UNIVERSIDADE TIRADENTES

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

CARACTERIZACAO E AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DE
EXTRATOS RESINOSOS DE PROPOLIS VERMELHA OBTIDOS POR
LIQUIDOS PRESSURIZADOS

FELIPE MENDES DE ANDRADE DE CARVALHO

Aracaju
Janeiro 2019



UNIVERSIDADE TIRADENTES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

CARACTERIZACAO E AVALlAng DO EFEITO CITOTOXICO
DE EXTRATOS RESINOSOS DE PROPOLIS VERMELHA OBTIDOS
POR LIQUIDOS PRESSURIZADOS

Pesquisa apresentada a banca examinadora
como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre na area de concentracdo em Saude e

Ambiente.

FELIPE MENDES DE ANDRADE DE CARVALHO

Orientadores
Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque Junior, PhD.
Silvana Vieira Floresta Gomes, PhD.

Aracaju
Janeiro 2019



Carvalho, Felipe Mendes de Andrade de
C33lc Caracterizagdo e avaliagdo do efeito citotoxico de extratos resinosos
de prépolis vermelha obtidos por liquidos pressurizados / Felipe Mendes de Andrade
de; orientagdo [de] Prof.° Dr.° Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque Janior, Prof.

2 Dr.2 Silvana Vieira Floresta Gomes — Aracaju: UNIT, 2018.

60 f. il ; 30 cm

Dissertacdo (Mestrado em Satde e Ambiente) - Universidade Tiradentes, 2018

Inclui bibliografia.

1. Extrato. 2. Prépolis. 3. Antitumoral |. Carvalho, Felipe Mendes de
Andrade de. Il. Albuquerque Janior, Ricardo Luiz Cavalcanti de. (orient.). IIl.

Gomes, Silvana Vieira Floresta. (orient.) IV. Universidade Tiradentes. V. Titulo.

CDU: 606: 638.135: 615. 277




CARACTERIZACAO E AVALIAGCAO DO EFEITO CITOTOXICO DE
EXTRATOS RESINOSOS DE PROPOLIS VERMELHA OBTIDOS POR
LIQUIDOS PRESSURIZADOS

Felipe Mendes de Andrade de Carvalho

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA A BANCA EXAMINADORA PARA A
OBTENCAO DO TIiTULO DE MESTRE EM SAUDE E AMBIENTE, NA AREA DE
CONCENTRAGCAO SAUDE E AMBIENTE.

Aprovada por:

Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque Janior
Orientador

Silvana Vieira Floresta Gomes
Orientadora

Francine Ferreira Padinha
Universidade Tiradentes

Laiza Canielas Krause
Universidade Tiradentes

Margarete Zanardo Gomes
Universidade Tiradentes (Suplente)

Aracaju

iv



Janeiro 2019

AGRADECIMENTOS

Gostaria neste momento de muita emocdo onde estou quase me tornando
Mestre, agradecer a todos que fizeram e fazem parte desta jornada.

Agradeco a meus amigos e familiares por todo apoio e suporte para chegar
até aqui, meus avoés, por sempre estarem ao meu lado e me proporcionarem 0
melhor.

Aos meus professores por me darem a honra de receber um pouco dos seus
conhecimentos, agradeco a familia LMPE em especial a Rose Nely que
acompanhou toda minha trajetoria de perto auxiliando nas minhas vitorias e
conquistas.

As professoras Francine Ferreira Padilha e Laiza Canielas Krause, por
aceitarem fazer parte desta importante etapa da minha vida trazendo contribuicbes
importantes para o desenvolvimento do meu trabalho, serem partes fundamentais na
idealizacdo e execucao dos processos metodologicos, por toda disponibilidade em
me receber para tirar dividas e me auxiliar nos momentos em que mais precisei.
Serei eternamente grato ao que as senhoras fizeram por mim e espero poder um dia
retribuir.

Agradeco ao Jaderson por me acompanhar no processo da cromatografia me
ensinando parte dos seus conhecimentos com paciéncia e atencao estando sempre
disponivel para contribuir com esta pesquisa.

Aos colegas no NUESC que também estiveram presente nesta importante
etapa da pesquisa.

N&o posso deixar de mencionar as professoras Cleide Mara, Patricia Severino
e Luciana Nalone, que foram fundamentais em diversas etapas da metodologia da
minha pesquisa.

Aos professores Marcos Almeida, Luciana Holanda, Margarete Zanardo,
Adriana Karla, Juliana Cardoso, Edna Aragdo, Maria Nogueira, Andressa Coelho,
Claudia Moura, Rubéns Madi, Veronica Sierpe, Marlizete Maldonado, Rodrigo
Fujimoto, Cristiane Cunha. Foram meus professores no curso do mestrado e sao
grandes professores da vida. Gostaria que os senhores soubessem que sdo minha
maior referéncia e que o meu objetivo € um dia ser pelo menos parecido com as
grandes pessoas que respeito e admiro

Agradeco as agéncias de fomento CAPES e FAPITEC pelo investimento, por
propiciarem a execucéo deste estudo.

E por dltimo, mas ndo menos importante, de todo coracdo agradeco aos
meus orientadores, professora Silvana Floresta por estar sempre perto
proporcionando 0s recursos indispensaveis para a pesquisa, e ao professor Ricardo
Luiz Cavalcanti de Albuquerque Junior, meu orientador desde a iniciacéo cientifica
gue incentiva e encoraja seus alunos no campo da ciéncia a se destacarem por suas
capacidades. Obrigado professor por representar um exemplo profissional a ser
seguido.



SUMARIO.

RESUMO/ ABSTRACT ...ttt sssssnnnnes viii
RESUMO ...ttt e e e et e e bbb e e e e e et e e b e e iX
L INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt st e et seae et e st e e steeaesteareaneas 11
2 OBUIETIVOS .ttt eear s 14
2.1 GRIAN ..ttt 14
2.2 ESPECITICOS ...oeiiiiiii ittt 14
3 FUNDAMENTACAO TEORICA ......ooveieeeeeee ettt ann e 16
Ll CANCET it a e e 16
3.1.2 Tratamentos mais frequentes para 0 CANCET ..............uuuuerrirmmmmmimnnniinnininnenanns 16
3.2 Substancias NaturaiS € CANCET ...........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiieieiiereere e 17
3.3 Propolis VEIMEING ........cooiiiiiiiieiiii e 19
3.0 EXIAIGAO . ...ttt 20
4 MATERIAL E METODOS ....ooviiieeiecee ettt ettt st aneane e 24
4.1 Obtencao da propolis VErMEINA .........ccooiiiiiiiiiieee e 24
4.2 Processamento da AMOSIIA .. .ccooeeeeeeeeeeeee e 24
4.3 Extracao por liquidos pressurizados ..........c..eeeeeieeeiiiiiiiiiiiiiae e 24
4.3.1. ANALISE dOS AAUOS. .....cceiiiiiiiiiiiii ettt a e e 26
4.4 AvaliaGao do rendimMeENtO......ccoeeieie e 26

4.5 Cromatografia gasosa bidimensional acoplada a espectrometria de massas

(COIMS) ..ottt ettt e et 27
VANV F=Tor=To o b= W od 1 (0] (o) d [ [0 F= To [ 27

4.6.1 ANALISE dOS AUOS......ccciiiiiiiiiiiii ettt e e 28

4.6.2 ANALISE ESLALISHICA ....eeiiieeiiiiiiie e 29

6 RESULTADOS E DISCUSSAQ .......coiiieieeeee ettt ann e e 31

6.1 Desenvolvimento do método de extragdo N0 ASE™ 100 ...........eevvvevmmmmennnnnnnns 31

vi



6.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) ......... 35

6.3 Avaliacdo do efeito citotoxico dos extratos da propolis vermelha utilizando o

ENSAU0 COIOMMEIIICO M T ittt eens 46
7 CONCLUSAOD . ...ttt e e e ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e aenes 51
REFERENCIAS ....oee oottt e e et e e e et e e e e e et e e e e e e e e e eee e e e e ereeeeaannes 53

Vi



RESUMO/ ABSTRACT



RESUMO

Entre as neoplasias malignas o cancer de co6lon e o cancer de prostata estdo entre os mais
frequentes no Brasil, essas patologias acometem milhdes de brasileiros todos os anos. Este
fator incentiva pesquisas relacionadas ao tratamento adjuvante com a utilizacdo de produtos
naturais. Dentre eles, destaca-se a propolis vermelha, material resinoso de origem vegetal,
sintetizado pelas abelhas da familia Appis mellifera, possuem diversos compostos quimicos
que frequentemente apresentam atividades biolégicas. Portanto, o objetivo desta pesquisa
foi desenvolver um método de extracdo utilizando a extracdo por liquidos pressurizados para
obtencdo de compostos com baixa polaridade da prépolis vermelha com potencial atividade
citotoxica. Para isto, foi realizado um planejamento fatorial completo 23, com o intuito de
avaliar as influéncias das variaveis independentes ou fatores (temperatura, n° de ciclos, e
tempo de extracdo) em relacdo a variavel dependente (resposta) que corresponde ao
rendimento (%). Os extratos foram submetidos a analise por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG/MS) para a identificagdo dos compostos quimicos, e para
avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio colorimétrico MTT em diferentes
linhagens de células tumorais (HCT116 e PC3). Os resultados mostram que o extrato 5
obtido a partir de 70 °C e 1 ciclo de extragdo de 10 min apresentou forte atividade citotoxica
frente as linhagens celulares testadas. A andlise por CG/MS revelou a presenga de
hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, éteres e terpenos como lupeol, lupenona e o acetato de
lupeol na maioria dos extratos. Contudo, foi possivel concluir que o maior rendimento néao
significou a maior atividade citotéxica e que as condi¢cbes Otimas de extracdo estédo

relacionadas a temperatura de 70 °C.

Palavras-chave: Extracao; Prépolis; Antitumoral.



