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assassinada pela experiéncia”.

Albert Einstein



RESUMO

O mel é um composto produzido pelas abelhas a partir de néctar, com a adi¢do de
algumas enzimas e posterior desidratacdo. Além do seu uso como alimento, o0 mel também ¢é
utilizado pelas suas vérias propriedades bioldgicas, ou nutracéuticas. Neste trabalho foram
realizadas extragdes do tipo liquido-liquido (particdo) com &gua e adi¢do dos solventes
organicos acetato de etila e hexano, polar e apolar, respectivamente; de modo a produzir
extratos caracterizados pelo baixo teor de aclcar com o objetivo de purificar compostos
bioativos do mel, que tenham atividade bioldgica referente a atividade antioxidante e potencial
antitumoral. Brevemente, trinta gramas de mel foram pesados e misturados a 300 mL de agua
e a solucdo foi movida para um funil de separacdo onde continha cada solvente. Ap6s devida
agitacdo, a parte com solvente foi transferida para um rotaevaporador. Apés total evaporacao
dos solventes, as amostras foram ressupendidas com alcool etilico, e as aliquotas foram movidas
para tubos de ensaio e evaporadas em centrifuga a vacuo. As amostras foram ressuspendidas
novamente em solvente dimetilsulfoxido para posteriores analises. Amostras de extrato aceto-
etilico, extrato hexanico, e mel bruto foram analisadas em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia gerando um perfil cromatografico de picos que foi importante para verificar a
diversidade de moléculas presentes em cada extrato. Posteriormente, cada amostra teve seu
potencial antioxidante averiguado em ensaios quimicos como Fendis totais, FRAP (ferric
reducing antioxidant power) e ABTS (sal de amoénio do acido 2,2’-azinobis(3-
etilbenzenotiazolina6-sulfonico). O potencial antitumoral foi testado, através do parametro de
viabilidade celular, utilizando-se 4 puL (10 mg/mL) de cada amostra em células de linhagens
leucémicas K562 e Jurkat em meio de cultura tipo RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB). Os resultados do trabalho demonstraram uma diferenga entre a atividade
antioxidante de amostras de extrato aceto-etilico comparadas com amostras de extrato hexanico
e de mel bruto. CorrelacGes entre as amostras para todos 0s ensaios antioxidantes denotam a
diferenca estatistica da amostra de extrato aceto-etilico tendo o maior potencial antioxidante
qguando comparada com a amostra de extrato hexanico e amostra de mel bruto (p<0,001). Este
resultado foi confirmado pelas analises de CLAE, onde o perfil cromatografico do extrato aceto-
etilico mostrou-se mais diversificado, apresentando diversos picos, diferentemente do extrato
hexanico que apresentou poucos picos nos comprimentos de onda analisados. Os diferentes
ensaios antioxidantes puderam comprovar que 0 extrato aceto-etilico purifica compostos
antioxidantes, e sua atividade foi medida, indicando a possivel presenca principalmente de

flavonoides e acidos fendlicos. Os resultados de viabilidade celular evidenciam a baixa



citotoxicidade dos extratos testados, porém, a dispersao populacional das células indica que
outro processo celular pode estar ocorrendo. Diante disso, outros pardmetros como anélise de
ciclo celular, diferenciacao celular, proliferacdo celular, e niveis de expressdo de proteinas pro
e anti-apoptdéticas devem ser testados e serdo importantes para decidir o uso de extratos de mel
como candidatos na prevencdo do processo de tumorigénese. Somando-se a isso, todo estudo
do mel da regido do Pampa sera importante para se obter dados de comparagdo com méis de

outras regides, e principalmente para agregar valor ao mel e a préatica de apicultura na regiao.

