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INTRODUCAO

Ao longo dos séculos, o emprego de produtos naturais na medicina popular ocorreu em diversas culturas
ao redor do mundo, tanto que as praticas medicinais encontradas na China, india, Egito e América do
Sul sdo reconhecidas pela Organizagdo Mundial da Satide pela tradicionalidade do uso de plantas como
recurso terapéutico (SIMOES, 2017). As pesquisas de plantas medicinais em Quimica de Produtos
Naturais, tradicional ramo da Quimica no Brasil, possibilitam a investigagdo de substancias bioativas
que possam ser utilizadas em novos farmacos, com efeitos colaterais reduzidos e tratamentos mais
eficientes. A Ruta graveolens L. (arruda) ¢ uma planta de interesse de estudo, uma vez que em sua
bibliografia ¢ indicada por sua atividade antibacteriana (ORLANDA; NASCIMENTO, 2015) ¢ seu
extrato, obtido com solventes orgénicos, contém substancias das classes de metabolitos secundarios, tais
como, alcaloides, flavonoides, fendis, furanocumarinas e cetonas (Ministério da Saude, 2021). Estudos
farmacologicos e ensaios de toxicidade (in vitro) de preparacdes obtidas da espécie mostram resultados
promissores de citotoxicidade.

OBJETIVOS

O presente projeto possui como objetivo realizar o estudo quimico e biologico das folhas frescas
da R. graveolens, a fim de identificar compostos uteis como ferramentas de pesquisas bioldgicas
e encontrar substancias bioativas, além de verificar o potencial anticarcinogénico das
substancias presentes frente a trés linhagens de células de adenocarcinoma de mama (MCF-7,
MDA-MB-231 ¢ MCF-10A) e adenocarcinoma de prostata (PC-3).

METODOLOGIA

As folhas de R. graveolens foram coletadas, limpas e secas. O material vegetal, devidamente seco, foi
triturado e pesado. Foram obtidos 26,52 g das folhas da R. graveolens, sendo 24,52 g destinadas a
extragdo com MeOH, e 2,00 g dividido igualmente para extra¢do com os solventes Hex, DCM e AcOEt
e Eter. A extragdo foi realizada por maceragio estatica com 300 mL de MeOH e 5 mL de cada um dos
solventes ja citados. Em seguida, foram submetidos ao banho ultrassénico em trés periodos de quinze
minutos com cinco minutos de intervalo. A seguir, o extrato metandlico foi filtrado e concentrado em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, retirando o solvente da amostra e obtendo o extrato
metanolico de 4,32 g de massa.

Para estabelecer um perfil para uma mistura complexa dos metabolitos obtidos no extrato, a técnica de
separagdo por cromatografia em camada delgada (CCD), foi utilizada (COLLINS et al., 1995). As placas
cromatograficas usadas tinham 5 cm de altura e 5 cm de largura e 20 cm de largura e 5 cm de altura, ¢ a
fase mdvel foi composta por hexano e acetato de etila na propor¢ao 1:1. Os extratos foram aplicados nas
placas CCD por tubos capilares em 0,5 cm da base inferior e introduzidos em cubas de vidro contendo
o eluente e fechadas com vidro de reldgio. A fim de avaliar o perfil quimico e revelar metabolitos
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incolores na luz visivel, as cromatoplacas foram observadas sob luz UV em comprimentos de onda de
254 nm e 365 nm e, entdo, foram aplicados os reveladores de solug¢des de cloreto férrico, cloreto de
aluminio, verde de bromocresol, vanilina, hidréxido de potassio, reagente de Dragendorff e vapores de
iodo (MARQUES, BORGES, 2012).

Para realizar o ensaio de cromatografia em coluna (CC), foi utilizado 50,00 g de silica misturada a 200
ml de Hex a fim de montar a fase estacionaria da coluna. Para o adsorvato, foram utilizados 1,00 g do
extrato metanolico junto a 3,00 g de silica e solubilizado em 5 ml de hexano. Logo apoés, foram
preparadas solugdes com os solventes hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt), alcool butilico (BuOH),
e acido acético (HOAc) dissolvido em agua (1:1). Foram recolhidas 295 fragdes de 5 ml deste processo,
entdo, foram realizados testes de CCD para identificar as fragdes com composi¢cdo semelhante que
poderiam ser agrupadas. Foi possivel reunir 11 fragdes, das quais duas foram enviadas para avaliagdo
de atividade citotoxica.

Na ressonancia magnética nuclear, os espectros unidimensionais de RMN de 'H e de

RMN de '3C foram registrados em espectrometro Bruker UltraShield 300 operando a 300 MHz. Os
espectros foram obtidos em cloroférmio deuterado (CDCIl;) da marca TediaBrasil contendo 1% de
tetrametil-silano - TMS (Sigma-Aldrich) e colocado para ensaio em uma sonda de 5 mm BBO.