ABSTRACT

Among malignant neoplasms, colon cancer and prostate cancer are among the most
frequent in Brazil, these pathologies accompany millions of Brazilians every year. This
incentive factor is related to the adjuvant treatment with the use of natural products. Among
them, a red propolis, a resinous material of vegetal origin, synthesized by the bees of the
Appis mellifera family, as well as the basic sources of biological resources stands out.
Therefore, this is an extraction method used for pressurized extraction for the choice of
components with the polarity of the red propolis with potential cytotoxic activity. In order to
evaluate the influences of life variables or factors (temperature, number of cycles, and
extraction time) in relation to a dependent variable (response), this study is a factorial
planning in 23. The extracts were analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC/MS) for the determination of chemical compounds, and for the evaluation
of cell viability, the MTT colorimetric assay in different tumor cell lines (HCT116 and PC3).
The results show that the extract 5 obtained from 70 °C and 1 cycle of extraction of 10 min
presents strong cytotoxic activity in front like cell lines tested. GC/MS analysis is a presence
of hydrocarbons, alcohols, ketones, esters and terpenes such as lupeol, lupenone and lupine
acetate in most extracts. It was not possible to conclude what a large non-significant yield is

and have an activity greater than the temperature of 70 ° C.

Keywords: Extraction; Propolis; Antitumor.
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1 INTRODUCAO

O céancer é caracterizado pelo crescimento desordenado de células que invadem os
tecidos e 6rgdos e acomete a humanidade (BOSE et al., 2017; FAKHRY et al., 2017;
SIEGEL et al., 2017; POST et al., 2018). Por se tratar de neoplasias que tendem a ser
incontrolaveis e agressivas, o Ministério da Saude (MS), encoraja e incentiva pesquisas
relacionadas ao controle, cura e qualidade de vida dos portadores, este fator agregado a
elevada incidéncia nacional atrai a atencdo das pesquisas direcionadas a neoplasia
(BRASIL, 2009).

Avaliou-se o surgimento de aproximadamente 21,7 milhdes de novos casos de
cancer e 8,2 milhdes de mortes por cancer em todo o mundo até 2030 (ZAIDI, 2019). No
Brasil, foram estimados 314,55 novos casos em homens e 292,74 em mulheres para cada
100.000 habitantes para o ano de 2018 (INCA, 2018). Para cura ou controle do cancer
alguns tratamentos como cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo os mais utilizados
(SCHILDMANN, 2019). Estes consistem na remoc¢do do tecido tumoral e adjacentes e
interrupcdo do ciclo de replicacdo de células tumorais e ndo tumorais causando efeitos
como diarreia, perda de cabelo, mucosites, imunodepresséo, nauseas e vémito, podendo
afetar a qualidade de vida dos pacientes (VAN EENBERGEN et al., 2019).

Estima-se que boa parte da populacdo de paises em desenvolvimento faz uso de
produtos derivados da natureza. Estes sdo utilizados por oferecerem efeitos promissores no
tratamento de diversas doengas podendo provocar menores danos ao organismo e

facilidade de aquisi¢édo (LI et al., 2017).

Atualmente existe uma variedade de prépolis como a verde, amarela, marrom e
vermelha, esta é considerada um substrato natural produzido a partir da seiva de plantas
nativas de manguezais, por este motivo distingue-se sua coloracdo de aspecto
avermelhado. Estudos com o0s extratos de alta polaridade frequentemente apresentam
atividades antimicrobiana (BUENO-SILVA et al., 2017), anti-inflamatéria (COLINA-COCA et
al., 2017), antioxidante (PELLATI et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2016; COLINA-COCA et
al., 2017; SANTOS et al., 2017) cicatrizante (CORREA et al., 2017) e antitumoral (RIBEIRO
et al., 2015; FROZZA et al., 2017).

No estudo realizado por Nunes et al. (2009) foi demonstrado que, além das
substancias quimicas obtidas por solventes de alta polaridade como compostos fendlicos,
amostras de propolis vermelha também apresentam consideravel quantidade de
constituintes de baixa polaridade, como terpenos, n-alcanos, &-cardinol e trans-anatol.
Alguns destes compostos, como sesquiterpenos, apresentaram atividade antitumoral in vitro

(ALARIF et al., 2012).
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O método de extracdo com liquidos pressurizados também pode ser utilizado para
obtencdo de compostos de baixa polaridade da prépolis (BISCAIA; FERREIRA, 2009;
MONROY et al.,, 2018). Essa extracdo se destaca por utilizar solvente sob alta presséo
permitindo maior dessor¢cdo do analito presente na matriz, podendo utilizar diversos
solventes, sendo um processo rapido que consequentemente promove menor exposi¢ao do
profissional aos solventes organicos podendo ser considerada uma tecnologia verde de
extragao, oferecendo extratos mais seletivos. Este processo consiste na passagem
acelerada do solvente em estado transitério entre vapor e gas por toda amostra inerte,
promovendo o arraste de uma diversidade de compostos (MONROY et al., 2018).

Neste contexto, estudos com a por¢do de baixa polaridade da propolis vermelha sédo
escassos, tornando pesquisas importantes para o conhecimento dos compostos presentes e
suas atividades biol6gicas, podendo favorecer para o desenvolvimento de novas
terapéuticas obtidas a partir de tecnologias menos agressivas ao meio ambiente.

12
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito de extratos de baixa polaridade da prépolis vermelha obtidos por

liguidos pressurizados sobre diferentes linhagens de células tumorais.
2.2 Especificos

e Desenvolver um método de extracdo de compostos de baixa polaridade da propolis
vermelha utilizando liquidos pressurizados;

e Caracterizar quimicamente os extratos da prépolis vermelha (EPV) por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS);

e Investigar a atividade citotéxica dos EPV contra as linhagens tumorais PC3 e
HCT116.

14
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cancer

E caracterizado por um conjunto de doencas que tem em comum a replicacdo de
células anormais de forma descontrolada que pode se difundir para outros tecidos

provocando processos de formacéao tumoral (SIEGEL et al., 2017).

No estudo realizado pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA), estima-se que no ano
de 2018 novos casos da neoplasia em homens atingem cerca de 300.140 provocando o
Obito de 107.470 deles, enquanto nas mulheres, os novos casos chegam a 282.450 com a
neoplasia e 90.228 casos de 6bitos (INCA, 2018). Tornando o Brasil um dos paises de maior
incidéncia de cancer no mundo, este fator € atribuido aos héabitos alimentares ricos em

comidas industrializadas, obesidade fatores genéticos e sedentarismo (PANIS et al.,2018).

Esta neoplasia atinge a humanidade causando impactos socioecondmicos
provocados pelo elevado indice de morbidade, avaliando que os tratamentos utilizados
geram custos aos sistemas de saude, pesquisas e produtos para tratamento ou prevencéo
de menores custos sdo incentivados a fim de minimizar os impactos gerados (SIEGEL et al.,
2017).

Além do custo elevado, os métodos convencionais de tratamento dispdem de
substancias e métodos potencialmente agressivos que muitas vezes séo efetivos na
atuacdo contra o cancer, mas podem trazer danos cumulativos agudos e/ou crdnicos ao
paciente influenciando na mobilidade implicando no mecanismo social e econémico
(SCHEIN et al., 2006; COSTA; SILVA, 2017).

3.1.2 Tratamentos mais frequentes para o cancer

Dentre as modalidades de tratamentos frequentemente utilizados para o controle e
cura do cancer, destaca-se a quimioterapia antineoplasica e a radioterapia. A quimioterapia
foi desenvolvida em 1946 utilizando agentes quimicos provenientes do gas mostarda usado
na segunda guerra mundial. Atualmente, com evolucdes da ciéncia, a quimioterapia se
tornou menos téxica e mais eficaz, porém ainda gera danos cumulativos as células sadias,
podendo causar efeitos deletérios precoces (0 a 3 dias), como vémitos, nauseas e
inquietagdo; imediatos (7 a 21 dias) como, anemia, mucosites e cistites hemorragicas;
tardios (meses) como, alopecia, miocardiopatia e pneumonite; e ultratardios (meses ou

anos) como, infertilidade, carcinogénese, mutagénese e sequelas no sistema nervoso
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central, 0 que torna esse tratamento agressivo quando avaliado a curto e longo prazo
(SCHEIN et al., 2006).

A radioterapia, por sua vez, utiliza feixes de radiacao direcionados afetando todas as
células do campo de tratamento, atingindo também células vizinhas ndo acometidas pela
neoplasia podendo causar prejuizos sintométicos como nauseas, diarreia, perda de cabelo,
alteracfes nas taxas sanguineas, sintomas de gripe, reacfes cutadneas podendo ocasionar a
apoptose (PAIVA et al., 2010). Frente aos efeitos toxicos e degenerativos causados pelos
tratamentos descritos acima, é crescente a busca por tratamentos alternativos para melhoria
da qualidade de vida do paciente portador de cancer (SAMPAIO; COSTA, 2013; COSTA,
SILVA, 2017).

3.2 Substancias Naturais e Cancer

A utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de doencas é considerada uma
das aplicagbes terapéuticas mais tradicionais e consolidadas do mundo. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), moléculas com principios ativos podem ser
encontradas em produtos naturais que se tornam importantes para 0S avangos
farmacologicos e criagdo de novas substancias, podendo ser Uteis de forma direta como

agente terapéutico ou como precursores para sintese de bioprodutos (BRASIL, 2009).

Pesquisas recentes comprovam que 0 uso de produtos naturais para finalidades
curativas e preventivas vem aumentando (ZENI et al., 2017; A'ATTIYYAH et al., 2017).
Alguns fatores como aspectos culturais, econdmicos ou sociais contribuem para 0 aumento
das buscas por substratos naturais com efeito terapéutico, a utilizacdo destes produtos esta

difundida em grandes centros comerciais e regides interioranas (ZENI et al., 2017).

