
escolhido) e a fase estacionaria (resina Sephadex)™.

Devido as propriedades fisico-quimicas desta resina descrita pelo
fabricante, ela pode ser utilizada como fase de purificacédo inicial, antes ainda
que se realize uma separacdo de alto desempenho de troca ibnica, fase
reversa, cromatografia ou da etapa de preparacdo final de
diasteroisdmeros®*32.

Sephadex LH-20 pode ser caracterizado por: i) seletividade

cromatografica devido a natureza dupla de sua matriz (hidrofilica/ lipofilica); ii)
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facilidade de eluicdo devido a estrutura quimica da amostra (figura 2); iii)
excelente reprodutividade®

Figura 2: Estrutura Quimica da Resina de Sephadex 32
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1.6) Cancer
1.6.1) Inicio de um comportamento celular anormal

O cancer é uma neoplasia maligna caracterizada por uma populagéao de
células que cresce e se divide sem respeitar os limites normais, invadem e
destroem tecidos adjacentes, e podem se espalhar para lugares distantes no
corpo, através de um processo chamado metéstase®.

Estas propriedades malignas do céncer o diferenciam dos tumores
benignos, que sdo auto-limitados em seu crescimento e ndo invadem tecidos
adjacentes (embora alguns tumores benignos sejam capazes de se tornarem
malignos). O cancer pode afetar pessoas de todas as idades, mas o risco para
a maioria dos tipos de cancer aumenta com o acréscimo da idade. O cancer
causa cerca de 13% de todas as mortes no mundo, sendo os canceres de
pulmao, estémago, figado, célon e mama os que mais matam®*.

Quase todos os canceres sao causados por anomalias no material
genético de células transformadas. Estas anomalias podem ser resultado dos
efeitos de carcinégenos, como o tabagismo, radiacdo, substancias quimicas ou
agentes infecciosos. Outros tipos de anormalidades genéticas podem ser
adquiridos através de erros na replicacdo do DNA, ou sdo herdadas, e
conseqilientemente presente em todas as células ao nascimento®.

As interacbes complexas entre carcinégenos e o genoma hospedeiro
podem explicar porque somente alguns desenvolvem cancer ap0s a exposicao
a um carcinégeno conhecido. Novos aspectos da genética da patogénese do
cancer, como a metilacado do DNA e os microRNAs estao cada vez mais sendo
reconhecidos como importantes para o processo®’.

As anomalias genéticas encontradas no cancer afetam tipicamente duas
classes gerais de genes. Os genes promotores de cancer, oncogenes, estao
geralmente ativados nas células cancerigenas, fornecendo a estas células
novas propriedades, como o crescimento e divisdo hiperativa, protecdo contra
morte celular programada, perda do respeito aos limites teciduais normais e a
habilidade de se tornarem estaveis em diversos ambientes teciduais®. Os
genes supressores de tumor estdo geralmente inativados nas células

cancerigenas, resultando na perda das funcées normais destas células, como
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uma replicacdo de DNA acurada, controle sobre o ciclo celular, orientagéo e
adesao nos tecidos e interagdo com as células protetoras do sistema imune®°.

O céancer é geralmente classificado de acordo com o tecido de qual as
células cancerigenas se originaram, assim como o tipo normal de célula com
que mais se parecem. Um diagnostico definitivo geralmente requer exame
histoldégico do tecido por um patologista, embora as indica¢des iniciais da
malignidade possam ser sintoma ou anormalidades nas imagens
radiograficas®®.

A maioria dos canceres pode ser tratado e alguns curados, dependendo
do tipo especifico, localizacdo e estadiamento. Uma vez diagnosticado, o
cancer geralmente é tratado com uma combinacao de cirurgia, quimioterapia e
radioterapia. Com o desenvolvimento das pesquisas, os tratamentos estao se
tornando cada vez mais especificos para as diferentes variedades de céancer.
Ultimamente tem havido um progresso significativo no desenvolvimento de
medicamentos de terapia que agem especificamente em anomalias
moleculares detectaveis em certos tumores, minimizando o dano as células
normais®®.

A graduacao histologica e a presengca de marcadores moleculares
especificos podem também ser Uteis em estabelecer o prognéstico, assim

como em determinar tratamentos personalizados®’.

1.6.2) Neoplasia mamaria

O carcinoma de mama é uma forma bastante comum de neoplasia. E a
primeira causa de morte entre as mulheres no pais®, e o segundo tipo de
neoplasia mais freqlente no mundo, perdendo apenas para o cancer de
pulmé&o, e sua incidéncia teve um crescimento continuo na Gltima década“.

Inicialmente o processo neoplasico se inicia por uma transformacao de
uma célula normal em uma célula tumoral, a partir dai é desencadeada uma
multiplicacdo exagerada e desordenada das células. Essas células dividem-se
e formam pequenos nodulos (tumores benignos), que quando nao tratados
podem evoluir para tumores malignos, que sao caracterizados pelo
espalhamento da neoplasia para areas proximas®'.

17



O cancer de mama feminino tem 95% de chance de cura, se o tratamento
for feito precocemente. No entanto, dados do Instituto Nacional do Céancer
informam que 27 mulheres por dia morrem por causa do cancer de mama®*.

Para o ano de 2008, o Instituto Nacional de Céancer (INCA) estimou
49.400 casos novos de cancer de mama, com maior incidéncia na regido
Sudeste do pais, com um risco estimado de 68 casos novos por 100 mil

mulheres®4°,

1.6.3) Morte celular programada

A interacao entre as células que constituem os organismos multicelulares
influenciam seu desenvolvimento e sua manutengdo. No processo de
desenvolvimento embriondrio, muitas células produzidas em excesso sao
levadas a morte, contribuindo para a perfeita evolucao dos érgaos e tecidos.

A morte celular, durante muito tempo, foi entendida como um processo
passivo de carater degenerativo, que ocorre em situacdes de lesdo celular,
infeccdo e auséncia de fatores de crescimento. Consequentemente, a célula
altera a integridade da membrana plasmatica, aumenta o seu volume e perde
as suas fungdes metabdlicas®’.

Entretanto, nem todos os eventos de morte celular sdo processos
passivos. Organismos multicelulares sdo capazes de induzir a morte celular
programada como resposta a estimulos intracelulares ou extracelulares®.

Os mecanismos de morte celular podem ser classificados de acordo com
suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas em: autofagia, necrose, mitose
catastréfica, senescéncia e apoptose®’.

Autofagia € um mecanismo de adaptagdo conservado evolutivamente e
controlado geneticamente. Ocorre em resposta a uma perturbacao metabdlica
que resulta na desintegracdo de componentes celulares®”’. Na autofagia,
porcdes do citoplasma sao encapsuladas por membrana, originando estruturas
denominadas autofagossomos, que irdo se fundir com os lisossomos. Em
seguida, o conteudo dos autofagossomos € degradado pelas hidrolases
lisossomais®’.

A necrose é um tipo de morte na qual as células sofrem um estresse que

resulta no aumento do volume celular, agregacdo da cromatina,
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desorganizagao do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica
e conseqiiente ruptura celular®.

A ruptura celular libera nos tecidos vizinhos o contetdo celular, rico em
proteases e substancias toxicas. Além da toxicidade direta para as células
vizinhas, este derrame gera compostos que atraem as células do sistema
imune, causando reacdes inflamatorias: alguns tipos de glébulos brancos (em
especial neutréfilo e macréfagos) convergem para o tecido em necrose e
fagocitam as células mortas.

A inflamacao, caracteristica da necrose, € importante para limitar
infeccbes e remover residuos de células, mas a atividade e as secregdes dos
glébulos brancos podem também danificar tecidos vizinhos normais®®. E
considerada uma resposta inflamatéria no local passiva a injuria celular,
entretanto estudos sugerem que a necrose também pode ser regulada
geneticamente®’.

A mitose catastréfica resulta em uma segregacdo cromossOmica
incorreta. Geralmente, ndao é considerada uma forma de morte, mas sim uma
sinalizacdo irreversivel para a morte celular®”.

A senescéncia € um processo metabdlico ativo essencial para o
envelhecimento. Ocorre por meio de uma programacao genética que envolve
deterioracao dos telomeros. As células que entram em senescéncia perdem a
capacidade proliferativa apés um determinado nimero de divisdes celulares®.

A apoptose ocorre em diversas situagdes, por exemplo, na organogénese,
hematopoiese normal e patolégica, na reposicao fisioldgica de certos tecidos
maduros, na atrofia dos 6rgaos, na resposta inflamatéria e na eliminacao de
células ap6s dano celular por agentes genotéxicos®’.

Pode ser reconhecida por caracteristicas morfolégicas muito marcantes e
coordenadas. A apoptose é um fenémeno bastante rapido: ocorre uma retracao
da célula que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e células
vizinhas. As organelas celulares mantém a sua morfologia, com excec¢ao, em
alguns casos, das mitocéndrias, que podem apresentar ruptura da membrana
externa®,

A cromatina sofre condensagdo e se concentra junto a membrana
nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular forma

prolongamentos (blebs) e o nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela

19



membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de
namero e tamanho e rompem, originando estruturas contendo o conteudo
celular. Estas porgbes celulares envoltas pela membrana celular sao
denominadas corpos apoptéticos (Figura 3). Os corpos apoptéticos sao
fagocitados por macréfagos e removidos sem causar um pProcesso
inflamatorio®®.