Palavras-chave: mel, extratos de mel, potencial antioxidante, potencial antitumoral



ABSTRACT

Honey is a complex mixture produced by honeybees from floral nectar, supplemented
with enzymes and subsequent dehydration. In addition to its use in diet, honey is also used for
its various biological properties, or nutraceuticals. In this work liquid-liquid extractions were
performed using water plus the organic solvents ethyl acetate and n-hexane, polar and non-
polar, respectively; aiming the production of extractions characterized by the absence of most
sugars; the objective was to purify bioactive compounds present in honey which had some sort
of biological activity including antioxidant activity and antitumoral potencial. Briefly, thirty
grams of crude honey were obtained and mixed with 300 mL of water, consequently the solution
was moved to a separatory funnel which contained each solvent. After correct agitation, the
solvent fraction was transferred to a rotary evaporator. Following total solvent evaporation,
samples were resuspended in ethanol, and the aliquots were moved to test tubes and evaporated
in a vacuum centrifuge. Samples were again resuspended in dimethylsulfoxide (DMSQO) to
future analysis. Ethyl acetate extracts, hexanic extracts and crude honey samples were analysed
in High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) achieving chromatography peak profiles that
were crucial to verify the diversity of molecules present in each extract. Thereafter, each sample
had its antioxidant power evaluated in chemical essays like Total Phenolics, FRAP (ferric
reducing antioxidant power), and ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid)]. The antitumor potential was tested through cell viability, using 4uL (10 mg/mL) of each
sample on K562 and Jurkat leukemic cell lines in RPMI-1640 culture medium containing 10%
of fetal bovine serum (FBS). Work results showed a difference between the ethyl acetate extract
antioxidant activity and the hexanic extract and crude honey antioxidant powers. Correlations
between samples for all the essays revealed statistical difference for the ethyl acetate extract
sample owning the highest antioxidant power when compared to hexanic extract and crude
honey samples (p<0,001). This result was confirmed by HPLC analysis, where the ethyl acetate
extract chromatography profile exhibit itself diversified, displaying multiple peaks, differently
from the hexanic extract, which displayed few peaks on the inspected wavelength. The
antioxidant chemical essays were able to show purification of antioxidant compounds by the
solvent ethyl acetate meaning that the compounds flavonoids and phenolic acids were present,
and their activity was measured. Cell viability results showed low cytotoxicity effects for both
extracts, although the population scattering indicate that other cellular process might be
occurring. Beyond that, more parameters, for instance, cell cycle, cell differentiation, cell

proliferation, and expression levels of pro and anti-apoptotic proteins must be tested, and will



be decisive to determine honey extracts as potential candidates for prevention of tumorigenesis
process. In addition, utter studies of Pampa region honey will be important to obtain comparison
data to other region’s honeys, and most of all, to incorporate value to this honey and stimulate

region’s beekeeping.

Keywords: honey, honey extracts, antioxidant power, antitumor capacity



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Abelha do género ApIS € TAVO. .....ccooiiiiiiiiiecce e 17
Figura 2 — Regido de abrangéncia territorial do bioma Pampa ...........cccccevvveiviieivevesieceenne 18

Figura 3 — Exportaces brasileiras de mel, por valor exportado e por quantidade produzida..19

Figura 4 — ComPOSIGAO 0O MEL.......oiiiiiiiiiieiiiee e 20
Figura 5 — Alguns exemplos de compostos fENOIICOS ..........ccoveiiiieririiieieree e 23
Figura 6 — Exemplo simplista de interacdo entre antioxidante e radical livre..............c.c......... 26
Figura 7 — Possivel efeito do mel na via apoptotiCa.........cccccvevieieiieiicic e 27
Figura 8 — Estruturas moleculares dos solventes utilizados ............cccccveveiieeiiiiicieece e 28

Figura 9 — Esquema resumido mostrando a organizacao e conducao do processo
metodoldgico, desde a coleta até @NAlISES ..........ccecvivieeieieiere e 30
Figura 10 — Procedimentos da €XIFACAO..........cueieeieieerieeiesteesieeieste e e eesreesie e sreesreeneesraeee s 31
Figura 11 — Perfil cromatografico dos extratos produzidos. Sendo A: extrato aceto-etilico
comparado ao mel bruto, B: extrato hexanico comparado ao mel bruto, e C: comparagéo entre
SR LRI 10 1011 1 - OSSR 37
Figura 12 — Potencial antioxidante do mel e de extratos de acordo com cada ensaio quimico 39
Figura 13 — Viabilidade celular dos grupos apos 24, 48 e 72h de tratamento. A: Linhagem
Jurkat e B: [INhagem K562 ..........co it 41