Em 2006, o Ministério da Salude aprovou através da portaria N° 971, a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no sistema Unico de saude, a
mesma reconhece a utilizacdo de extratos naturais como um recurso terapéutico para a cura
e tratamento de diversas doencas, através da aplicabilidade de diferentes formas
farmacéuticas estimulando o desenvolvimento comunitario, a solidariedade e a inclusédo
social (BRASIL, 2009).

N&o obstante, estudos na linha de produtos naturais demonstram que substratos de
diferentes biologias podem ser efetivos para o tratamento antineoplasico e apresentam
agentes potenciais para o desenvolvimento de bioprodutos efetivos (LUSTOSA et al., 2008;
NUNES et al., 2013; SAUDE-GUIMARAES et al. 2014; FROZZA et al., 2017).
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A pratica da utilizacdo de compostos advindos da natureza para cura do cancer é
milenar. Os indios foram os pioneiros na cultura que até tempos modernos se propaga. Em
tempos passados, indios americanos com 0 propdsito curativo para o cancer de pele e
verrugas veneras, faziam uso da mandrdgora americana, isto devido a presenca de um
composto nomeado de podofilotoxina posteriormente descoberto. Consolidada a préatica da
utilizacdo de produtos naturais, em 1958 foi evidenciada a presenca de vinblastina e
vincristina em Catharanthus roseus, também conhecida por vinca de Madagascar, estes
compostos apresentaram potente atividade citotoxica, fazendo com que estes contribuissem
significativamente para o tratamento antineopldsico e a disseminacdo da pratica da
utilizacdo de produtos naturais para esta finalidade (MANN, 2002).

3.2.1 Terpenos e atividade anticancer

Atualmente diversos compostos quimicos encontrados em produtos naturais estao
sendo estudados no combate ao cancer, dentre eles destaca-se 0os compostos da classe
dos terpenos, frequentemente identificados em Oleos essenciais, sdo compostos quimicos
oriundos do metabolismo secundario de diversas espécies de planta (THOMPSON, 2005;
SARMENTO-NETO et al., 2016). E algumas atribuicdes bioldgicas como atividade
antitumoral ja podem ser encontradas na literatura. No estudo desenvolvido por Salde-
Guimaraes et al, (2014) foi possivel avaliar que os compostos pertencentes a classe dos
terpenos, demonstraram efeito antitumoral frente diferentes linhagem tumorais de cancer de
célon e reto, leucemia, cancer de ovario, renal e cancer de prdstata. Neste sentido, o estudo
referente a atuac@o dos terpenos em células HelLa da linhagem do colo de Gtero realizado

por Wu et al, (2009), demonstrou forte atividade inibitéria do crescimento tumoral.

Alguns compostos quimicos pertencentes a classe dos terpenos como lupeol,
lupenona e acetato de lupeol também se mostraram eficaz no tratamento antineoplasico
como agentes citotoxicos (FLORIANI et al., 2003; PITCHAI et al., 2014; AHMAD et al., 2015;
BASTOS et al.,, 2017; NYABOKE et al., 2018). Linhagens tumorais de carcinoma
hepatocelular (HepG2), hibridoma de células B (A-431) e hepatoma (H-4lIE), carcinoma
mucoepidermoide pulmonar (NCI-H292), carcinoma de mama (MCF-7), carcinoma
epidermoide de laringe (HEP-2), glioblastoma (U87MG), leucemia (CEM/ADR5000) e
adenocarcinoma de cdélon (HCT116) apresentaram inibicdo do crescimento frente a ensaios
realizados com o lupeol (FLORIANI et al., 2003; PITCHAI et al., 2014; BASTOS et al., 2017,
NYABOKE et al.,, 2018). Por outro lado, no estudo realizado por Mishra et al, (2016) o
acetato de lupeol demonstrou atividade citotoxica contra linhagens de carcinoma de pulméo

(A549), adenocarcinoma de célon (DLD-1), carcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de
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pancreas (MIAPaCa-2), carcinoma de préstata (DU145), ovario (SK-OV-3), carcinoma de
colo de utero (Hela), carcinoma hepatocelular (PLC/PRF/5) e carcinoma renal (786-0, Caki-
1). Neste sentido, o estudo realizado por Ahmad et al, (2015), extratos com 0 terpeno

lupenona apresentaram atividade citotdxica contra células MCF-7, HT-29 (c6lon) e Hela.

3.3 Prépolis vermelha

A propolis vermelha é um conjunto de substancias quimicas provenientes de
exsudados de brotos e botdes de plantas coletadas por abelhas principalmente da espécie
Apis mellifera. Este produto resinoso sofre uma reagdo enzimatica na saliva das abelhas
durante o transporte para a colmeia até serem sintetizadas em prépolis. Na colmeia, a
utilizagdo da mesma serve principalmente como medida protetora, seja contra insetos
maiores ou para microrganismos que podem contaminar o interior do habitat podendo
comprometer a integridade estrutural quanto a oviposi¢cado da abelha rainha (BUENO-SILVA
et al., 2013; NOVAK et al., 2014).

O uso popular deste produto é crescente, suas maiores atribuicbes a comunidade
praticante da medicina alternativa sdo como, antimicrobianos, antitumoral, anti-inflamatérios,
antioxidantes e anti-leishmania (BUENO-SILVA, ALENCAR et al., 2013; BUENO-SILVA,
KOO et al., 2013).

No estudo realizado por Ribeiro et al., 2015, a utilizagdo do extrato hidroalcodlico da
propolis vermelha foi eficaz na quimioprevencdo e retardou a progressdo da displasia
epitelial induzida pelo DMBA em modelo experimental in vivo de carcinogénese labial,

apresentando atividade antitumoral.

Neste mesmo sentido, Banskota et al. (1998), avaliaram o extrato metandlico da
propolis brasileira obtido por extragdo aquosa que demonstrou perfil citotoxico consideréavel
contra células de tumor de célon, esta atividade foi atribuida devido ao elevado teor de
compostos fendlicos presentes na amostra. Outros ensaios in vitro desta mesma amostra
apresentou atividade antitumoral tanto citostatica quanto citotoxica, reforcando o interesse

das pesquisas com este produto natural para o controle e prevencao do cancer.

Em outro estudo mais recente realizado por Frozza et al. (2017), o extrato
hidroalcodlico da propolis vermelha de Alagoas obtido por maceracdo e posteriormente
fracionado em cloroférmio, metanol, acido acético e agua Milli-Q, foi testado em carcinoma
epitelial aderente de coélon uterino (HEP-2), demonstrou que as fracbes se destacaram

frente ao extrato bruto apresentando potente atividade citotoxica no ensaio de viabilidade
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celular (MTT), sendo este resultado relacionado a purificacdo das amostras fracionadas que

pode diminuir a quantidade de compostos quimicos e aumentar a concentracéo de bioativos.

Nunes et al. (2009), demonstraram que amostras de diferentes sazonalidade da
prépolis vermelha submetidas ao headspace dindmico pdde apresentar alguns compostos
de baixas polaridades a partir das técnicas de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia em camada delgada (CCD) como
trans-anetol, a-copaeno, metil cis-isoeugenol, sesquiterpendide, &-cardinol, 3-gurjuneno,
isocariofileno e ©-cadineno, n-alcanos, monoterpendide 1,8 cineol e o a-selineno,
flavondides, antraquinonas e terpenos como monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e

esteroides.

Contudo, pesquisas relacionadas aos compostos de baixa polaridade da prépolis
vermelha sdo escassas, tendo em vista a quantidade de substancias com atividade biologica
presentes nos extratos obtidos por solventes ndo polares ou de baixa polaridade, estudos
relacionados a esta porcdo da propolis vermelha tornam-se promissores para 0
conhecimento e identificacdo dos compostos quimicos e suas atividades biologicas.

Modelos de extracdo para obtencdo de compostos como terpenos requerem a
utilizacdo de solventes de baixa polaridade, isto devido a estrutura quimica do composto que
também apresentam baixa polaridade. Este fator agregado a presenca frequente em
extratos apolares e Oleos, justifica a necessidade da utilizacdo de solventes de baixa
polaridade para obtengcéo de extratos concentrados com terpenos e derivados (FLORIANI et
al., 2003; PITCHAI et al., 2014; AHMAD et al., 2015; BASTOS et al., 2017; FROZZA et al.,
2017; NYABOKE et al., 2018).

3.6 Extracédo

Os processos de extragdo mais comuns realizados com a propolis derivam de
solventes de alta polaridade, como etanol (FROZZA et al., 2017; BATISTA et al., 2018;
MARTINS et al., 2018; REGUEIRA-NETO et al., 2018; RUFATTO et al., 2018). Frente a isto,
é frequente a obtengdo de compostos de polaridade similar ao solvente utilizado devido ao

arraste promovido pela afinidade entre o composto e o solvente.

No entanto, o método de extracdo para obtencdo de compostos de baixa ou
intermediaria polaridade mais utilizado é por hidrodestilacdo pelo equipamento de
Clevenger, resultando em um baixo rendimento e maior gasto de tempo (SENA-LOPES et
al., 2018). Enquanto, para obtencdo de extratos ricos em compostos quimicos de baixa

polaridade, utiliza-se frequentemente o método de maceracdo com hexano como solvente
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ou como co-solvente de fracionamento, resultando em um processo demorado com maior
gasto e exposicao do profissional aos solventes orgénicos (DAVID et al., 2004; AGUIAR et
al., 2018).