Outra caracteristica marcante da morte apoptética € a fragmentagao
internucleossémica do DNA, a qual possui um padrdao caracteristico. Uma
endonuclease € ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos variaveis,
mas sempre multiplos de 200 pares de base®.

Se o DNA de uma célula apoptética for analisado por eletroforese, sera
vista uma “escada”, na qual os “degraus” indicam o tamanho de fragmento: 200
pares de bases, 400, 600 etc. A presenca dessa “escada” € usada como uma
marca da apoptose, embora ainda haja controvérsia sobre se todas as células
em apoptose sofrem fragmentacdo do DNA®,

A demonstracdo de que a apoptose € um mecanismo inato de defesa
antineoplasica e que varios agentes quimioterapicos agem através da indugao
desse tipo de morte celular levou a uma intensa investigagdo dos mecanismos
moleculares da apoptose e sua aplicacdo no tratamento do cancer®.

Em geral duas vias desencadeiam o mecanismo de morte:

(a) Apoptose via receptor, de morte tais como FAS, também chamado de CD95
ou APO-1 e TNF-R1. (b) Apoptose via mitocondrial € ativada por altera¢des da

permeabilidade da membrana mitocondrial.
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Figura 3) Distingdo das diferentes alteragbes morfolégicas nos processos de morte

celular por apoptose(b) versus necrose(a).
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A necrose (a) é caracterizada pela perda de integridade da membrana

plasmatica, floculagdo da cromatina,

inchaco seguido d

e lise celular com

extravasamento do contetdo intracelular e desintegracdo de organelas. O

processo apoptético (b) envolve alteragdo de permeabilidade de membranas,

condensacao cromatinica,

encolhimento celular,

apoptoticos sem desintegracéo de organelas.

formacao de corpos
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1.6.4) Genes BCL2, P53 e P21

Muitos genes estdo envolvidos diretamente no processo de apoptose.
Uma importante familia é a do gene Bcl2, que apresenta genes reconhecidos
como Pré e Anti-Aportéticos®®. Ou seja, algumas proteinas codificadas por
genes componentes dessa familia bloqueiam/inibem a morte celular por
apoptose (Bcl2 e Belx — Anti-Apoptoticos) e outros a promovem (Bax, Bid e Bak
— Pré-Apoptéticos)®*4.

O Bcl2 é um gene promotor da sobrevivéncia celular por inibicdo da
ocorréncia de apoptose. A proteina Bcl-2 esta localizada na membrana
mitocondrial externa de numerosos tipos celulares, como epitélios capazes de
proliferacdo e morfogénese®.

A proteina Bcl-2 bloqueia a liberacdo de Citocromo C pela mitocondria
ap6s estimulo apoptogénico, impedindo, portanto, a ativacdo das caspases®.

A proteina Bax pode produzir heterodimeros com a Bcl-2 (Bax/Bcl-2) ou
homodimeros (Bax/Bax). Ao que parece, Bcl-2 suprime a morte celular quando
heterodimerizada com Bax; por outro lado o homodimero Bax/Bax promoveria
a morte celular programada. O mecanismo pelo qual a familia do gene bcl2
controla a apoptose seria através da formacdo de poros na membrana
mitocondrial, permitindo a interacdo de varias proteinas envolvidas na
regulacdo da apoptose***3.

Outro importante gene envolvido no processo de morte e proliferagéo
celulares é o gene p53, um dos genes chamados supressores de tumor®. Este
gene é o mais frequiientemente mutado em todos os tipos de cancer humano e
€ um sensor universal de estresse genotocixo. A frequéncia de mutacdes do
gene p53 varia dependendo do tipo de tumor, mas em média, 50% dos tumores
apresentam uma les&o no lécus p53**.

Normalmente, a proteina p53 é encontrada na célula em niveis basais;
isso sugere que o pb53 pode servir a uma funcdo que € necessaria
ocasionalmente em circunstancias especiais. O aumento artificial da proteina
p53 em cultura inibe a proliferagdo celular*'. Altos niveis de p53 bloqueiam a
proliferacdo celular, atrasando a fase G1 do ciclo celular e impedindo a

passagem para a fase S*.
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A proteina p53 é considerada uma das proteinas mais importantes para
manter a estabilidade e integridade do genoma. Ela protege a célula,
impedindo a proliferagéo celular ap6s um dano no DNA e ativando a apoptose
(figura 4), no caso de dano irreparavel*?

Células expostas a irradiacdo e que nao apresentam o gene p53
continuam dividindo-se e replicando o DNA sem pausa para o reparo das
lesdes™®.

Desde a descoberta da proteina p53 como uma seqliéncia especifica de
fator de transcricdo, tém sido identificados muitos genes e vias reguladas por
esta proteina. A interrupcao do crescimento celular mediado por p53 resulta da
transativagao de p21 dependente de p53*°.

P21 é a proteina chave para determinar se a célula prolifera ou se
diferencia. A proteina p21 € uma reguladora da transicao da fase G1 para S no
ciclo celular, que é codificada com informagdo do cromossomo 6*. Esta
transicao é particularmente importante no estudo de células cancerigenas, pois
€ na fase S que se da a replicagdo do DNA, uma das fases onde existe maior
probabilidade de ocorrerem mutagdes genéticas provocadas por uma perda da
integridade do genoma®.

E a proteina p53 a reguladora da expressdo de p21. Esta proteina liga-se
as ciclinas D e E, inibindo a cinases dependentes destas ciclinas (cdk 2 e cdk
4) necessarias para a progressao do ciclo celular (figura 4). Devido a sua
funcdo e intercooperacdo com a proteina p53, a p21 é considerada uma

proteina supressora de tumores™*.
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Figura 4: Vias sinalizadoras do metabolismo, em que estdo descritos 0s genes que

atuam inibindo a divisdo celular encontram-se suprimidas nos tumores ®
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1.7) Linhagens celulares cultivadas
1.7.1) Linhagem celular de adenocarcinoma humano de mama — MCF-7

MCF-7 é uma linhagem celular do cancro da mama que foi isolada no ano
de 1970, a partir de uma mulher, caucasiana de 69 anos. A paciente realizou
uma primeira mastectomia, nela o tecido removido foi diagnosticado como
benigno. Cinco anos mais tarde, o segundo procedimento removeu um
adenocarcinoma maligno. Ao longo dos proximos trés anos a paciente foi
tratada para recorréncias por radioterapia e hormonoterapia. Durante a
remocao de nodulos da parede toracica, foi descoberto um derrame pleural, a
partir do qual a linhagem celular MCF-7 foi obtida®. (vide anexo 1).

Esta linhagem celular mantém vérias caracteristicas do epitélio mamario,
incluindo a capacidade para processar estradiol através de receptores de
estrogénio citoplasmatico, esta linhagem celular expressa o oncogene
WNT7B*.

1.7.2) Linhagem celular de fibroblastos — NIH/3T3

As células NIH/3T3 sao provenientes de uma linhagem celular elucidada
no ano de 1962 pelos cientistas George Todaro e Howard Green, no
Departamento de Patologia da Escola de Medicina da Universidade de Nova
lorque®’.

A linhagem celular NIH/3T3 tornou-se o padrao de fibroblastos linhagem
celular aceito mundialmente. Todaro e Green obtiveram originalmente as

células 3T3 a partir dos tecidos de ratos embriées*’. (vide anexo 2).
1.7.3) Linhagem celular de adenocarcinoma de célon, grau Il — HT-29

HT-29 é uma linhagem celular provenientes da extracdo de um
adenocarcinoma de célon humano, de uma paciente, caucasiana com 44 anos.
Estas células se formam em pequenos vacuolos e vesiculas intracelulares, e
com o aumento da proliferacdo produzem epitélios polarizados*®. (vide anexo
3).
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O processo de diferenciacdo em células HT-29 ¢é aparentemente
semelhante ao observado durante o desenvolvimento embrionéario do intestino.
Portanto, células HT-29 representam um modelo Util para estudar sistema de

diferenciacdo epitelial in vitro*®.

1.7.4) Linhagem celular tumoral de carcinoma epidermoide de boca — KB

KB é uma linhagem celular conhecida por ser uma derivacao da linhagem
Hela, ricas em queratina. Ela foi originalmente pensada para ser um derivado
de um carcinoma epidérmico de boca, mas foi posteriormente encontrada, com
base em analises isoenzimaticas, nos marcadores cromossémicos Hel a.

As linhagens comerciais foram originalmente extraidas de um paciente,
caucasiano, tabagista de 42 anos. (vide anexo 4).

Sequéncias genéticas do papilloma-virus18 humano (HPV-18), tém sido

relatadas nas células KB.
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Il. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral do extrato bruto metanélico de Jodina
rhombifolia, utilizando ensaios in vitro e parcialmente caracterizar fracbes com

maior atividade anti proliferativa.