Para a avaliagdo da atividade citotoxica foram analisados o extrato metandlico (RgEB) e as fracdes RgF3
e RgF4 obtidas no ensaio por CC. Os ensaios de avaliagdo da atividade citotoxica foram realizados frente
as linhagens de células tumorais de MCF-7, MDA-MB-231 e PC-3, e ndo tumorais de MCF-10A.
As células, cultivadas em meios de cultura especificos, tiveram seu crescimento controlado e avaliado
a cada 24 horas durante dois dias. As linhagens foram plaqueadas e numeradas. Ap6s 24 horas de
incubacdo iniciaram-se os tratamentos com o extrato metandlico e com as fragdes. Apos outras 24 horas
foram feitas as medidas de atividade anticarcinogénica e o produto resultante foi quantificado por
espectrofotometria, no qual a densidade otica celular ¢ determinada através da absorbancia,
demonstrando o crescimento celular em 24 horas. (MOSMANN, 1983).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na massa inicial de material vegetal (24,52 g) e a massa de extrato metandlico obtido (4,32
g), o rendimento médio, calculado em porcentagem massica da extracdo, foi de 17,62%. A partir do
ensaio de cromatografia de camada delgada (CCD), com elui¢do de Hex e AcEOt, na proporgdo 1:1, foi
possivel avaliar o perfil quimico dos extratos em Hex, DCM, AcOEt e MeOH. Foi possivel a
identificacdo da presenca de diferentes classes de metabdlitos secundarios evidenciados pelos ensaios
com os reveladores usados. Os resultados obtidos na cAmara de vapor de iodo e com o revelador KOH
em solucdo etanodlica indicam a presencga de terpenos. O revelador vanilina confirma a presenca do grupo
alcool entre os metabolitos que compdem o extrato. Os reveladores cloreto férrico e cloreto de aluminio,
sugerem, respectivamente, a presenga de compostos fenolicos e flavonoides. A presenga de alcaloides ¢
indicada pelo resultado positivo com o revelador Reagente de Dragendorff. Os carotenoides foram
facilmente percebidos apos revelagao na luz visivel.

Para obter uma indicagdo das classes de substincias presentes no extrato metanolico de R. graveolens
foram realizadas analises por RMN. O cloroférmio deuterado (CDCls) foi usado para solubilizar 10 mg
do extrato e apresentou pico de impureza de CHCl3, presente em Oy 7,26 ppm no RMN de Hidrogénio
e um padrio de trés picos centrados presentes em Oc 77 ppm no RMN de Carbono-13. Os sinais entre

Ou 3,1 e Oy 4,4 podem estar associados a hidrogénios com um atomo de carbono sp’ ligado a um
oxigénio como em (—O-CH2-) ou (-O—-CH3), o que seria compativel com a presenca de grupos
associados as classes funcionais alcool, éter e éster. A regido entre Oy 4,5 e Ou 6,0 normalmente ¢
associada a hidrogénios com um 4tomo de carbono C=C sp? sugerindo a presenca de alquenos, o que
pode estar associado com a presenca de terpenos no extrato. Entretanto, esses hidrogénios também
podem corresponder a compostos fenodlicos (Cf. Figura 1). No espectro de RMN de *C foram
observados 25 sinais mais intensos (Cf. Figura 2).
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Figura 1. Espectros de RMN de 'H. Figura 2. Espectros de RMN de *C. (CDCls,
300 MHz) (CDCl3, 300 MHz)

Os resultados do ensaio de atividade anticarcinogénica foram comparados com os obtidos para
Doxorrubicina (DOXO; Sigma) e Curcumina (CUR, Sigma), os quais foram usados como droga padrao.
Considerando CEsy a concentragdo necessaria para reduzir em 50% o nimero de células tumorais, os
resultados de atividade citotoxica para MCF-7 destacam-se para as fracdes RgF3 e RgF4 uma vez que
sdo bem menores que aquele obtido para o extrato bruto RgEB. Podemos supor que a substincia, ou o
grupo de substéncias, responsaveis pelo resultado devem estar presentes nessas fragdes. No ensaio de
atividade citotoxica para PC-3 o resultado obtido para a fracdo RgF4 ¢ um pouco melhor do que aquele
obtido para a fragdo RgF3. No caso do ensaio de atividade citotoxica para MDA-MB-231 o resultado
para a fragdo RgF3 foi excelente, sendo o melhor considerando as quatro linhagens de células analisadas.
O ensaio de atividade citotoxica para MCF-10A também apresentou 6timos resultados para as fragdes
RgF3 e RgF4, sendo estes melhores que o observado para o extrato bruto RgEB.

CONCLUSOES

Levando em consideragdo que o metanol ¢ um solvente capaz de extrair heterosideos em geral e que,
principalmente, devido a sua alta polaridade, consegue interagir com uma variada quantidade de
compostos, sua escolha para ser o ponto de partida neste estudo foi adequada. Os solventes utilizados
para realizar a cromatografia em coluna também se mostraram eficientes para separar diferentes
compostos conforme sua polaridade nas fragdes obtidas. O rendimento obtido na extragdo das folhas
frescas da espécie Ruta graveolens foi compativel com aquele observado em outros estudos.

O estudo fitoquimico realizado com o extrato metandlico de Ruta graveolens permitiu a identificacdo
da presenca de diferentes classes de metabolitos secundarios evidenciados pelos ensaios com o0s
reveladores usados. Os espectros de Hidrogénio e de Carbono-13, obtidos pela técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear para o extrato bruto RgEB e para as fra¢cdes RgF3 e RgF4, ratificam o perfil quimico
estabelecido pela Cromatografia em Camada Delgada.

Os ensaios de atividade citotoxica para o extrato metanolico RgEB e para as fragGes testadas mostram
resultados positivos de atividade frente as linhagens de células tumorais de adenocarcinoma mamario
ndo metastatico (MCF-7), adenocarcinoma de prostata ~ (PC-3), ndo tumorais de adenocarcinoma
mamario de tecido normal (MCF-10A) e adenocarcinoma mamario metastatico (MDA-MB-231), em
especial, o mais expressivo. Dessa forma, pretende-se dar continuidade a esse estudo, realizando uma
analise de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas para o extrato bruto, analisando
as demais fragOes obtidas e, posteriormente, isolando as substincias presentes nas fragdes que
apresentarem as melhores atividades anticarcinogénicas.
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