Em decorrencia deste entrave, busca-se um método que potencialize e otimize o
processo de extracdo e obtencdo de compostos bioativos, permitindo maior seletividade,
menor gasto com solvente, extracdo rapida e, consequentemente, diminuicdo da exposicao
do prossicional e a contaminagdo ambiental. Entre os métodos de extracdo mais
promissores, destaca-se a extragdo por liquidos pressurizados, este processo permite a
realizacdo de uma extragdo rapida dos analitos em um ambiente inerte sob alta presséo e
temperatura as quais influenciam na eficiéncia do processo, garantindo maior seletividade
dos substratos obtidos. Isso por que o0s solventes sob maior pressdo permanecem em
estado liquido, o que permite uma condicdo que favorece a interacdo analito-solvente,
aumentando a solubilidade e a cinética de dessor¢cao dos compostos bioativos a partir das
matrizes, o que diferencia a técnica dos demais métodos de extracdo comumente usados,
como maceracao, infusdo, hidrodestilacdo por arraste e decoccdo (MIRON et al., 2011; LI et
al., 2013).

Os processos de extracdo de compostos quimicos alvos de amostras de prépolis
mais comumente utilizados sdo a extragdo por solventes como etanol, agua, hexano,
acetato de etila e cloroférmio. No entanto, esta técnica convencional tem algumas
desvantagens, incluindo forte valor residual, possiveis reacfes adversas, prejudiciais ao
meio ambiente, baixa qualidade do extrato e longo processo requisito de periodo. A extracao
sob altas pressdes € uma técnica que vem sendo aplicada na extragdo, fracionamento,
refinamento e desodorizacdo de matrizes de amostras naturais em escala laboratorial e
escala industrial, sendo o CO; supercritico e etanol, usualmente utilizando como co-
solvente, os compostos mais ferquentemente utilizados neste processo extrativo (IDRUS et

al., 2018).

Entre os modelos de extracdo que utilizam a alta pressdo, destaca-se a extracao
acelerada com solvente (ASE™), € um método que utiliza a alta pressdo em ambiente
fechado totalmente automatizado, possibilitando a determinacéo de variaveis como tempo,
temperatura, quantidade de ciclos, pressdo e solventes, permitindo extracfes rapidas,
podendo utilizar multiplos solventes em menores quantidades garantindo a denominada
tecnologia verde atribuida ao método (ANNUNCIACAO et al., 2018). Atualmente diversos
estudos relacionados aos processos de obtencdo de compostos bioativos fazem uso do

ASE™ este recurso promissor promove o maior desempenho para desenvolvimento ou
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otimizacdo de modelos de extracdo de compostos quimicos (ANNUNCIACAO et al., 2018;
RAMIREZ-CADAVID et al., 2018; AGUIAR et al., 2018).

No estudo realizado por He et al, (2018), foi possivel avaliar a atividade antioxidante e
o valor de compostos fendlicos totais de extratos de goji black berry obtidas a partir da
extracdo acelerada com solvente, neste processo as variaveis como tempo (3 e 13 minutos)
e temperatura (50 e 100 °C) foram aplicadas ao equipamento, solvente, pressdo e nimero
de ciclos (2) foram constantes. Os extratos obtidos demonstraram que o método de extracao
influenciou significativamente através das variaveis tempo e temperatura na obtengéo de
amostras concentradas de compostos fendlicos, o que consequentemente influenciou na

elevada atividade antioxidante relatada.

Por outro lado, Ramirez-Cadavid et al, (2018) com o objetivo de desenvolver um
processo de extracdo otimizado com multiplos solventes, utilizou o método de extracdo
acelerada com solvente para melhorar a precisdo da quantificacdo de compostos de baixa
polaridade das raizes de Taraxacum kok-saghyz. Para isto foram selecionados solventes de
polaridade decrescente como &agua, acetona e hexano, aplicadas as variaveis como,
solvente, tempo e temperatura de extracdo, onde foi possivel determinar as condigcbes

Otimas para obtencdo dos compostos quimicos.

Estes estudos contribuem para utilizacdo da técnica na obtencdo de extratos de
diversas polaridades, podendo estes variar conforme a escolha dos solventes para o
processo de extracdo, bem como, permite a aplicacdo de diversas varidveis avaliadas
guanto as suas interagdes, possibilitando a determinacdo de modelos de extracdo 6timos

com melhores repetibilidades.

Neste sentido, estudos com a utlizagdo da técnica de extracdo acelerada com
solvente utilizando o extrator ASE™, principalmente para obtencdo de compostos de baixa
polaridade da prépolis vermelha sdo escassos, 0 que torna promissor 0s estudos
relacionados a esta porcdo em particular, tanto para identificacdo dos compostos presentes

quanto para suas aplicabilidades bioldgicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéao da prépolis vermelha

A prépolis vermelha foi obtida do apiario Santo Antbnio localizado no municipio de
Barra de Santo Antbnio, Alagoas, Brasil, sob as coordenadas 09° 24' 17" S 35° 30' 26", no

més de agosto de 2017.

4.2 Processamento da amostra

A propolis vermelha foi pesada, triturada por moinho de 4 facas e separadas frages
de 16 mesh. Em seguida, a amostra foi armazenada em recipiente de polietileno vedado de
forma hermética e refrigerado de 2 a 8 °C em geladeira.

4.3 Extracdo por liquidos pressurizados

O processo de extracdo (Fig. 1) foi realizado no Instituto de Quimica da Universidade
Federal da Bahia (UFBA) em extrator Dionex ASE™ 100 (Dionex, Sunnyvale, CA, EUA),
utilizando cela extratora de acgo inoxidavel com capacidade de 34 mL, um frasco de lavagem

(rinse) e frascos coletores de vidro transparente com capacidade de 250 mL.

Um planejamento fatorial completo 23 (Tabela 1) de trés fatores (temperatura,
namero de ciclos e tempo de extragdo) e trés niveis experimentais (ponto central) foi
empregado para a definicdo da etapa de preparacdo do extrato, totalizando 11 ensaios. No
estudo, os niveis foram codificados em nivel minimo (-1), ponto central (0) e maximo (+1).
Executou-se o planejamento da Tabela 2 e a resposta dos ensaios foi avaliada em termos

de rendimento do extrato (%).

Tabela 1: Variaveis experimentais utilizados no Planejamento Fatorial Completo.

Niveis
Fatores Valor minimo (-) Ponto central (0) Valor maximo (+)
Temperatura 40 °C 55°C 70 °C
N° de ciclos 1 2 3
Tempo de extracéo 10 15 20
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Para cada extrato, 10 g da propolis bruta foi inserida no interior da cela extratora,
vedada de forma hermética e introduzida no equipamento. Foram ajustadas no equipamento
de extracdo as variaveis, para todos extratos foi utilizada a pressdo constante de 1450 psi
(100 bar) exercida por pressurizacdo pneumética por nitrogénio (N2), flushing de 100%,

purga de 60 s e hexano como solvente, seguindo metodologia de Gomes et al, (2017).

Tabela 2: Matriz de Planejamento Fatorial Completo 23.

Ensaio N° Ciclos Tempo (min) T(°C)
1 -1(1) -1 (10) -1 (40)
2 1(3) -1 (10) -1 (40)
3 -1(1) 1 (20) -1 (40)
4 1(3) 1 (20) -1 (40)
5 -1(1) -1 (10) 1 (70)
6 1(3) -1 (10) 1 (70)
7 -1(1) 1 (20) 1 (70)
8 1(3) 1 (20) 1 (70)
9 (PC) 0(2) 0 (15) 0 (55)
10 (PC) 0(2) 0 (15) 0 (55)
11 (PC) 0(2) 0 (15) 0 (55)

Posteriormente, cada extrato foi concentrado sob pressédo reduzida em evaporador
rotatorio (Evaporador Rotativo | RE-801-BW2) por 10 min, a 55 °C. Retirado do
equipamento, o extrato foi levado para estufa de fluxo laminar por 72 h com temperatura
constante de 45 °C. Dadas 72 h, os extratos secos passaram por uma balanca de
termogavimetria para determinacdo da umidade, em seguida foram armazenados em
temperatura ambiente para aguardar avaliagdo do rendimento, caracterizacdo quimica e

avaliacao citotoxica.
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10g da amostra

Cela extratora
de 34 mL

Dionex ASE™

Evaporador rotativo
(55 °C-10 min)

Estufa
(45 °C-72h)

Fig. 1: Fluxograma de extracdo da propolis vermelha utilizando o método de extragdo por liquidos

pressurizados.
4.3.1. Andlise dos dados

O planejamento experimental e a analise dos resultados foram realizados utilizando-
se o0 Software Statistica 7. A significAncia dos efeitos relacionados as variaveis estudadas foi
avaliada por meio da analise de variancia (ANOVA) para cada resposta e os efeitos foram
verificados utilizando-se os valores p. Valores de p menores que 0,05 indica que a variavel é

significativa dentro do dominio experimental estudado, com um nivel de confianga de 95%.

4.4 Avaliagdo do rendimento

O rendimento do material extraido foi calculado com base no percentual de massa
obtida, tendo como referéncia a massa inicial da propolis antes da extracdo e o material
obtido apés extracdo e eliminacdo do solvente, conforme equagéo abaixo.

E
% Rendimento = x 100

S
Mi
Na qual:

MSE = massa do extrato (g);

MI = massa inicial (g).
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4.5 Cromatografia gasosa bidimensional acoplada a espectrometria de massas
(CGIMS)

Os extratos de propolis vermelha (EPV - 50 mg) foram dissolvidos em 5 mL de
hexano destilado em baldo volumétrico de 5 mL (10.000 ppm). Em seguida, as amostras
foram filtradas em filtros de nylon 0,45 um e adicionadas em vials de 2,0 mL para serem
injetados no CG/gMS.

Para a andlise cromatogréfica foi utilizado cromatografo a gas acoplado a um
detector de espectrometria de massas com analisador quadrupolar QP2010 Plus (Shimadzu,
Toquio, Japéao).