2.2 Objetivos especificos

x Determinar atividade citotdéxica do extrato bruto metandlico de Jodina
rhombifolia frente as linhagens de células tumorais mamarias (MCF-7) e
saudaveis in vitro (NH/3T3);

x Purificar o extrato bruto através de fracionamentos, a fim de aumentar o fator
dose x resposta;

x Determinar a citotoxidade das fracdes obtidas e encontrar a dosagem
adequada de utilizacao nas linhagens celulares;

x Avaliar seu mecanismo de atuacdo e morte celular, das fracdes ativas da
Jodina rhombifolia, cuja atividade especifica for mais pronunciada;

x Produzir extracdes dos RNAs celulares para testar a ativacdo dos genes
apoptoticos;

x Caracterizar parcialmente a composicao quimica dos extratos por aplicacéo

das técnicas de Infra Vermelho e Cromatografia Gasosa;
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lll. Material e Métodos
3.1) Material vegetal
3.1.1) Coleta

A coleta da Jodina rhombifolia Hook. Et Arn foi feita pela primeira vez no
dia vinte e um de junho de 2007 as 10:00h, em uma propriedade situada a rua
Placido de Castro n? 44 no bairro Lindbia, municipio de Pelotas/RS, a segunda
em sete de maio de 2008 as 09:00 h em dia de céu limpo. A arvore doadora é
uma espécie adulta de aproximadamente 25 anos, segundo relato do morador
da propriedade.

Nas amostragens foram feitas divisbes imaginarias em trés tercos da
arvore e as folhas coletadas do segundo terco desta, com a finalidade de evitar
as folhas mais velhas, para minimizar o risco de contaminacdo com poluentes e
microorganismos, bem como evitar as folhas mais jovens, que poderiam nao
conter o principio ativo encontrado em partes adultas da planta — procedimento

foi acompanhado por um engenheiro.
3.1.2) Preparo das amostras

No laboratério de Fitoquimica do departamento de Quimica Orgéanica da
Universidade Federal de Pelotas as plantas foram separadas de seus caules,
lavadas individualmente com uma esponja macia, enxaguadas duas vezes em
agua limpa e finalmente em agua destilada.

Em seguida, as amostras foram distribuidas de maneira uniforme em
bandejas de metal e encaminhadas a estufa de secagem (Estufa Marconi —
modelo MAO035), onde permaneceram submetidas a temperatura constante de
36°C com circulacao e renovacao de ar (figura 5), em ambas as coletas, o

tempo total de secagem foi de 48h*°.
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Figura 5: estufa de circulagéo e renovacgao de ar, utilizada para secagem de plantas

T

As amostras foram pulverizadas em moinho (Moinho Fritsch — Modelo
Pulverisette 34) de malha 0,5 mm, a velocidade de 1200 rpm (Figura 6), e
armazenadas em sacos de papel ambar*®. O material vegetal foi mantido em
uma sala de secagem e desumidificagdo de plantas, com temperatura
constante de 22°C e umidade controlada de 40%.

Figura 6: moinho de trituragcao de plantas, acoplado a malha de 0,5 pm;
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3.2) Producao dos extratos
3.2.1) Processo de maceragéo dinamica

Destina-se a remocéao dos principios ativos das plantas a partir de uma
escala decrescente de polaridade.

Inicialmente foram pesados 60g de material vegetal em balanca
analitica, e colocado em um béquer de 1000 mL. Foi adicionada a amostra 900
mL de agua Millig® em ebulicdo, e macerado sob agitacdo magnética por uma
hora. A mistura resultante foi filtrada a vacuo, o filtrado foi recolhido e
identificado como Extrato Aquoso (JRA).

O residuo solido, retido no filtro, foi novamente transferido para o béquer
e a ele foram adicionados 300 mL de éalcool metilico destilado, o sistema foi
mantido sob agitagdo magnética por 8 horas a temperatura ambiente®.

Ao final do periodo a mistura foi filtrada, e novamente adicionada a ela
igual volume de metanol. O procedimento foi repetido uma vez mais. Ao final
das trés extracbes sucessivas, os filtrados foram homogeneizados e
identificados como Extrato Metanélico (JRM)®.

O residuo sélido retido no filtro foi transferido para o béquer e a ele foi
adicionado 300 mL de cloroférmio destilado. Procedimento idéntico ao do
extrato metandlico foi repetido, e o extrato resultante identificado como Extrato
Cloroférmico (JRC). Ap6s a extracdo o residuo sdlido foi estabilizado e
descartado.

Os extratos JRM e JRC foram secos em evaporador rotativo sob vacuo e
temperatura nao superior a 30°C (figura 7), o extrato JRA foi liofilizado. Os
extratos foram armazenados sob refrigeracdo até o momento dos ensaios

biolégicos™.
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Figura 7: Evaporador rotativo, destinado a secagem dos extratos, acoplado a sistema
hidraulico de vacuo.
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3.3) Fracionamento em camada sélida

Foi utilizado como fase estacionaria, para o processo de fracionamento,
resina de Sephadex LH-20%, indicada para produtos de origem natural, com
baixo peso molecular. E como fase mével foi utilizado alcool metilico®.

Inicialmente a resina foi ressuspendida em excesso de solvente, sem
mexer, deixando-se o sistema em repouso para que inchasse, o periodo
recomendado pelo fabricante € de no minimo 3 horas. Em seguida, a mistura ja
estabilizada foi transferida para um kitassato e submetida a vacuo, para
eliminar bolhas de ar’'.

A mistura foi vertida de maneira lenta e continua para o interior da coluna,
com a ajuda de um bastdo de vidro, evitando nova incorporacédo de bolhas de
ar. Apés o término, a coluna foi fechada e conectada a uma bomba de succéo
(Figura 8). A coluna foi mantida sob circulagdo, até que o fluxo de escoamento

fosse continuo®2.

Figura 8: Preparo e montagem da coluna de fracionamento

Quando a coluna estiva completamente preenchida, ou seja, a velocidade
de escoamento e a altura da cama mantiveram-se constantes, a coluna estava
pronta para ser usada. O processo demorou em média 2 horas para estar
concluido, de forma que, a altura da fase mével e da fase estacionaria fossem
as mesmas. Em seguida, a coluna foi lacrada para que a amostra pudesse ser

injetada®"°".
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A amostra foi ressuspendida no solvente da fase mével e adicionada a
coluna com o auxilio da mangueira de succ¢ao (figura 9). A velocidade de
escoamento foi ajustada para 1 mL/ min e o volume da coluna conhecido (em
média 120 mL de volume de solvente)*.

Figura 9: Inser¢do da amostra e conexao a bomba de sucg¢éo

Com a coluna completamente preenchida (figura 10) foram obtidas
dezoito fragdes de 40 mL>'.

Figura 10: Imagem da coluna de fracionamento, destinada a purificagdo do extrato
bruto de Jodina rhombifolia.
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Ao final do fracionamento foi determinada por cromatografia em camada
delgada (CCD), sendo aplicado como revelador permanganato de potassio e
luz UV.

As fragbes obtidas foram secas em evaporador rotativo, sob vacuo a
temperatura de 37°C, posteriormente acondicionadas em frascos de vidro,
previamente tarados e identificados.

As fracdes dos extratos, antes de encaminhadas ao ensaio biol6gico

foram ressuspendidos em DMSO na proporcédo 1:1°2,
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3.4) Diluicao dos extratos.

Ensaio Biologico — os extratos foram ressuspendidos em dimetilsulféxido
p.a. (DMSO) na proporcao 1:1. As diluicbes necessarias feitas a partir desta

solugcado mae.

Fracionamento — os extratos foram ressuspendidos em alcool metilico na

proporgao 1:2.

3.4.1) Diluigéo 1 — extrato bruto

Os extratos brutos secos foram ressuspendidos em eppendorfs de 2mL,
na propor¢édo de 1g de extrato bruto em 1 mL de DMSO p.a — solugdo méae, e
diluidos novamente conforme descrito na tabela 1.

O extrato cloroférmico nao é solivel em DMSO puro, devendo, portanto,
ser re-suspendido inicialmente em Teem (TWEEN) 80, um surfactante, e na
sequéncia diluido com DMSO. A melhor propor¢ao encontrada foi 1:1.

