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INTRODUÇÃO:  

A descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos continuam a ser um desafio, 

com custos elevados em pesquisa e desenvolvimento. Apesar dos principais avanços no 

conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos no tratamento de feridas, câncer, dor e 

inflamação, as terapias atuais são usualmente insuficientes por possuírem efeitos colaterais 

severos ou eficácia limitada. Por esta razão, a identificação dos mecanismos de ação, a busca 

por novas moléculas que sejam eficazes aliados a menos efeitos adversos, torna-se 

extremamente necessária para as possíveis aplicações [1]. Segundo Newman & Cragg[2], a 

estimativa de drogas provenientes de  produtos naturais nos últimos anos é de cerca de 60%. 

A Bixa orellana L., também conhecida como urucum, é uma planta arbórea que possui em suas 

sementes mais de 73 componentes identificados. Da espécie se extrai um corante natural e, 

em alguns processos são gerados subprodutos, da fração de insaponificáveis, fornecendo uma 

fração enriquecido em geranilgeraniol e outra em tocotrienois. As frações de geranilgeraniol e 

tocotrienol tem descrito importantes atividades farmacológicas, tais como atividade antitumoral, 

neuroprotetivas, antimicrobianas e anti-inflamatórias. O objetivo desta proposta é avaliar a 

estabilidade da fração de tocotrienol 70% resultante do processo e concomitantemente 

identificar a composição dos 30% de componentes desconhecidos dessa fração e sua 

citotoxicidade in vitro em células tumorais humanas para aplicação como ingrediente ativo para 

a indústria farmacêutica. Os resultados fornecerão dados para a padronização do produto 

determinando parâmetros para o controle de qualidade deste insumo.  
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METODOLOGIA: 

O acesso ao uso do patrimônio genético 

esta protocolado na SISGEN sob número XXXXX. 

A fração de tocotrienol, objeto 

desta proposta, é proveniente do resíduo 

de extração de bixina de Bixa orellana 

produzidas através da colaboração com Dr. Paulo do projeto FAPESP (#2018/25761-8) do 

Instituto de Tecnologia de Alimentos em Campinas. (Carvalho, P., BR 102015029422-A2, 

deposito em 19/07/2016). 

Foram utilizados métodos cromatográficos preparativos e analiticoas para 

monitoramento, fracionamento e identificação das frações separadas a partir da amostra 

denominada tocotrienol 70%. 

A atividade antiproliferativa das amostras foi. Foram avaliadas linhagens de MCF-7 (mama) 

realizada segundo o protocolo descrito por Monks et al.(1991). As células dispostas em placas de 96 

compartimentos (100 µL/mL de suspensão celular, densidade de inoculação: Tabela 1) serão expostas 

a quatro concentrações (0,25; 2,5; 25 e 250 µg/mL, em meio completo) de cada amostra, previamente 

diluída em dimetilsulfóxido (100mg/mL, solução estoque), e incubadas por 48h. Uma placa controle (T0) 

será fixada com ácido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) no momento da adição das amostras. Com base 

em resultados anteriores, sabe-se que a concentração final de DMSO (<0,25%) não interfere na 

viabilidade celular. Após o período de exposição, as células tratadas serão fixadas com TCA e a 

proliferação celular será determinada por quantificação espectrofotométrica (540 nm) do conteúdo 

proteico celular usando o corante sulforrodamina B. A partir das leituras espectrofotométricas (T1 e T0), 

será calculado a proliferação celular para cada concentração de amostra testada. Esses resultados 

serão expressos em curvas de proliferação celular de cada linhagem em função da concentração da 

amostra. A partir desses gráficos, será calculada uma das três concentrações efetivas, a saber, GI50 

(concentração necessária para inibir em 50% a proliferação celular), TGI (concentração necessária para 

inibição total de proliferação celular) e LC50 (concentração necessária para promover 50% de morte 

celular), através de regressão não linear, tipo sigmoidal, empregando-se software ORIGIN 8.0® 

(OriginLab Corporation (as linhagens avaliadas estão descritas na Tabela 01 em resultados).          

 

 

          RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

   Figura 1: Estrutura dos Isômeros do Tocotrienol 
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Como primeiras etapas no desenvolvimento da parte experimental do projeto, foram 

realizadas cinco colunas filtrantes, para a separação dos componentes correspondente 30% 

residuais da amostra contendo 70% de tocotrienol. Na figura 2 abaixo, foram representadas 

todas as cinco colunas filtrantes, com as respectivas CCDs utilizadas para monitorar o  

processo; também, foram destacadas as frações mais importantes de cada uma, 

inclusive àquelas utilizadas nos testes in vitro.  