O volume de amostra injetado foi de 1uL no modo de injecéo splitless realizado em
injetor automatico AOC 20i (Shimadzu, Japao). Foi utilizada uma coluna capilar DB-5 (5%
difenil, 95% dimetilpolissiloxano) com 30 m de comprimento, adquirida da Agilent
Technologies - J&amp; W Scientific (Palo Alto, CA, EUA). As temperaturas do injetor, da
interface e da fonte de ions foram mantidas a 300 °C e a energia de ionizagdo por impacto
eletrébnico empregada foi 70 eV. O modo de andlise adotado foi o de varredura de espectro
total para cada pico (SCAN) com varredura de 45 a 500 Da.

Para as amostras de EPV a rampa de temperatura usada foi: temperatura inicial de
40 °C (permanecendo por 1 min), aguecimento de 3 °C.mint até 300 °C (permanecendo por
15 min).

Os compostos quimicos foram identificados conforme biblioteca do equipamento sem
utilizacdo de padrdes, sendo eles comparados pelo indice de retencdo descrito na literatura
presente no NIST (National Institute of Standards and Technogy), utilizando diferenca

maxima de 20 unidades.

4.6 Avaliagao da citotoxicidade

Para determinagdo do efeito citotoxico dos EPV frente a linhagens de células
tumorais, foi utilizado o método do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT). E um método répido, sensivel e barato, descrito primeiramente por
MOSMANN (1983), usado principalmente para mensurar proliferacdo celular e para triagem
de novas drogas anticancer (AMARAL et al., 2015)

Para todos os experimentos, em placa com 96 pocos, as linhagens de células
tumorais foram plaqueadas (100 pL/pog¢o) nas concentracGes de 0,7 x 10° células/mL de
HCT116 (cancer de colon) e 0,1 x 10° células/mL de PC3 (cancer de prostata). Apés 24 h,
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os extratos foram dissolvidos em 0,3% de dimetilsulfoxido (DMSO) e adicionado a cada
poco em concentracdo Unica de 50 pg/mL. O experimento foi realizado em trés momentos
independentes em triplicata, utilizando a doxorrubicina 0,25 pg/mL e o DMSO 0,3% como
controle positivo e negativo, respectivamente. As placas foram incubadas por 72 h em estufa
com 5% de CO,, a 37 °C.

Apébs incubacdo, as placas foram centrifugadas (15 g/15 min) a 4 °C e os
sobrenadantes removidos. Foram adicionados 150 pL da solu¢do de MTT (0,5 mg/mL), e as
placas foram incubadas por 3 h. Apdés esse periodo, as placas foram novamente
centrifugadas (30 g/10 min) a 4 °C, os sobrenadantes descartados e o0s precipitados
ressuspensos em 150 uL de DMSO estéril puro. Para a quantificacdo de formazan por
células viaveis a absorbéancia foi lida usando leitor multiplaca (DTX 880 Multimode Detector,
Beckman Coulter Inc., Packard, ON, Canada) a 595 nm. Todos os valores foram convertidos
para percentual de inibicdo de crescimento celular (% Ipc) através da seguinte formula: %
Ipc = 100 — [(T / CN) x 100].

Sendo:
T = absorbancia do extrato da prépolis vermelha
CN = absorbancia do controle negativo.

Os resultados foram analisados utilizando uma escala de % Ipc da seguinte forma:
amostras com baixa atividade tem Ipc &lt; 50%, moderada atividade tem Ipc entre 50% e
75% e elevada atividade tem Ipc &gt; 75% para cada linhagem celular testada (MAHMOUD
et al., 2011).

Para determinacdo da concentragdo inibitoria capaz de provocar 50% de seu efeito
maximo (CC50), o mesmo protocolo descrito anteriormente para % Ipc, com as mesmas
linhagens de células foram realizadas, variando apenas a concentracdo do Extrato de 0,39 -
50 pg/mL.

4.6.1 Andlise dos dados

Para avaliacdo do grau de inibicdo das células, os experimentos foram analisados
segundo a média + desvio padrao da média. Para obtencdo da CC50 (concentracado
inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo), as amostras foram testadas em
diluicAo seriada trés vezes em triplicata. Foi registrada a percentagem de inibicdo Xx

logaritmo da concentracdo e determinado suas CC50 (concentragao inibitéria média capaz
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de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%)
realizado a partir de regresséo nao linear. As analises e graficos foram elaborados utilizando

o programa GraphPad Prism verséo 7.0.

4.6.2 Andlise estatistica

As variaveis gquantitativas expressas sob a forma de média + erro padrdo da média
foram submetidas a testes de homoestaticidade e normalidade de distribuicdo de valores.
Para teste de normalidade, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk, enquanto para analise de
homoestaticidade foram aplicados os testes de Bartlett (supde que a variavel tem
distribuicdo normal) e Levene (supde que os dados tém qualquer distribuicdo continua).
Dados com distribuicdo normal e com homoestaticidade foram comparados entre si
utilizando o teste ANOVA seguido da extensdo post-hoc de Tukey. Dados que nédo
obedeceram a estes pressupostos (distribuicAo normal e/ou homoestaticidade) foram
comparados pelo teste Kruskal-Wallis com extensédo post-hoc de Dunn. Diferengas entre as

médias foram consideradas significativas quando os valores de p forem menores que 0,05.

29



RESULTADOS E DISCUSSAO

30



6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Desenvolvimento do método de extracdo no ASE™ 100

Neste trabalho, foi aplicado um planejamento fatorial completo 23 para o
desenvolvimento do método de extracdo de substancias de baixa polaridade da propolis
vermelha, visando a obtencdo rdpida com menores gastos com solvente e maiores
percentuais de rendimento como resposta. Para isto, foi desenvolvido o planejamento para
avaliar as variaveis separadamente, este modelo (2°%) permite uma combinacdo de 3
variaveis e 1 ponto central com 3 amostras, 0 que evita as dificuldades para analises das
interacbes entre elas, favorecendo comparacdes simultdneas investigando os efeitos de
uma variavel experimental, enquanto mantém todas as outras constantes (NORIEGA et al.,
2005). Este modelo metodolégico é frequentemente utilizado em estudos que envolvem
otimizacdes e desenvolvimento de processos visando avaliar o rendimento como superficie
de resposta em diversas amostras extrativas (PAULA et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017,
TORRES et al., 2018). Contudo, estudos aplicando o planejamento fatorial para analise de
processos extrativos de amostras de prépolis utilizando liquidos pressurizados ainda ndo

foram relatados na literatura.

Tem sido relatado que diferentes condigbes de extracdo podem gerar diferentes
respostas em relacdo ao seu rendimento e sua composi¢do quimica (FRANZEN et al.,
2018). Desta forma, o rendimento pode ser considerado uma importante variavel respostas
a ser avaliada em pesquisas com diferentes metodologias de extracdo de produtos naturais
(BRITO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016).
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Fig. 2: (a) Gréfico de superficie de resposta do planejamento fatorial 23, representando as interagGes
de dois fatores distintos como tempo e ciclo, favorecendo na determinagdo das melhores condicfes
de extracdo. (b) Gréfico de superficie de resposta representando interacdes entre variaveis
temperatura e nimero de ciclos. (¢) Gréfico de superficie de resposta representado interacbes entre
as variaveis tempo e temperatura. (d) Grafico de Pareto utilizado na avaliagdo de 2 interacBes entre
as variaveis aplicadas para determinacdo do rendimento como resposta do planejamento fatorial
desenvolvido. Onde ---- representa a significancia das variaveis comparadas, podendo ser observado
que os itens a direta do corte possuem representatividade significativa e os demais da esquerda nao
apresentam significancia

O resultado das comparacgfes entre as variaveis testadas na obtencdo dos melhores
rendimentos, encontra-se na Fig 2. Nesta, pode ser observado a superficie de resposta (a, b
e ¢) e o grafico de Pareto (d) demonstrando que as variaveis temperatura, ciclos e tempo
influenciaram significativamente na obtencdo dos melhores rendimentos (p<0,05), enquanto

gue a combinacao de variaveis entre si ndo demonstrou influéncia significativa (p>0,05).

Poucos estudos podem ser encontrados na literatura cientifica relacionados aos
constituintes de baixa ou intermediaria polaridade da propolis vermelha que possuam
atividade biolégica (NUNES et al., 2009). Nesse sentido, para extracdo de compostos de
baixa polaridade, sdo utilizados solventes também de baixa polaridade devido a maior
afinidade promovida pela interacdo entre as polaridades do soluto e do solvente, o que

favorece a extracdo de substancias semelhantes (AGUIAR et al., 2018; FRANZEN et al.,
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2018). Entre os solventes com essas caracteristicas quimicas, destaca-se o hexano, que
tem sido utilizado frequentemente para extracdes de compostos de baixa polaridade
(CANDIDO SOBRINHO et al., 2017; AGUIAR et al., 2018; FRANZEN et al., 2018).

No presente estudo, foi evidenciada grande variabilidade no rendimento dos
processos extrativos dentro das diferentes condicGes testadas, variando de 18,2 a 64,63%.
Portanto, o objetivo do planejamento experimental utilizado neste estudo foi desenvolver o
processo extrativo com base no rendimento, foram pressupostas como condigBes o6timas
aguelas que propiciassem valores iguais ou superiores a 11%. Devido a auséncia de
estudos prévios com extratos de baixa polaridade com prépolis vermelha, este percentual de
corte se baseou no valor de referéncia (11%) sugerido pelo Ministério da Agricultura do
Brasil para extratos hidroetandlicos e etandlicos de amostras de propolis verde (MAIA et al.,
2013).

Conforme pode ser observado na Fig. 3, o rendimento obtido em todas as amostras
pode ser considerado satisfatorio frente ao estudo realizado com 6leo essencial da prépolis
vermelha (SENA-LOPES et al., 2018).