Tabela 1: Diluicao dos extratos brutos de jodina rhombifolia

Diluicéo Volume de Volume de Principio Concentragao por
extrato (uL) | DMSO (uL) | Ativo (g/mL) célula (g/mL)
6:1000 6 994 6.10° 1,2.10°
1:100 10 990 1.10% 2.107
6:100 60 940 6.10% 1,2.10"
1:10 100 900 1.10™ 2.10*
6:10 600 400 6.10™ 1,2.10°

3.4.2) Diluigao 2 — fragbes da coluna

As 18 fracOes, obtidas a partir do fracionamento do extrato bruto em
coluna de Sephadex LH-20, foram ressuspendidas seguindo a proporcao

1g/mL, e diluidas novamente conforme a tabela 4 abaixo;
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Tabela 2: Diluicao das Fracdes do extrato metandlico de Jodina rhombifolia

Diluico Vol. extrato | Vol. DMSO | Principio Ativo | Concentragao por
(uL) (uL) (g/ml) Célula (g/mL)
1:1000 (10) 10 990 2.10° 2107
1:600 (60) 60 940 1,2.107 1,2.10°
1:100 (100) 100 900 2.10™ 2107
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3.5) Técnicas de cultivo celular
3.5.1) Descongelamento

As cepas de células matrizes foram armazenadas em tubos de
eppendorf a -80°C ou nitrogénio liquido em meio dimetil-sulfoxido (DMSQO), na
propor¢ao 8:2 (figura 11), identificada por linhagem celular e ndmero da
passagem. As cepas foram descongeladas rapidamente, em banho-maria a 37
°C, em seguida, os frascos foram ser abertos cuidadosamente, em camara de

fluxo & temperatura ambiente, evitando contato com o contelido®.

Figura 11: Armazenagem dos cultivos celulares em frascos criogénicos, sob atmosfera
de nitrogénio liquido

O volume contido em cada frasco foi pipetado, e despejado em um tubo
Falcon. O material celular foi centrifugado por 7 minutos a 2000 rpm. O
sobrenadante foi retirado com a finalidade de inativar o DMSO utilizado para o
congelamento. O pellet formado foi ressuspendido em 2 mL de meio de cultivo
(DMEM + SBF 9:1) e transferido para uma garrafa de cultivo®.

Na garrafa foram adicionados 10 mL de meio de cultivo e esta deixada
em estufa de cultivo com atmosfera de CO; a 37°C durante 24 h (figura 12). Ao
final do periodo o meio foi trocado, com a finalidade de proporcionar suporte
nutricional as células em crescimento e as condigdes de armazenagem, em
estufa mantidas, ao final de 48h o procedimento é repetido®®.

37



Figura 12: Armazenagem dos cultivos celulares em garrafas de polietileno, sob
temperatura controlada em estufa com atmosfera de CO,

3.5.2) Cultura.

A qualidade das células, quanto a morfologia, foi verificada ao
microscopio optico de luz invertida. Quando a ocupacao do fundo do frasco for
suficiente, com pipeta de Pasteur, suga-se o0 meio de cultivo. Em seguida, as
células foram lavadas com 2 mL de tampao PBS (livre de célcio e magnésio)°.

O tampao foi retirado e 4,5 mL de tripsina s&o adicionadas as células,
deixou-se reagir por 7 minutos para que elas se desprendessem do fundo do
frasco. As células foram transportadas para um frasco de centrifuga (Falcon), e
centrifugadas a pelo menos 1000 rpm e por 8 minutos a temperatura ambiente.

Apoés a centrifugagéo o sobrenadante foi aspirado e o pellet de células

misturado a 1 mL de meio de cultivo®.
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3.5.3) Contagem celular

Da amostra preparada conforme descritos anteriormente foram retirados
20ul de solugdo homogénea das células e misturados a 20ul do corante Azul
de Trypan. Homogeneizados em um eppendorf, a fim de submeté-las ao teste
de viabilidade celular®®.

Uma gota dessa mistura (20ul) foi levada a camara de Neubauer (figura
13), a gota se dispersou na camara por capilaridade. Ao microscopio invertido
(figura 14) células claras foram visualizadas, permitindo assim a identificagéo e
a contagem destas.

Figura 13: Camara de neubauer, destinada a contagem de células

Figura 14: Microscopio invertido, e garrafas contendo os cultivos de células de MCF-7
e NH/3T3
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3.6) Ensaio bioldgico para extrato bruto e fracées — Citotoxidade

Depois de quantificadas as células foram semeadas em placas para Elisa,
2.10* unidades de células por cavidade da placa e a elas adicionados 100 pL
de meio de cultivo. As placas foram armazenadas em estufa de CO, a 37°C por
24 horas. Este periodo foi destinado a adesdo das células na superficie da
placa de cultivo®.

As placas foram retiradas da estufa e a cada cavidade adicionados 2 pL
do extrato bruto/ fracdo e 100 uL de meio de cultivo. Foram novamente
armazenadas, sob as mesmas condi¢des, por 48 horas. Este periodo foi
necessario a interacdo dos principios ativos adicionados com as células®.

As placas foram organizadas de maneira a dispor as diluicbes dos
extratos em ordem decrescente de concentracdo. Para extratos brutos,
inicialmente ressuspendidos na proporcao 1:1 (m/v), estas diluicobes sado da
ordem de 600, 100, 60, 10 pL, que correspondem, respectivamente, a uma
massa de 0,6; 0,1; 0,06; 0,01 g/ mL de diluicdo. Considerando os 2 pL
adicionados a cada cavidade, a massa passa a ser, respectivamente, de
1,2.10%,2.10%, 1,2.10™, 2.10®° g de material vegetal bruto®.

Para cada uma das 18 fracbes, as propor¢des de diluicdo foram 1:100,
1:600 e 1:1000. Esta diluicdo totalizou um volume de amostra de 2.10™, 1,2.10°
® e 2.10° g de amostra, respectivamente. Todas as fracdes e suas diluicbes
foram submetidas a ensaio biologico, distribuidas conforme demonstrado na
figura 15. Cada ensaio foi produzido com 4 repeticées, em que, para cada uma
das diluicdes foi utilizado 2 pL de extrato por repeticao?’.

Conseglentemente, o peso de material vegetal acrescentado por
repeticdo foi de 2.107, 1,2.10® e 2.10°, respectivamente, para o volume de

2.10* unidades de células. Foram mensurados ao todo trés ensaios®.
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Figura 15: disposi¢éo dos extratos de Jodina nas placas de Elisa

I G Mmoo w >

Bl Extrato A: distribuido em ordem decrescente (100, 60,10,0);
D Brancos do extrato A;
Bl Extrato B: distribuido em ordem decrescente (100, 60,10,0);
D Brancos do extrato B;
B Extrato C: distribuido em ordem decrescente (100, 60,10,0)
D Brancos do extrato C;

Posteriormente, o experimento foi finalizado pela adicdo de 50 uL de
acido tricloroacético (TCA). Esta acao destinou-se a romper a membrana das
células e a fixacdo de suas proteinas na superficie da placa. As placas foram
deixadas a 4°C por pelo menos 1 hora antes da coloragao?.

Estas proteinas foram coradas com 100 pL de solugédo de sulforodamina
B, e imediatamente foram lidas em espectrofotémetro de Elisa a 492 nm®.

Simultaneamente ao experimento foram produzidas placas, chamadas TO,
que foram tratadas com TCA apds o periodo de 24 horas de incubacao. Assim,
foi possivel mensurar a concentragao inicial de células que estavam aderidas a
superficie da placa, antes da adicao do principio ativo e compara-las as placas

teste, que receberam o tratamento?.
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3.7) Ensaio bioldgico das fragdes ativas — Mecanismo de acao
3.7.1) Cultura de células

A linhagem celular de carcinoma da mama MCF-7, bem como a de
células saudaveis de fibroblastos NH/3T3, foram cultivadas conforme descrito
no capitulo 3.5. Em seguida, foram extraidas das garrafas de cultivo com
auxilio de 1 mL de Trypsina e semeadas em placas Petri, estéreis, de
polietileno com 60 mm de didmetro.

A cada placa foi adicionado 1.10° unidades de células e 5 mL de meio de
cultivo, mantidas por 24 horas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO..
Este periodo destina-se a proporcionar a aderéncias das células a superficie da
placa de cultivo®?.

Em seguida, foram adicionados as placas Petri 100 puL dos diferentes
extrato testado e 5 mL de meio de cultivo, mantidas por 48 horas sob as
mesmas condicdes descritas no paragrafo anterior. Neste periodo esperava-se
que a linhagem tumoral tivesse seu crescimento inibido, enquanto que a

linhagem saudavel proliferacdo e aumento no crescimento®.
3.7.2) Extracao de RNA.

As placas Petri contendo células de MCF-7 e NH/3T3, cultivadas
conforme o descrito no item anterior, foram retiradas da estufa e dispostas em
bandejas contendo gelo, deixadas em repouso por aproximadamente 5
minutos.

O meio de cultivo das placas foi desprezado e as células aderidas lavadas
com 1 mL de PBS para RNA por duas vezes, e lizados com 1 mL de Trizol®. As
placas foram deixadas por aproximadamente 2 minutos em repouso €
transferidas para tubos eppendorf.

A separacdo dos RNAs e proteinas foram feita, incubando-se os
ependorfs a temperatura ambiente por 5 minutos e adicionando 0,2 mL de
cloroférmio p. a.. Os tubos foram agitados por 15 segundos e incubados mais 3
minutos a temperatura ambiente. Em seguida os tubos foram centrifugados a
12000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sistema foi dividido em trés fases: i) uma
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fina superficie résea; ii) uma fase aquosa (RNA) e iii) uma fase vermelha
(cloroférmio/fenol).

A fase intermediaria do RNA foi transferida para outro eppendorf e 0 RNA
da fase aquosa foi precipitado ao misturar 0,5 mL de alcool isopropilico e
seguido do armazenamento dos tubos a -20°C por 24 horas pra completa
precipitacao.