Figura 2: Representação das colunas cromatográficas e das CCDs realizadas durante a parte 
experimental 
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Com a utilização das frações 4,8,6.1,6.2 e 6.3 mostradas no fluxograma, foi realizada 

então, a análise de citotoxicidade in vitro. Os 

resultados referentes ao GI50 (quantidade 

necessária para inibição de 50% do 

crescimento celular) estão representados na 

Tabela 1 ao lado, juntamente das linhagens à 

que foram expostas as frações. Analisando o 

resultado, se observa que a fração 6.3 foi a 

única que apresentou bons resultados em 

todas as linhagens tumorais utilizadas, com ênfase na linhagem de glioma U251. Desta forma, 

mais um estudo foi realizado para a fração 6.3: um gráfico referente à concentração das 

amostras vs crescimento celular (Tabela 2). Pelo gráfico, se observa uma indução de morte 

celular em todas as linhagens em maiores concentrações; além disso, com exceção de duas 

linhagens (H460 e K562), a inibição do crescimento 

foi de cerca de 100% em todas as demais linhagens, 

com altas concentrações. 

Com o resultado da última coluna de 

separação, todas as frações foram separadas em 

quatro partes no total. As que continham a maior 

porção de tocotrienol segundo a CCD realizada e 

permaneceram inalteradas foram 95:5 e 94:6 

(Hexano:Acetato); as outras duas partes foram 

denominadas de Mix 1 (Hexano puro → 96:4) e Mix 2 (93:7 → Acetato puro), que 

contemplaram as demais frações presentes na CCD. Foi realizada uma nova CCD com as 

quatro partes para a comprovação de uma boa separação das amostras e para a sua 

comparação com os espectros de massas da amostra original para identificação de 

compostos. 

 Para avaliar a presença dos outros compostos na formulação de 

tocotrienol 70%, foi elaborada uma placa preparativa de sílica, em que 

cada parte separada via luz ultravioleta foi coletada em um frasco 

diferente; desta forma, foram observadas cinco regiões distintas cm a luz 

UV. Foram denominadas de F (tocotrienol de interesse), F+1 (uma faixa 

acima da F), F+2 (duas faixas acima da F), F-1 (uma abaixo da F), R 

(residual). A CCD realizada após a coleta das cinco partes descritas acima 

Tabela 1: Valores de GI50 das frações utilizadas em oito 
linhagens humanas tumorais e uma humana não tumoral. 

Gráfico 1: Concentração das amostras x crescimento 
celular de diversas linhagens celulares após 48h de 

exposição 

Figura 3: CCD realizada 
após placa preparativa 
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está ao lado (Figura 3), confirmando uma boa separação do tocotrienol na fração F do 

restante dos componentes nas demais partes. 

Também foi avaliada a amostra tocotrienol 70% por cromatografia gasosa acoplada a 

detectos de massas (GC-MS). A análise foi realizada para se ter o parâmetro de quais são os 

componentes que existem na 

porção residual que não fosse o 

próprio composto tocotrienol. 

Com o espectro em mãos 

(Figura 4), foi-se possível 

identificar a presença de três 

principais grupos. No primeiro 

grupo, no intervalo de 6-12 

minutos, se observa a presença 

de monoterpenos de baixas massas molares, presentes nos 30% residuais da composição 

inicial. O segundo grupo, no intervalo 18 -20 minutos, se refere a compostos de cadeia linear e 

sesquiterpenos. Por fim, o terceiro e maior grupo na faixa dos 34 -38 minutos, referente aos 

isômeros delta, gama e beta do tocotrienol, mostrando a nítida presença dele na amostra. 

CONCLUSÕES: 

O trabalho de qualificação de ingredientes de origem natural envolve estudos de 

segurança, eficácia e reprodutibilidade. Neste trabalho foi iniciado a identificação dos 

componentes da mistura para posterior definição dos marcadores e teores a serem 

padronizados para garantir a reprodutibilidade do ingrediente. Os estudos in vitro em células 

tumorais e não tumorais fornece dados preliminares dos efeitos de toxicidade da amostra.  
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Figura 4: Espectro GC-MS do tocotrienol 70% 