11(PC) -

10 (PC) -

9 (PC) -

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Avaliacdo do rentimento (%)

Fig. 3: Avaliacéo do rendimento das amostras de EPV obtidas por ASE™, onde - - - - representa o
ponto de corte de 11% conforme sugerido pelo Ministério da Agricultura.
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Existem poucos trabalhos analisando o rendimento de por¢des de baixa polaridade
obtidos a partir de prépolis vermelha. De fato, a maioria dos estudos se refere a extracdes
hidroalcodlicas, ricas em compostos polares, com rendimento variando entre 19,2%
(AGUIAR et al., 2018) a 43,5% (SIQUEIRA et al., 2014). Por sua vez, Sena-Lopes et al.
(2018) realizaram a extracdo por hidrodestilacdo de 6leo essencial a partir de amostras de
prépolis vermelha, obtendo um rendimento extremamente baixo de apenas 0,25%. Contudo,
€ preciso destacar que nenhuma das extracdes anteriormente descritas foi realizada dentro
das condicdes testadas no presentee studo, o que dificulta a comparagdo entre o0s
resultados obtidos. Por outro lado, Biscaia, Ferreira (2009) comparararam os rendimentos
de extracdo de prépolis obtidos por diferentes procedimentos de extracdo utilizando fluido
supercritico (com CO; e etanol como co-solvente), assim como soxhlet e maceracao como
métodos de extracdo de baixa presséo usando etanol, acetato de etila, cloroférmio, hexano,
agua e misturas de agual/etanol. O rendimento obtido para SFE foi de 24,8 + 0,9%. No
estudo realizado por Zordi et al. (2014), o maior rendimento da extracdo de amostra de
propolis verde italiana utilizando CO; supercritico e etanol (co-solvente) foi de 10,79%. Ja no
estudos de Machado et al. (2015) o rendimento obtido (também usando CO: supercritico e
etanol) foi extremamente baixo (aproximadamente 3%), embora tenha apresentado altos

teores de fenolicos.

Contudo, os trabalhos anteriormente apontados se referem a amostras de prépolis
verde, o que também dificulta a comparagéo com os resultados obtidos no presente estudo.
De fato, apenas um Unico trabalho realizando extragdo com hexano em alta pressédo de
amostras de prépolis vermelha foi encontrado na literatura (BARBOSA, 2015), e o
rendimento do processo extrativo utilizando hexano em condi¢cdes supercriticas foi de
63+£17%. Apesar deste valor ser bastante proximo ao obtido na amostra 8 do presente
estudo (maior rendimento, representado por 64,63%), € preciso destacar que as condi¢cbe
de extracao utilizadas pelo referido autor foram diferentes (200 bar, 45 °C, 1 ciclo). Além
disso, conforme pode ser observado no presente estudo, variacbes nos parametros de

extracdo podem determinar alteracbes importantes no rendimento do processo extrativo.

No presente estudo, foi observado os maiores rendimentos foram obtidos utilizando a
temperatura de 70 °C. Estes valores podem ser justificados pelo fato de a prépolis ser uma
substancia heterogénea de caracteristica majoritaria resinosa que ao ser submetida a
condi¢cbes de elevadas temperaturas e pressdo, seu material de baixa polaridade pode ser
solubilizado e arrastado junto aos compostos de maior afinidade com o solvente (AGUIAR et
al., 2018; CAVENDISH et al., 2015; NUNES et al., 2013; PELLATI et al., 2013; LI et al.,
2013).
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6.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS)

A cromatografia gasosa é frequentemente utilizada na caracterizacdo dos compostos
quimicos de um determinado produto natural. Esta técnica é utilizada frequentemente para
separacdo de compostos que apresentam baixa polaridade e elevado teor de volatilizacao.
Tais caracteristicas, associadas a disponibilidade de uma ampla biblioteca direcionada aos
espectros de massa de cada substancia, auxiliam na identificacdo dos compostos quimicos
presentes nas amostras (ALENCAR et al., 2007; NUNES et al., 2009; PELLATI et al., 2013;
SENA-LOPES et al., 2018).

Visando vantagens dessa técnica de separacdo de compostos, € em consonancia
com a complexidade dos possiveis compostos presentes nos extratos obtidos, a
cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massas (CG/MS) foi utilizada nesta
pesquisa. Foram obtidos cromatogramas com perfis semelhantes para todos os extratos,
independente das condicbes testadas. Ao todo foram identificados 46 compostos
representados nas Tabelas 4 a 10. Estes foram confirmados a partir da comparacdo com o
indice de retenc@o dos picos, utilizando o NIST Livro de Quimica na Web SRD 69 como
referéncia, dentre os compostos encontrados, destacou-se, lupeol - CsHsoO (Fig. a),

acetato de lupeol - C32Hs20: (Fig. b) e lupenona - C3oHasO (Fig. c).
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Fig. 4: Estrutura quimica das moléculas do lupeol (a), acetato de lupeol (b) e lupenona (c).

Como pode ser observado na Tabela 3, também foram encontrados diversos
hidrocarbonetos aromaticos distribuidos nas diferentes amostras de EPV. Estes compostos
ndo apresentam atividade biolégica descrita na literatura cientifica. Contudo, a presenca
desses compostos pode estar relacionada a contaminacdo da agua e solo dos locais de
coleta realizada pelas abelhas (pasto apicola), principalmente por combustiveis. Segundo
relatado por Cardoso et al. (2017), estes compostos s&o frequentemente encontrados ao
redor de postos de combustivel e sdo responsaveis por parte consideravel da poluicdo
atmosférica. Na Tabela 4, por sua vez, estdo indicados diversos compostos pertencentes a
classe dos hidrocarbonetos saturados encontrados nas amostras analisadas. Estes

compostos sdo descritos por Castro et al, (2008) como substancias frequentemente
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encontradas em plantas jovens. Entretanto, esta classe de compostos ndo apresenta
atividade biolégica descrita na literatura cientifica. Hidrocarbonetos insaturados como
heptacos-1-eno e o0 nonacos-1-eno, também nao representam atividade biolégica descrita

na literatura (Tabela 5).

A presenca de compostos pertencentes a familia dos alcoois pode ser evidenciada
na Tabela 6. Estes compostos sdo frequentemente encontrados em produtos derivados da
fermentac@o do agucar em plantas (GONCALVES et al., 2006), e foram identificados no
estudo realizado por Nunes et al. (2009, a partir da caracterizagcdo e separacdo de
compostos pelo método de cromatografia gasosa com headspace dinamico. Contudo, ndo
foi encontrado na literatura cientifica atividades biolégicas atribuidas a estes compostos.

Os compostos pertencentes a classe dos éteres observados na Tabela 7, nédo
apresentaram atividade bioldgica com excecdo do metileugenol. O composto citado,
conforme descrito por Sousa et al. (2004), pode ser encontrado em elevadas concentragdes
no 6leo essencial de cravo, sendo a ele atribuidas atividades estimulantes das funcdes
digestivas, também sendo utilizado com frequéncia em condimentos e aromatizantes. No
estudo realizado por Sayyah et al. (2002), foi possivel observar que este composto
encontrado no 6leo essencial de folhas de louro, apresenta atividade promissora frente a
hemorroidas, reumatismo, contusdes e convulsdes. De especial interesse foi o fato de que
este composto também foi identificado por Nunes et al. (2009) na prépolis vermelha
brasileira, e que a presenga deste composto quimico aparenta ndo sofrer influéncia da
sazonalidade, posto ter sido evidenciado em amostras coletadas nos meses de fevereiro,

junho e outubro.

Conforme pode ser visto na Tabela 8, foram identificados dois compostos
pertencentes a classe das cetonas, o 2 (3H) -furanona, 5-dodecildi-hidro-, que né&o
apresenta atividade biolégica descrita na literatura cientifica, e acetofenona, que possui
diversas atividades biolégicas comprovadas, dentre elas, antiinflamatéria (FAVIER et al.,
1998), antiespasmodica (CECHINEL-FILHO et al., 1995), antibacteriana (NIERO, et al.
1996) e antifungica (CECHINEL-FILHO et al., 1996). Segundo Favier et al. (1998), a
acetofenona € um composto fendlico que representa um metabdlito secundario encontrado
frequentemente em plantas submetidas a estresse ambiental

Dentre os compostos encontrados nos EPV obtidos através de diversas condigdes
de extracdo, destacaram-se 0s pertencentes a classe dos terpenos, estes como, lupeol e
seus derivados, lupenona e acetato de lupeol (Tabela 9), sdo encontrados em diversos
espécimes vegetais (DAVID et al., 2004; DIAS et al., 2017. Estes apresentam efeitos

biologicos descritas na literatura, tais como atividade hepatoprotetora (SUNITHA et al.,
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2001), antiartritica (KWEIFIO-OKAI; CARROLL, 1993), antiinflamatdria, sendo descrito por
Geetha; Varalakshmi. (2001) como composto promotor de atividade superior ao padréo
mercadoldgico indometacina.

Deve ser destacado que Gallo, Sarachine (2009) demonstraram que o tratamento
prévio de camundongos apresentando clastogenicidade induzida por benzo[a]pireno
determinou a identificacdo de menores numeros de células aberrantes, DNA micronucleos e
de sinais morfoldgicos de citotoxicidade (e.g. picnose, caridlise e cariorrexe). Além disso, foi
descrita ainda forte atividade antimutagénica do lupeol em modelos in vitro e in vivo,
protegendo o DNA (LIRA et al., 2008). Estes dados sugerem que esse composto apresenta
atividade anticarcinogénica quimiopreventiva. Além disso, tem sido relatada atividade
citotoxica contra linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (Hep-G2) e
melanoma (MEL-2), por meio da inibicdo da topoisomerase Il e da proteina farnesil
transferase (SETZER; SETZER, 2003). O lupeol também apresenta efeito antitumoral sobre
tumores epidérmicos induzidos pelo carcinogeno TPA (12-tetradecanoilforbol-13-acetato)
por meio da modulagdo das vias do NF-kB e PI3K/Akt (SALEEM et al., 2004).

Adicionalmente, como descrito por Nigam et al. (2007), o lupeol aplicado no dorso de ratos
apresentou efeito quimioprotetor contra a inducéo da carcinogénese por 7,12-dimetilbenz (a)

antraceno (DMBA).