Apbs o periodo de precipitacdo, os eppendorfs foram incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos antes de centrifugados a 12000 rpm por
10 minutos a 4°C. O RNA precipitou formando um pellet sem cor.

O sobrenadante foi vertido e o tubo deixado de boca para baixo para
escorrer residuos do sobrenadante. O pellet foi lavado com alcool etilico 75%,
agitado e centrifugado & 7500 rpm por 5 minutos a 4°C*.

Verteu-se novamente o sobrenadante e os tubos foram deixados virados
por 10 minutos a temperatura ambiente, o pellet seco foi dissolvido com 1 mL
de agua sem RNA e incubado por 10 minutos a 60°C.

A concentracdo de RNA na amostra pode ser quantificada diluindo-se a
amostra em agua miliQ (1:500) e realizada a leitura em duplicatas em um
espectrofotdmetro para acidos nucléicos (GeneQuant®) nos comprimentos de
onda de 260 nm e 280 nm*®. A pureza do RNA foi considerada satisfatéria
quando a razao entre as duas absorbéancias estava superior a 1,6.

No comprimento de onda de 260 nm uma unidade de absorbancia
corresponde a 40 pug de RNA por mL de solucéo, logo, a concentragcédo de RNA
na solugdo original foi calculada pela férmula®®:

[RNA] = A260 x D x 40 pg/mL
Onde: A = absorbancia; D = diluicdo da aliquota usada na quantificagao (por
exemplo, para 1 uL da solucdo de RNA em 400 pL de agua, D = 1:499 = 500
vezes). Além da quantificacdo foi verificado também a integridade do RNA em

gel de agarose 1,5%.
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3.7.3) Sintese do cDNA.

A sintese do cDNA PE feita a partir do kit SuperScript® (Invitrogen).

Em ependorfs, de 500uL, numerados colocou-se 1uL do RNA total das
amostras e igual volume do RNA controle. Em seguida adicionou-se 1uL de
dNTP 10 mM, 1uL dos primers desenhados, completou-se o volume ate 10uL
com agua deionizada e tratada com DEPC. Incubou-se a mistura RNA/primers
a 65°C por 5 minutos, em seguida, transferiu-se para banho de gelo por pelo
menos 1 minuto.

Em um eppendorf de 2mL, preparou-se um meio de reacdo reacao,
contendo 2pL de buffer RT 10x, 4uL de MgCl, 25mM, 2uL de DTT 0,1M e 1pL
de RNAse out. Os volumes da reacao foram ajustados ao nimero de ensaios
realizados.

Adicionou-se os 9uL da reacédo a mistura RNA/primers, homogeneizou-se
e centrifugou-se brevemente. Incubou-se a 42°C por 2 minutos.

Adicionou-se 1uL de SuperScript Il RT em cada tubo menos no controle,
adicionou-se 1uL de agua tratada com DEPC. Incubou-se a 42°C por 50
minutos. Paralisou-se a reag¢édo a 70°C por 15 minutos, e em seguida transferiu-
se o sistema para o banho de gelo.

Finalmente centrifugou-se brevemente, adicionou-se 1uL de RNAse H em
cada tubo e incubou-se a 37°C por 20 minutos. A reacdo foi estocada a
temperatura de -20°C, ou ainda, poderia ter sido testada em gel de agarose
2%.
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3.8) Espectroscopia por infra vermelho

A espectroscopia de infravermelho € uma espectroscopia de absorcao a
qual usa a regiao do infravermelho do espectro eletromagnético, é aplicada
para a identificagdo de compostos ou investigar a composicdo de amostras®.

A espectroscopia no infravermelho se baseia nas freqiéncias de vibragcao
especificas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula, tais
freqiéncias dependem da forma da superficie de energia potencial da
molécula, da geometria molecular, das massas dos a&tomos e eventualmente do
acoplamento vibrénico.

As amostras das fracdes foram ressuspendidas em alcool metilico p.a. na
proporcao 2:1, ou seja, 2g do extrato para 1 mL do solvente. A necessidade da
alta concentracao de deve ao pequeno volume de amostra que é depositado
sobre o substrato®. O substrato utilizado foi um filme fino de silicio, escolhido
especificamente por ser transparente no infra vermelho.

Os substratos foram cortados em tamanhos iguais e limpos através de
submersdo em diferentes solventes. O primeiro aplicado foi acetona p.a., o
substrato foi deixado em repouso nesta solugdo por 15 minutos, lavado trés
vezes com agua MilliQ®, e novamente submerso em um segundo solvente,
agora acido sulfurico 15%. O procedimento foi repetido ainda com acido nitrico
20% e detergente nao ibnico. Os substratos foram secos em estufa por 2 horas
a 30°C e limpos com gas nitrogénio, com a finalidade de remover as marcas
deixadas pela agua na secagem®.

Os extratos foram depositados por Spin-Couted, método que consiste em
intensa agitacdo da amostra sob vacuo, com a finalidade de evaporar o
solvente permitindo que o residuo sélido fique distribuido de maneira
homogénea na superficie do substrato.

Em seguida as amostras foram mantidas em estufa de secagem a
temperatura de 30°C por 4 horas, e deixadas para resfriar em dessecador.

A leitura das amostras foi realizada em espectrofotobmetro de IR com
transformada de Fourier (IR Prestige-21 Shimadzu), em transmitancia, na faixa
espectral de 400 a 4000 cm™, com resolucdo de 50 ciclos de varredura por

minuto.
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Um substrato limpo foi utilizado para zerar o aparelho. Em seguida os

substratos contendo a amostra foram fixados ao leitor e submetidos ao feixe.

3.9) Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Devido a natureza desconhecida das amostras, e a dificuldade de
remocdo de compostos graxos das colunas do aparelho, foi feita a
derivatizacdo das amostras. Este procedimento consiste em promover a
esterificacdo dos possiveis acidos graxos que componham as amostras,
evitando assim que 0s mesmos inviabilizem a coluna.

Em um erlenmeyer de 100 mL com boca esmerilada foi pesado 250 mg
da amostra, foi adicionado 6 mL de uma solu¢cdo 2% NaOH em metanol. A
mistura foi acoplada a um condensador de Liebig, aquecida e deixada em
refluxo por 10 minutos.

Foi adicionado 7 mL da solucdo BF3; em metanol e a mistura aquecida por
2 minutos, 5 mL de hexano p.a. € o sistema deixado em ebulicdo por mais 1
minuto. O aquecimento foi removido para que esfriasse naturalmente.

A mistura foi transferida para um tubo de ensaio e a ela foi adicionada 1
mL de solucdo saturada de NaCl, para facilitar a separagdo das fases. O
sobrenadante foi retirado e transferido para um segundo tubo de ensaio
contendo Na>SOg4, que tinha por finalidade certificar que ndo existia agua na
amostra.

A fase organica foi transferida para frascos de vidro tarados que foram
armazenados em dessecador ate o processamento.

A determinagdo da amostra foi feita em um cromatdgrafo gasoso
acoplada a espectrobmetro de massa, CG/MS (GCMS-QP5050A Shimadzu),
equipada com coluna rtx-Wax, através de método de insercao direta na coluna.
As amostras foram dissolvidas em &lcool metilico p.a.>*.

Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados da
biblioteca do aparelho.
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IV. Resultados e Discussao:

4.1) Produgéao do extrato bruto

Os extratos brutos produzidos demonstraram rendimento médio de 10%,
ou seja, a partir de 60g de material vegetal pesado foram obtidos 6g de extrato
bruto seco ao final do processo de rota evaporacéo e/ou liofilizacao.

Os trés extratos JRA, JRM e JRC foram mantidos sob refrigeracdo por um

periodo de 2 semanas, até serem submetidos ao ensaio bioldgico.

4.2) Ensaios biolégicos a partir do extrato bruto

Foram realizados dois ensaios biolégicos.

No primeiro ensaio foram testadas as cinco diluigdes dos extratos brutos
em duas linhagens celulares: células saudaveis (NH/3T3) e tumorais mamarias
(MCF-7), através dos resultados obtidos foi possivel perceber que o extrato
metandlico apresentou melhor desempenho frente as duas linhagens tumorais,

conforme exposto na tabela 3.

Tabela 3: resultados dos extratos brutos de Jodina, em células tumorais (MCF-7)
frente a extratos de diferentes solventes e de células saudaveis (NH/3T3) frente aos
mesmos extratores.