Tabela 3: Hidrocarbonetos aromaticos identificados nos EPV por CG/MS demonstrando
area relativa (%) dos picos.

Amostras
Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tolueno 80 25 26 21 132 33 78 179 - 55 40
1,2,3-trimetil-benzeno 05 61 06 44 - 36 29 72 - - 20
1,2,4-trimetil-benzeno 33 20 54 11 87 09 08 1,7 53 27 07
Indano 06 03 - - 04 - - - y -
1,4-dietil-benzeno 04 05 - - 05
1-metil-3-propil-benzeno 04 03 - - 04
1,2-dietil-benzeno 03 03 -
1,3-dietil-benzeno - - - - 05
1-etil-3,5-dimetil-benzeno - - -
2-etil-1,4-dimetil-benzeno 06 02 - - 04
4-etil-1,2-dimetil-benzeno - - - - 03 - -
1,2,3-trimetoxi-5-(2-propenil) benzeno - - 07 05 04 04 03
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Tabela 4: Hidrocarbonetos saturados identificados nos EPV por CG/MS demonstrando area
relativa (%) dos picos.

Amostras

Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tricosano - - 4,0 2,4 2,0 3,0 0,2 3,0 4,0 35 0.4
Pentacosano 15,1 10,5 14,5 8,4 6,1 7,9 0,6 10,5 11,1 10,3 0,8
Hexacosano - 0,4 1,4 0,9 1,0 0,8 0,8 0,2 1,5 0,6 0,4
Heptacosano 0,2 246 250 191 19,9 - - - - - 1,2
Octacosano 0,5 1,0 0,7 0,8 0,8 0,7 0,4 1,3 04 0,3 0,1
Nonacosano 0,1 2,5 1,8 11,9 10,2 16,6 13,0 16,2 21,0 15,8 14,2
Triacontano - 15 20,4 0,9 - 0,9 0,7 0,7 11 1,0 1,0
Untriacontano 0,2 23,0 - 17,6 - 185 200 224 310 21,3 199

Tabela 5: Hidrocarbonetos insaturados identificados nos EPV por CG/MS demonstrando
area relativa (%) dos picos.

Amostras
Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Heptacos - - - - 0,3 0,9 2,1 0,3 0,8 0,5 20,2
Nonacos - - 1,4 11

Tabela 6: Alcoois identificados nos EPV por CG/MS demonstrando area relativa (%) dos
picos.

Amostras

Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
2,3-dimetil-1-pentanol - - - - 0,4 - - 07 - - -
2-Hexin-1-ol - - - - 2.4 - - - -
1-Butanol, 3-metil-, acetato 32 10 16 09 50 1,0 24 42 27 15 -
Alcool beénico 21 06 - 0,3 - 0,4 72 04 05 03 86
Octacosanol - - - 3,7 - 4,8 38 27 11 37 51
1-Triacontanol - - - - - 17,6 - - - - -
1-Heptacosanol - - - 160 - - 156 21 - 158

Tabela 7: Compostos pertencentes a classe dos éteres identificados nos EPV por CG/MS
demonstrando area relativa (%) dos picos.

Amostras
Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Metileugenol - - 06 04 06 03 02 - - -
Isopropil tetracosil éter - - - - 07

Tabela 8: Cetonas identificadas nos EPV por CG/MS demonstrando area relativa (%) dos
picos.

Amostras
Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Acetofenona - - - - 05 - - - 30 - 08
2 (3H) -furanona, 5-dodecildi-hidro- 12 36 51 - 20 54 27 36 54 62 46
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Tabela 9: Terpenos identificados nos EPV por CG/MS demonstrando area relativa (%) dos
picos.

Amostras
Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Lupeol - - - - 203 66 88 01
Lupenona - - - - 11,9 108 122
Acetato de lupeol 164 17,5 10,6 6,1 3,0 34 37 02 - - -

A seguir sdo apresentados os cromatogramas dos extratos obtidos agrupados de
acordo com a temperatura de extracdo. Neles foram destacados os picos referentes aos
terpenos encontrados na maioria dos EPV. Assim, os cromatogramas 1 a 4 (Fig. 5 a 8)
foram obtidos com temperatura de 40 °C, e demonstram a presenca do acetato de lupeol em

picos de diferentes intensidades (6,1 a 17,5% de area relativa).
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Fig. 5: Cromatograma da amostra 1 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 40 °C, 1
ciclo e 10 min de extracdo, onde o acetato de lupeol(b) foi encontrado em uma é&rea referente a 16,4%
como destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 6: Cromatograma da amostra 2 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 40 °C e 3
ciclos de 10 min de extracdo, onde o acetato de lupeol (b) foi encontrado em uma é&rea referente a
17,5% como destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 7: Cromatograma da amostra 3 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 40 °C e 1

ciclo de 20 min de extracdo, onde o acetato de lupeol (b) foi encontrado em uma area referente a
10,6% como destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 8: Cromatograma da amostra 4 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 40 °C e 3
ciclos de 20 min de extracdo, onde o acetato de lupeol (b) foi encontrado em uma é&rea referente a
6,1% como destacado em imagem com zoom acima.

Pode ser observado que a amostra 4 extraida com 3 ciclos de 20 min, apresentou
6,1% de area relativa, tendo a menor area dentre as 4 amostras testadas nas condicdes
supracitadas, enquanto que a amostra 2, extraida com 3 ciclos de 10 min, apresentou 17,5%
de area relativa, sendo a maior area entre as 4 amostras. Esta variabilidade esta

relacionada as diferentes condigfes de extracdo (SANTOS et al., 2010).

Os cromatogramas das amostras de 5 a 8, obtidos a temperatura de 70 °C, séo
apresentados a seguir (Fig. 9 a 12).
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Fig. 9: Cromatograma da amostra 5 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 70 °C e 1
ciclo de 10 min de extracdo, onde o lupeol (a) foi encontrado em uma é&rea referente a 20,3% e
acetato de lupeol (b) a 3% como destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 10: Cromatograma da amostra 6 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 70 °C e 3
ciclos de 10 min de extracdo, onde o lupeol (a) foi encontrado em uma é&rea referente a 6,6% e
acetato de lupeol (b) a 3,4% como destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 11: Cromatograma da amostra 7 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 70 °C e 1
ciclo de 20 min de extragéo, onde o lupeol (a) foi encontrado em uma area referente a 8,8% e acetato
de lupeol(b) a 3,7% como destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 12: Cromatograma da amostra 8 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 70 °C e 3
ciclos de 20 min de extracdo, onde o acetato de lupeol (0,2 %) e o lupeol (0,1%) apresentaram picos
de baixa intensidade praticamente imperceptiveis em imagem com zoom.

O acetato de lupeol aparece em areas de baixa intensidade, juntamente com picos
de intensidades mais elevadas de lupeol. Pode ser observado que a area relativa do acetato
de lupeol variou entre 0,1 e 3,7%, e o lupeol entre 0,2 e 20,3% em diferentes amostras;
neste sentido, a amostra 8, extraida com 3 ciclos de 20 min, apresentou a menor area
(0,2%) de lupeol e acetato de lupeol (0,1%), enquanto a amostra 5, extraida com 1 ciclo de
10 min, apresentou a maior area (20,3%) de lupeol e a amostra 7 apresentou maior area de

acetato de lupeol com 3,7%. E possivel observar que a amostra 8 apresentou 0s menores
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areas dos terpenos de interesse para o presente trabalho, isto pode ser explicado
possivelmente devido ao maior tempo de exposicdo da amostra a condi¢cdes de calor (70
°C), o que promoveu o arraste de maiores concentra¢des de outros compostos quimicos e
de cera que ndo apresentam atividade biolégica, consequentemente, influenciando no maior
rendimento obtido neste estudo. Porém, estudos que corroborem com a explicacdo do

entrave ocorrido Sao escassos.

Ficou evidente que a obten¢&o do lupeol ocorreu apenas nas extragdes realizadas a
70 °C. Este fato parece sugerir que temperaturas mais elevadas poderiam favorecer a
dessorcdo deste composto quimico, o que teria facilitado sua extragdo sob as condi¢bes
trabalhadas no presente estudo. Suportando esta hipotese, estudos prévios tém
demonstrado que o lupeol é frequentemente encontrado em 6éleos essenciais obtidos por
hidrodestilago, cuja temperatura de extracdo ¢ de 100 °C (ANDRE et al., 2018; FELIPE;
BICAS, 2016; MATTANA et al., 2015; VALLILO et al., 2006).

As amostras referentes ao ponto central foram obtidas a partir de 2 ciclos de 15 min
e temperatura de 55 °C. Os cromatogramas obtidos sob estas condicdes estdo
apresentados nas Fig. 13 a 15, nestes, foi possivel observar que a lupenona foi identificada

em todas as amostras do ponto central.
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Fig. 13: Cromatograma da amostra 9 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 55°C e 2
ciclos de 15 min de extracdo, onde lupenona (c) foi encontrado em uma area referente a 11,9% como
destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 14: Cromatograma da amostra 10 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 55°C e
2 ciclos de 15 min de extragdo, onde lupenona (c) foi encontrado em uma &rea referente a 10,8%
como destacado em imagem com zoom acima.
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Fig. 15: Cromatograma da amostra 11 obtida por liquidos pressurizados com temperatura de 55°C e
2 ciclos de 15 min de extragdo, onde lupenona (c) foi encontrado em uma éarea referente a 12,2%
como destacado em imagem com zoom acima.
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Diante destes dados € possivel sugerir que a temperatura, tempo e quantidade de
ciclos sdo variaveis independentes que, além de influenciarem significativamente no
rendimento da extracdo, também parecem interferir substancialmente no tipo e teor de
compostos extraidos. De especial interesse foi o fato de que as amostras obtidas com 2
ciclos de 15 min, temperatura de 55 °C, mostraram a presenca da lupenona, o que reforca a
justificativa que a variacdo de temperatura influencia diretamente na solubilizacdo dos
compostos (TORRES et al., 2018).