Diluicdo | MCF-7 (%)| MCF-7 (%) | MCF-7 (%) | 3T3 (%) | 3T3 (%) 3T3 (%)
Aquoso Metandlico | Cloroférmico | Aquoso | Metandlico | Cloroférmico
6:1000 -45,73* -40,73 -73,03 -83,01 58,30** -58,21
1:100 -48,32 -63,47 -71,41 -76,05 65,02 -50,03
6:100 -43,49 -90,38 -92,35 -76,51 63,08 -82,20
1:10 -51,31 -93,09 -87,52 -80,03 66,05 -78,75
6:10 -54,47 -95,26 -66,43 -80,31 76,99 5,49

* valores negativos correspondem a inibicao do crescimento celular;

** valores positivos correspondem a proliferacdo do crescimento celular;
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No segundo ensaio, foi testado o extrato metandélico bruto, frente a quatro
linhagens celulares: 3T3 (fibroblasto saudavel), MCF-7 (neoplasia mamaria),
KB (neoplasia de boca), HT-29 (neoplasia de colo de reto), com a finalidade de
conhecer o comportamento deste extrato em outros tipos de neoplasias. Os
resultados expressos sdo descritos em % de proliferacdo/ inibicdo celular,
conforme demonstrado na tabela 4.

Tabela 4: Resultados obtidos nos ensaios com o extrato metandlicos bruto de Jodina
em diferentes linhagens celulares

o MCF-7 3T3 KB HT-29
Diluicao o o
(% inibicao) | (% proliferagdo) | (% inibigdo) | (% proliferacéo)

6:1000 -44.27* 59,02** -47,47 14,14
1:100 -61,77 65,62 -46,09 16,09
6:100 -93,3 64,58 -38,47 14,83
1:10 -95,08 93,05 -36,83 8,58

6:10 -93,06 66,84 -36,98 3,85

* valores negativos correspondem a inibicao do crescimento celular;

** valores positivos correspondem a proliferacao do crescimento celular;

Observando-se da tabela 3 é possivel perceber que o extrato aguoso JRA
nao apresentou bom desempenho ao aplicado em células tumorais MCF-7,
pois demonstrou valor médio de 48% de inibicdo, independente da
concentragdo do extrato administrada. Aplicado as células normais 3T3, o
extrato aquoso apresentou um desempenho ainda menor, pois produziu uma
acentuada inibicdo, em 79% aproximadamente, comprovando toxidez para esta
linhagem e ainda ndo apresentaram variabilidade significativa em relacdo a
concentracado do extrato administrada.

O extrato cloroférmico JRC, assim como o anterior, ndo apresentou bom
desempenho quando aplicado as células tumorais MCF-7, pois no gradiente de
concentracao crescente tém um percentual de inibicdo também crescente, até
a terceira diluicdo, na sequéncia das demais diluicbes este fator ndo se
confirma, produzindo um efeito contrario, conforme observado na tabela 3.

Aplicado as células normais 3T3, o extrato cloroférmico apresentou um
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desempenho ainda menos coerente, pois produz inibicdo desta linhagem,
capaz de chegar a 82% na terceira diluicdo, e proliferacdo de 5% na maior
concentragao da diluigéo.

Em contrapartida, o extrato bruto Metanolico JRM produziu um resultado
melhor, pois, confrontado as linhagens saudaveis de 3T3 apresentou efeito de
proliferacdo celular que aumentou de maneira proporcional conforme o
aumento da concentragdo (excecao extrato 6:100). Da mesma forma, diante
das células tumorais de MCF-7 apresentou inibicdo celular, crescente em
relacdo a concentracao do extrato.

Os ensaios foram repetidos e os resultados confirmados. Assim, diante do
exposto, optou-se por utilizar apenas o extrato metandlico nos ensaios
subsequentes, por entender-se que esta foi a fracdo cujos resultados foram
mais adequados ao experimento.

No segundo experimento, o extrato metandlico bruto foi aplicado as
quatro linhagens celulares disponiveis no laboratério de Cultivo Celular, cujos
resultados obtidos estdo expressos na tabela 4. As células MCF-7 e 3T3
tiveram comportamento semelhante ao obtido no primeiro experimento. A
linhagem KB apresentou um percentual de inibicdo de 40% em média,
enquanto que, a linhagem HT-29 demonstrou potencia de proliferagdo de até
14% quando exposto ao extrato de menor concentragao.

Os resultados obtidos com a linhagem KB, embora interessantes, nao
foram explorados neste estudo, pois, nosso grupo de pesquisa desenvolveu
outro fitofarmaco que possui resultados mais significativos quando confrontado
a esta linhagem. Assim, o extrato metandlico fracionado foi testado contra as
duas primeiras linhagens celulares.
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4.3) Ensaio biol6gico das fragdes

Foram realizados trés ensaios com as 18 fracdes, a média destes valores
foi expressa em percentuais de proliferacdo e/ou inibicdo celular conforme
exposto na tabela 5.

Pode-se observar na tabela 5 que os extratos 1, 2, 11, 12, 13, 14 e 15
apresentaram inibicdo do crescimento das células de MCF-7 em qualquer
concentracdo administrada. Os extratos 8, 9 e 10 inibiram o crescimento das
mesmas células nas concentracdées 60 e 100, enquanto que, os extratos 3, 4,
5, 16, 18 inibiram o crescimento apenas na concentracao 100 e que os extratos
6 e 17 produziram proliferagdo celular em qualquer concentracao.

Quando relacionados ao efeito nas células NH/3T3 os extratos 1, 2, 3, 4,
5,7,8,9,12, 13, 15, 16 inibiram o crescimento celular apenas na concentracao
100, os extratos 10 e 11 produziram inibicdo do crescimento celular nas
concentragdes 60 e 100. Os extratos 6, 14, 17 e 18 produziram proliferagao
celular em qualquer concentracéao.

Inter-relacionando os resultados foi possivel perceber que, o melhor
desempenho em valores de inibicdo de MCF-7 e proliferacao de 3T3 foram dos
extratos 1, 2, 12, 13, 14 e 15. Dentre os quais, foram escolhidos os de melhor
desempenho para a terceira etapa do ensaio bioldgico.
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Tabela 5: Porcentagem de inibicéao e proliferagédo celular linhagens MCF-7 e NH/3T3 das 18 fragcdes do extrato metandlico obtidas na coluna Sephadex

D"uigéo\ﬂagao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
MCF7

100 -91,86 -84,12 -59,45 -53,81 -59,46 16,27 -69,49 -69,91 -67,19 -58,65 -59,16 -61,59 -66,59 -77,48 -80,81 -1,32 18,97 -38,52
60 -4717 -33,27 3,01 40,87 59,95 724 3459 -39 -14,11 -50,91 -68,37 -60,81 -47,01 -63,22 -3589 44,85 31,32 122,2
10 -36,44 -13,11 39,47 51,32 74,16 84,41 3543 44,58 51,68 13,69 -26,29 -13,39 -22,01 -54,86 -25,93 96,02 85,58 197,2
3T3

100 -94,15 -59,78 -60,73 -56,92 -2,99 38,18 -74,78 -93,76 -97,03 -47,55 -106,37 -109,45 -74,16 48,36 -100,29 -51,76 19,06 25,63
60 46,62 31,96 822 4098 87,84 57,06 31,43 19,12 33,81 -68,92 -31,26 0,08 36,99 93,37 4,04 40,53 52,39 171,59
10 68,25 33,54 12,15 60,14 78,48 106,89 79,28 49,74 5,68 53,63 36,65 44,43 82,69 108,87 31,12 76,51 58,21 138,64
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Nas figuras estdo apresentados os graficos 1 e 2 estado representados os
valores de inibicao/proliferacao celular descritos na tabela 5.

Figura16: Médias dos trés ensaios sobre o efeito das fragdes dos extratos metandlicos
de Jodina sobre o crescimento/inibicao de MCF-7
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Figura 17: Médias dos trés ensaios sobre o efeito das fragdes dos extratos
metandlicos de Jodina sobre o crescimento/inibicao de NH/3T3
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Os extratos de melhor desempenho em inibicdo de MCF-7 e proliferacéo

de 3T3 foram 1, 2, 12, 14 e 15, cujos resultados estdo novamente descritos na

tabela 6.

Tabela 6: Resultados de melhor desempenho nos testes das fragées de Jodina

1 2 12 14 15
MCF7 100 |-91,86 -84,12 -61,59 -77,48 -80,81
60 -4717  -33,27  -60,81 -63,22 -35,89
10 -36,44  -13,11 -13,39 -54,86 -25,93
3T3 100 |-94,15 -59,78 -109,45 48,36 -100,29
60 46,62 31,96 0,08 93,37 4,04
10 68,25 33,54 44,43 108,87 31,12

A observacao detalhada das fracbes 12 e 15 permitem perceber que seu

desempenho foi inferior aos dos demais extratos, pois, em MCF-7 o percentual

de inibicdo das duas maiores concentragdes nado demonstra variacao

significativa no extrato 12. Em 3T3 estes dois extratos tiveram uma inibigao

bastante pronunciada na concentragdo 100, em contrapartida, um crescimento

pouco significativo na concentragdo 60, por este motivo, ambos foram

desconsiderados.
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4.4) Ensaio bioldgico de verificacdo do mecanismo de apoptose

Foram realizados diversos ensaios de extracdo do RNA. No primeiro foi
feito o cDNA dos ensaios em branco das células, conforme o exposto na figura
18.

Segundo a legenda € possivel perceber que houve resultado positivo para
todos os testes aplicados. O Gene P21 que € um gene supressor de tumor que
apareceu de maneira fraca em ambas as linhagens, porém, conforme o
previsto é mais visivel em 3T3 onde deve estar naturalmente mais ativado,
afinal, MCF-7 ja possui codigo genético tumoral.

O Gene BCI2 que é um promotor da sobrevivéncia celular, inibindo a
apoptose, e assim como o anterior pode ser percebido em ambas as linhagens.
Sua presenca era esperada em MCF-7, por se tratar de uma linhagem tumoral,
cujo desenvolvimento é anormal em relacdo a 3T3. Da mesma forma, era
esperado em 3T3, pois no periodo avaliado as células estavam em curva de
ascenséo do crescimento.

Figura 18: PCR em gel de agarose dos cultivos controle de MCF-7, 3T3 e controle do
kit

1 — Marcador

2 — MCF-7 P21 7—3T3BCL2

3 — MCF-7 BCL2 8 — 313 GAPDH

4 — MCF-7 GAPDH 9 — 3T3 beta actina

5 — MCF-7 beta-actina 10 — Control GAPDH

6 — 3T3 P21 11 — Control beta-actina
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Foi analisado como controle da reacdo o gene da beta-actina. A analise
da expressao desse gene mostra a presenca do marcador, estando positiva
nas 3 amostras, na regido de 100pb. A beta-actina (gene ACTB) foi escolhida
por ser uma das seis diferentes isoformas da actina que foram identificadas em
humanos, sendo altamente conservadas nas proteinas que estao envolvidas na
motilidade celular, estrutura e integridade.

O segundo controle adotado foi o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) que é uma enzima envolvida na glicélise. O GAPDH é bastante
conservado entre as espécies Nos ensaios realizados (figuras 18 e 19) foi o
marcador melhor identificado para as linhagens MCF-7 e 3T3, em funcao desta
caracteristica.

Figura 19: PCR em gel de agarose dos cultivos de MCF-7, tratados com as diluicbes
dos extratos de Jodina

7 g e (M e A | S A B e S e

1 — Marcador 9 — MF1410 beta actina
2 - MF210 P21 10 — MF1460 P21

3 -MF210 BCL2 11 — MF1460 BCL2

4 — MF210 GAPDH 12 — MF1460 GAPDH

5 - MF210 beta-actina 13 — MF1460 beta actina
6 — MF1410 P21 14 — MC P21

7 —-MF1410 BCL2 15 - MC BCL2

8 — MF1410 GAPDH 16 — MC GAPDH

17 — MC beta actina
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O segundo ensaio realizado testou os cultivos tratados com os diferentes
extratos e suas diluicbes, sem resultados satisfatérios. A revisdo da
metodologia fez perceber que a armazenagem a temperatura de -20°C nao é
adequada para a conservacao dos RNAs celulares.

Diante disso, foi feito um gel de agarose 0,8%, no qual foram testados os
RNAs extraidos. Destes estavam integros, apenas os provenientes dos cultivos
MCF-7 extrato 2 — diluicao 10, MCF-7 extrato 14 — diluicbes 10 e 60 e MCF-7
controle.

Consequentemente, ndo aparecem na figura 16 os resultados referentes
aos cultivos de MCF-7 extratos 1 — diluicao 10 e 60, MCF-7 extrato 2 — diluicao
60 e todos 0s ensaios complementares com a 3T3.

Na figura 19 pode-se perceber, portanto, a identificacdo positiva para
todos os marcadores testados em MCF-7 (GAPDH e beta-actina).

A presenga de P21 foi percebida de maneira menos significativa nos
tratamentos com os extratos MF210, MF1410 e MF1460 do que no teste com o
controle (MC). Segundo o descrito pela literatura, € possivel que este resultado
indicasse que, os extratos aplicados ndo ativam a acdo deste gene no
metabolismo celular, em um fator acima do qual ele j& estaria naturalmente
presente.

O gene BCL2 aparece de maneira bem significativa, em todos os testes,
MF210, MF1460 e MC, com excecao do F1410.

Conforme descrito anteriormente, admitindo-se que BCL2 atua como um
inibidor apoptético do metabolismo celular, € possivel, portanto, crer que
apenas este extrato, MF1410 estaria menos ativo, ou seja, desencadeando um
processo apoptético.

Assim sendo, os extratos 2 e 14, nas concentracdes aplicadas nao
estariam produzindo morte celular via apoptose, existindo ainda a probabilidade

de outra forma prevista pela literatura.
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4.5) Andlise das fracdes dos extratos de Jodina no infra vermelho.

Escolhidos as fracbes 1, 2, e 14, as amostras secas foram encaminhas ao
Laboratério de Materiais e Catalise, no qual foram depositadas por Spin-
Coating em substratos de silicio, conforme descrito no item 3.8.

A andlise das fragdes forneceu as figuras 20, 21 e 22.

Conforme o previsto, podemos perceber que as figuras 20 e 21 sao muito
semelhantes, devido a sua proximidade de extragcdo, embora se diferenciem
em intensidade dos picos.

Os picos identificaveis, sdo a direita de 3500 cm™, banda larga
correspondente a grupos —OH, logo em seguida, existem a direita de 3000 cm”
' as bandas tipicas das ligagdes de hidrocarbonetos —CH; e —CH, de
deformacao radial.

Em 2400 cm™ ha um sinal comum aos trés espectros, que corresponde ao
substrato de silicio, embora o material seja indicado como translicido ao infra,
ele emite um pico nesta regiéo.

Em 1750 cm™, h& um pico que é mais expressivo no extrato 1, no extrato
2 ele indica o sinal, mas sobreposto a préxima banda, nesta regido do espectro
a correspondéncia costuma ser para ligagdo —C=0.

Figura 20: Detalhe dos IR do extrato metandlico 1 de Jodina rhombifolia
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Figura 21: Detalhe dos IR do extrato metandlico 2 de Jodina rhombifolia

—

Entre 1550 e 1600 cm™ aparecem as bandas comuns de —CHz e —CH, de
deformagédo axial. Entre 1450 e 1400 cm™ a banda que pode ser observada
corresponde as deformacdes produzidas pela ligacdo —C=C, mais uma vez o
pico tem intensidade maior no extrato 1.

A Ultima banda com sinal interessante nos graficos 3 e 4 corresponde a
uma deformagcdo na regido de 1000 a 1200 cm™' que representa as ligagdes de
(—CH>), de cadeia.

Na figura 22, as bandas sdo bastaste incomuns, o0s principais picos de
sinal detectaveis sao as de —CH3; e —CHy nas duas regides de deformacao, que
correspondem a esquerda de 3500 cm™' e entre a faixa de 1500 e 1750 cm™.

Os sinais seguintes sdo entre 1000 e 1200 cm™ e préximo de 650 cm™,
estas bandas correspondem, respectivamente as deformacdes de (—CHy), de

cadeia e a estrutura ressonante de anel aromatico.
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Figura 22: Detalhe dos IR do extrato metandlico 14 de Jodina rhombifolia

% L i H
o] dem \ ‘\‘| ‘ i I A
'U”l (i Il
00 ‘ \‘H\ \ H
!

4000
Amostra liquida

59



4.6) Testes dos extratos por CG/MS

O ensaio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa,
assim como o IR, demonstrou grande semelhanca entre os extratos 1 e 2
(gréficos 6 e 7, respectivamente), diferindo apenas nas intensidades dos picos,
gue sdo mais baixos no extrato 2.

O Extrato 1 (figura 23) apresenta 6 picos de maior intensidade, cujos
tempos de retencdo e razdo massa carga (m/z) sao de 25.287(85),
27°.117(111), 27°.267(138), 27°.607(139), 28'.05"(151), 28°.36”(64).

Figura 23: CG/MS da fragdo 1 do extrato, (a) original e (b) ampliado da regido de

interesse
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O extrato 2 (figura 24) também apresenta 6 picos, com tempos de
retencdo iguais aos anteriores, mas razdo massa/carga diferentes, sdo eles
25'287(87), 27°.117(95), 27°.27”(152), 27°.607(154), 28°.06”(176).

Figura 24: CG/MS da fracdo 2 do extrato, (c) original, (d) ampliado da regido de
interesse
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Em consulta a biblioteca do aparelho se constata que os compostos de
maior probabilidade sdo em geral ésteres de acidos graxos, que apresentam
em sua configuracéo estrutural, ligacbes confirmadas pelo infravermelho. Ou
seja, ambos indicam que os compostos organicos extraidos sao terpenos, de
cadeia reta, insaturada e que possuem ligacbes de —C=0 e —OH em sua
estrutura molecular.

Para o extrato 1 foram indicados, respectivamente, acido hexadecandico-
(93%), (93%),
octadecendico-metil éster (92%), acido 9,12-octadiendico-metil éster Z,Z (93%),

metil éster acido octadecanodico-metil éster acido 9-
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9,12,15-octadecatrienol (Z,Z,Z) (91%), 2-hexadecenol (93%), como estruturas
dos picos identificados. Para o extrato 2, as indicacdes sdo, respectivamente,
acido hexadecanoico-metil éster (93%), acido octadecandico-metil éster (93%),
9-octadecendico (Z)-metil éster (93%), acido 9,12-octadiendico (Z,Z)-metil éster
(90%), 9,12,15-octadecatrienol (Z,Z,Z) (87%), éter monododecyl-etileno glicol
(81%).