Contudo, ndo se pode perder de vista que, no presente estudo, foi determinada
apenas as areas relativas dos picos das diferentes substancias identificadas nos
cromatogramas anteriormente citados. Assim, extrapolacdes relacionando o percentual de
area relativa com potencial atividade biolégica dos extratos devem ser interpretadas com
bastante parcimbnia, uma vez que ndo foram obtidos valores quantitativos absolutos de
cada composto. Portanto, areas relativas menores podem, em alguns casos, representar

teores maiores de substancias, dependendo do rendimento total dos compostos (m/m).

Analisados em conjunto, os dados obtidos a partir do estudo de rendimento e
caracterizacdo quimica dos extratos da propolis vermelha demonstrou a eficiéncia do

desenvolvimento do método de extracdo no ASE™.

6.3 Avaliagcdo do efeito citotoxico dos extratos da propolis vermelha utilizando o

ensaio colorimétrico MTT

O procedimento de analise colorimétrica 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) é utilizado com frequéncia por diversos autores (FROZZA et
al., 2017; KHAN et al, 2017; RAIl et al, 2018; SUNDAR; SUDARKODI, 2018;
VAJRABHAYA; KORSUWANNAWONG, 2018). E uma anélise baseada na conversdo do
MTT, composto hidrossoltvel de cor amarela, em azul de formazan, a partir da succinato
desidrogenase, uma enzima do ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células viaveis
(BERRIDGE et al.,, 2005). Neste sentido, € um ensaio que proporciona a avaliacao das
células vivas a partir do seu metabolismo ativo, permitindo um elevado grau de
confiabilidade relacionada a viabilidade das células em contato com o0s extratos ou
substancias testadas. Assim, a determinacdo da atividade metabdlica mitocondrial
proporcionada pelos resultados do MTT é passivel de ser correlacionada com uma
estimativa da viabilidade celular, sendo um teste ripido e de baixo custo quando
comparados com outros ensaios. Por outro lado, a desvantagem deste método é a

incapacidade de avaliar lesdes celulares (MOSMANN, 1983).
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Para esta avaliacdo, segundo MAHMOUD et al. (2011), a atividade citotoxica de um
dado produto contra linhagens de células tumorais, seja um composto complexo, como um
extrato, seja uma molécula isolada, € considerada moderada quando o indice de viabilidade
esta entre 25 e 50% e forte quando este indice € menor que 25%. Destaca-se que a
viabilidade celular acima de 50% apds tratamento com um determinado composto €

interpretada, para fins de triagem, como auséncia de atividade citotoxica.

No presente estudo, o potencial citotoxico das 11 amostras foi testado frente a duas
diferentes linhagens celulares tumorais, cancer de coélon (HCT116) e prostata (PC3),
utilizando-se a andlise da viabilidade celular por meio do ensaio colorimétrico de MTT.

A escolha dessas linhagens foi baseada no fato de que estas representam
neoplasias malignas de elevada frequéncia no Brasil (INCA, 2018). Conforme pode ser
observado na Fig. 16, a maioria das amostras apresentou atividade citotéxica pelo menos
moderada (50% de atividade citotoxica) contra células HCT116, excetuando a amostra 8, e
contra PC3, com a exce¢do das amostras 1 e 8. Contudo, apenas a amostra 5 apresentou
atividade citotdxica forte (acima de 75% de atividade citotdxica) contra essas duas linhagens
de células tumorais.
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1004

Viabilidade celular (%)

Y v > ™ 1) © A R B

Amostras dos extratos de prépolis vermelha

Fig. 16: Analise citotdxica contra linhagens de células tumorais derivadas de neoplasias malignas
humanas HCT116 (adenocarcinoma de célon) e PC3 (adenocarcinoma de préstata).
— — — Limite percentual minimo de atividade citotoxica considerada pelo menos moderada.

—— Limite percentual minimo de atividade citotdxica considerada forte.

A atividade citotoxica de diferentes triterpenos estd bem estabelecida na literatura
(CHUDZIK et al., 2015). Mais especificamente, tem sido relatado que diferentes extratos

apresentando lupeol e derivados demonstraram atividade citotoxica frente a uma série de
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linhagens tumorais malignas, incluindo células de carcinoma hepatocelular (HepG2),
hibridoma de células B (A-431), hepatoma (H-4lIE) (FLORIANI et al., 2003), NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide pulmonar), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e HEp-2
(carcinoma epidermoide de laringe) (BASTOS et al., 2017). Aliado a isso, estudos recentes
demonstraram que o lupeol apresenta forte atividade citotoxica contra células MCF-7
(adenocarcinoma de mama) (PITCHAI et al., 2014), U87MG (glioblastoma), CEM/ADR5000
(leucemia) e HCT116 (adenocarcinoma de célon), (NYABOKE et al., 2018). Por outro lado, o
acetato de lupeol apresenta atividade citotdxica contra linhagens de carcinoma de pulméo
(A549), adenocarcinoma de célon (DLD-1), mama (MCF-7, MDA-MB468), péancreas
(MIAPaCa-2), prostata (DU145) e ovéario (SK-OV-3), carcinoma de colo de Utero (Hela),
carcinoma hepatocelular (PLC/PRF/5) e carcinoma renal (786-0, Caki-1) (MISHRA et al.,
2016). E a lupenona, que no estudo realizado por Ahmad et al, (2015), foi descrito que
extratos que apresentavam este composto quimico demonstraram atividade citotoxica contra
células MCF-7, HT-29 (c6lon) e HeLa.

Desta forma, a presenca de triterpenos como lupeol, lupenona e acetato de lupeol
nos extratos analisados no presente estudo, ainda que em concentracdes aparentemente
baixas, parece suportar a atividade citotdéxica pelo menos moderada obtida na maioria das
amostras. Ainda suportando esta teoria, a amostra 5 demonstrou elevado grau de
citotoxicidade contra células HCT116 e PC3, o que poderia ser explicado presenca conjunta

de lupeol e acetato de lupeol.

Apesar de nao ter representado o objetivo deste trabalho, é possivel especular
algumas hipéteses acerca dos provaveis mecanismos fisiopatoldégicos envolvidos na
atividade citotéxica. Mishra et al. (2016) comentam que este potencial anticancerigeno seria
dependente em grande parte da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
posteriormente levaria a ruptura da membrana mitocondrial e potencial apoptose de células
tumorais. Em concordancia com essa teoria, Pitchai et al. (2014) observaram que triterpenos
como lupeol sdo capazes de modular a expressdo de genes envolvidos na inducédo da
apoptose pela via mitocondrial, regulando negativamente a expressdo do Bcl-2 e Bcl-x. No
entanto, uma vez que o escopo metodolégico deste trabalho ainda ndo permite avaliar a
veracidade desta teoria, estudos posteriores sdo necessarios a fim de evidenciar com
clareza os mecanismos bioquimicos e moleculares associados aos efeitos citotéxicos do

EPV sobre linhagens de células tumorais.

ApoOs a realizacdo dos ensaios de viabilidade celular, a amostra 5 foi selecionada

com referéncia a atividade citotdxica representada na Fig 16. Esta amostra foi submetida a
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ensaios para determinacdo da CC50 (concentracao citotoxica média capaz de provocar 50%
do efeito maximo) em células HCT116 (Fig. 27).

100+
754

504

Crescimento celular (%)

pg/mL
C- 1,56 3,13 6,25 12,5 25 50 100

Fig. 17: Gréfico da Concentracéo Inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo em células HCT116.

O valor de CC50 obtido no presente estudo foi de 31,53 pg/mL, podendo ser
considerado potencialmente téxico. Diretrizes para ensaio de citotoxicidade com extratos
derivados de plantas firmam que, CC50 <10 ug/mL é considerada como "muito téxico";
CC50 entre 10 e 100 pg/mL seria "potencialmente téxico"; CC50 100-1000 pg/mL

"potencialmente prejudicial® e CC50 >1000 ug/mL "potencialmente nao toxico" (GAD-
SHAYNE, 2009).

Os resultados de rendimento em consonancia com o a atividade citotoxica e a CC50
apresentados neste estudo, corroboram com pesquisas posteriores que avaliem o possivel
mecanismo dos terpenos frente a inviabilidade das células testadas, atividade antitumoral

em modelo animal, quantificacdo dos compostos de interesse e otimizacdo do processo de
extracgao.
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7 CONCLUSAO

Frente ao exposto conclui-se que:

v' A maioria dos extratos com a excecao da amostra 8, apresentou atividade
citotoxica pelo menos moderada frente as linhagens de células tumorais
HCT116 e PC3.

v' O desenvolvimento de extracdo partindo de um planejamento fatorial 23,
revelou que todas as variaveis influenciaram significativamente na obtencéo
dos melhores rendimentos. Entretanto, o rendimento da extragdo n&o foi
diretamente proporcional & atividade citotoxica.

v' Os extratos obtidos apresentaram composicao quimica bastante semelhante,
representada por hidrocarbonetos, cetonas, alcoois, éteres e terpenos.

v" O extrato obtido nas condi¢cdes onde temperatura a 70 °C e 1 ciclo de 10 min,
apresentou forte atividade citotdxica frente as linhagens de células tumorais
testadas, sendo esta atividade atribuida a presenca de terpenos como lupeol
e acetato de lupeol.

v' Os resultados obtidos corroboram com a necessidade e viabilidade de
execucgdo de novas pesquisas avaliando possiveis mecanismos envolvidos na
atividade citotéxica. Uma vez que, 0s extratos apresentaram bom rendimento
conforme preconizado pelo ministério da agricultura, a amostra 5 apresentou
forte atividade citotéxica frente as linhagens de células tumorais testadas
neste estudo e a CC50 revelou que esta amostra pode ser considerada

potencialmente toxica.
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