O extrato 14 (figura 25), também como descrito no infravermelho,
apresenta poucos sinais de deteccao, estes tém tempo de retencédo e razao
m/z de 25°.28”(29), 27°.117(63), 27°.27"(32).

A consulta a biblioteca indicou compostos ciclicos, saturados e
insaturados. Acredita-se que a aromaticidade do ciclo do composto, detectada
pelo IR possa ter sido quebrada no processo de derivatizacdo das amostras.
Sao indicados, respectivamente, acido hexadecandico-metil éster (91%),
octadecano (78%), ciclodecanol (80%).

Figura 25: CG/MS da fragao 14 do extrato, (E) original, (f) ampliado da regido de

interesse.
Chromatogram (All TIC)]
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V. Conclusao

A partir do exposto, € possivel concluir que:

x Dentre os extratos brutos, produzidos a partir das folhas da Jodina
rhombifolia Hook. et Arn, pelo processo de maceracao dinamica (sendo eles,
aquoso, metandlico e cloroférmico), o extrato metandlico mostrou nas quatro
repeticdes possuir atividade antiproliferativa e antineoplasica frente a linhagens
de células tumorais mamaria de MCF-7. Demonstrou ainda, manter o
desenvolvimento normal e/ou promover o crescimento das células saudaveis,

na linhagem de fibroblastos NH/3T3 pesquisada.

x Testado em outras linhagens tumorais, o extrato bruto metandlico de Jodina
rhombifolia apresentou atividade antineoplasica quando confrontado as células
tumorais de cancer de boca (KB), mas nao apresentou resultados interessantes
para em linhagem de cancer de colo (HT29).

x O fracionamento do extrato bruto em resina de Sephadex LH-20 produziu 18
fracGes, dentre as quais, trés apresentaram acdo ativa semelhante ao do
extrato bruto. A purificacdo do extrato foi confirmada em fungdo do aumentou a
atividade especifica do produto em duzentas vezes (200x). Este célculo pode
ser produzido através da diminuicdo massa de material vegetal adicionada por
unidade de célula, com valores de inibicdo de 93%, no caso do extrato 1.

x O isolamento do RNA das células de MCF-7, produzido com o objetivo de
elucidar o mecanismo de atividade que conduziu a morte desta linhagem,
permitiu constar que nado houve ativacdo da Apoptose - morte celular
programada - nos genes testados. Consequentemente, foi necessario reavaliar
as causas da atividade do extrato.

x A caracterizagdo parcial da estrutura quimica destes fitomedicamentos, por
infra vermelho e cromatografia gasosa, permitiu a identificacao de metil ésteres
dos acidos graxos — éster do acido miristico (93%), éster do acido estearico
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(93%), éster do acido oléico (92%), éster do acido linoleico (93%), éster do
acido linolénico (91%), para as fracées 1 e 2 do extrato bruto, e para a fragao

14 do extrato bruto foi identificado o éster do acido miristico (91%).

x  As células tumorais tém caracteristicamente um aumento da fluidez e uma
diminuicdo da estabilidade da membrana citoplasmatica, diferente das células
saudaveis, cuja, fluidez normal, promove a diferenciagdo celular. Com fluidez
de membrana maior do que nas células normais, as células cancerosas sao
mais susceptiveis aos oxidantes, alguns acidos graxos provocam a diminuicao
da fluidez de membrana das células tumorais do céancer de colo, mama,
pancreas humano e aumenta a viscosidade da membrana de células normais,
consequentemente, sua estabilidade. O que pode justificar a proliferacdo de
NH/3T3 e a inibicdo de MCF-7, contra os extratos de Jodina rhombifolia Hook.
et Arn.
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Anexo

Anexo 1:

RJCB Collection

Rio de Janeiro - Cell Bank

BCRJ: CR119

Cell Line: MCF-7

Tissue: EPITHELIUM

Organ: BREAST

Cell Type: EPITHELIAL

Morphology: EPITHELIAL

Scientific Name: HOMO SAPIENS

Vulgar Name: HUMAN

Sex: FEMALE

Miscelaneous Info: CAUCASIAN, 69 YEAR OLD

Products: Keratin

Culture Medium:

RPMI 1640 medium suplemented with 20% of fetal calf serum. Standard
tripsinization techniques. Split ratio rom 1:5 to 1:8 is recommended.

Consigner: Dr. Ricardo Bretani Ludwick Institute for Cancer Research S&o
Paulo - SP

Reference: J.Nat. Canc. Inst., 51:1409, 1973 Cancer Res., 53:5882, 1993
Additional Info: This cell line was isolated from pleural effusion from 69 year
female Caucasian. Cells exhibit some features of differentiated mammary
epithelium including oestradiol synthesis and formation of domes. Cells may
carry B or C type retrovirus and is consiered to represent a category 2
pathogen. Cells express both wildtype and variant oestrogen receptorss as well
as progesterone receptors. Restricted distribution. Only to be distributed with
formal authorization of Dr. Bretani.

ATCC: Biosafety: 01

Fonte: RUCB Collection*®
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RJCB Collection

Rio de Janeiro - Cell Bank

BCRJ: CR056

Cell Line: NIH/3T3-RAS

Tissue: EMBRYO

Organ:

Cell Type: FIBROBLAST

Morphology: FIBROBLAST

Pathology: NORMAL

Scientific Name: RATTUS NORVEGICUS

Vulgar Name: RAT; NIH SWISS ALBINO

Sex:

Miscelaneous Info:

Virus Resistance:

Tumor Formation:

Products:

Dependency Isoenzymes:

Culture Medium: Dulbecco's MEM 90%, fetal bovine serum 10%. Subculture
procedure: standard trypsinization techniques. A split ratio of 1:3 to 1:6 is
recommended.

Consigner: Dr. Luisa Villa, Instituto Ludwig de Pequisa do Cancer, Sao Paulo;
through Dr. Jose Paulo Leite, Departamento de Virologia, Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro.

Reference: J. Virol. 4: 549-553, 1969.

Additional Info: This is the standard NIH/3T3 cell line (BCRJ-CR055)
transfected with ras oncogene.

ATCC: CRL 1658 Biosafety: 01

Fonte: RUCB Collection*®
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BCRJ:

Cell Line:
Organ:

Cell Type:
Morphology:
Pathology:
Scientific
Vulgar Name:
Sex:
Miscelaneous;
Tumor
Formation:

Isoenzymes:

Culture
Medium:

Consigner:
Reference:

Additional Info:

ATCC:

RJCB Collection

Rio de Janeiro - Cell Bank

CR095

HT-29

COLON

EPITHELIAL
EPITHELIAL
ADENOCARCINOMA
HOMO SAPIENS
HUMAN; CAUCASIAN
FEMALE

44 YEAR-OLD

IN STEROID TREATED HAMSTERS

Me2, 1; PGMS3, 1-2; PGM1, 1-2; ES D, 1; AK1, 1; GLO-1, 1-2; G6PD,
DMEM medium 90%, fetal bovine serum 10%. Subculture procedure:
standart tripsinization techniques. A split ratio from 1:3 to 1:5 is

recommended.

Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

J. Clin. Pathol. 48(2): 143-6, 1995 Br. J. Cancer, 71(4): 744-52, 1995
The HT-29 cell was isolated from a primary tumor in 1964 by J.Fogh
using the explant culture method and medium F12 with 15% fetal
bovine serum. More recently, established cultures have been
propagated in McCoyAs 5a medium with the same serum
suplement. May be distributed to scientific institutions; not to

distributed for any commercial use.
HTB38 Biosafety: 01

Fonte: RUCB Collection*®
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RJCB Collection

Rio de Janeiro - Cell Bank

BCRJ:
Cell Line:
Organ:

Cell Type:
Morphology:
Scientific N:
Vulgar Name:
Sex:
Miscelaneous
Info:
Succeptibility:
Products:
Dependency

Isoenzymes:

Culture
Medium:

Consigner:
Reference:

CRO035

KB

MOUTH

EPITHELIAL
EPITHELIAL

HOMO SAPIENS
HUMAN; CAUCASIAN
Male

ADULT; HELA MARKERS

POLIOVIRUS-1; ADENOVIRUS-3

Keratin
G6PD-A

Dulbecco's MEM 90%, fetal bovine serum 10%. Subculture
procedure: standard trypsinization techniques. A split ratio 1:4 to
1:6 is recommended.

Dr. Jose Paulo Leite, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

Proc. Exp. Biol. Med. 94: 661-, 1957; Science 133: 1559-, 1961.
Derived from a mouth carcinoma of an adult male caucasian. The
cells have been used for a variety of studies including cancer
chemotherapy screening, cell nutrition and metabolism,

Additional Info: tumorigenicity and virus suceptibility. The cells carry HeLa markers

ATCC:

chromosomes. It was one of the early sucessful attempts to isolate
and serially propagate a human cell line directly in monolayer
culture.

CCL 17 Biosafety: 01
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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