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — NULHENTES A0 M. ettt e e e e e e e e e e e e e eaan 21
Tabela 2 — Concentragdes dos gradientes da fase movel por tempo .........cccoceveriiieicnneen. 32
Tabela 3 — Peso seco e rendimento relativos de cada eXIrato..........ooveeeveeeieeeeeesieeeieeeeeeee e e 35

Tabela 5 — Viabilidade das linhagens celulares em 24, 48 e 72h ap0s tratamento. VValores em
[SLOT (1= 1 e=T0 =T o RPN 41
Tabela 6 — Distribuicdo de populacdes celulares de linhagem Jurkat dos grupos apos 24, 48 e
72h, delimitando a porcentagem de células vivas (IiVe)..........cccvevevieiiciiiic i 43
Tabela 7 — Distribuicdo de populagdes celulares de linhagem K562 dos grupos ap0s 24, 48 e
72h, delimitando a porcentagem de Células Vivas (liVe)..........ccocvereininiiniinineee e 44



LISTA DE ABREVIATURAS

a.C. — antes de Cristo

ABEMEL — Associagdo Brasileira dos Exportadores de Mel
apud — expressao latina que designa “citado por”

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

et al. — et alii ou et alia, expressdo em latim que significa “e outros”
Hep G2 — linhagem celular de hepatoma humano

HMF — Hidroximetilfurfural

DIl — Doenga inflamatoria intestinal

ERO — Espécies reativas de oxigénio

ERN — Espécies reativas de nitrogénio

n. —namero

p. — pagina

ton. — toneladas

V. —volume



LISTA DE SIMBOLOS

p — valor p, nivel de probabilidade de significancia

mPA — miliPascal, unidade padréo de pressao

n — ndmero amostral

pH — potencial do hidrogénio, escala para medir acidez ou basicidade de uma solucéo
tr — tempo de retengéo

uV — microvolts, unidade de tenséo elétrica



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt na s 15
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot ssss st ssssssesesas 17
2.1 O MLt b e e re e te e e ns 17
2.2 MBI NO BIaSI ...ttt 18
2.3 COMPOSIGAD 0O MEI ...t ns 19
0 N O Vg T o [ 10 LTSRS 20
P T o (0] (- [ - TSRS 20
2.3.3 VItamMINGS € MINEIAIS .....ccuieieieiiieiiesie sttt ettt sresbe bbb 21
2.3.4. OULIOS COMPOSTOS ... .eeeiuieieiniiieiiete sttt e sbeeesbeeessbee e ssbe e s ssbe e s sab e e s sbbe e s nbbeesnbbeesnsbeesbneeans 22
2.4 Propriedades fisioldgicas do Mel ..o 23
2.4.1 Propriedade antimiCrobIana............ccoueiviieiieii e 23
2.4.2 Propriedade anti-inflamatoria...........cccccvevveiieiiciic i 24
2.4.3 Propriedade antioXIdante............cceiiriiiiiiieeee e 24
2.4.4 Propriedade antitUmOral .............coouoiieiiiie i 26
2.5 Solventes para preparaGao de EXIIAL0S .........coveieerieeiieiie e 28
2.6 Linhagens leucémicas Jurkat e K562 como modelo..........cccooveviiiiiiieieniecieccee s 28
S OBUIETIVOS ...ttt bbbttt bbb 29
4. MATERIAL E METODOS ......cooiieieeeeeeee et eses s esses s sesas s s, 30
4.1 Coleta € armazenamENTO .........cueieerueeieeeeneeeeseesieeeesreeste e e sreesreeeesreesseenseaseesreenseeneenes 30
4.2. Extracdo de compostos bioativos do Mel............coveviiiiicic e 30
4.3 Analise de picos em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ...................... 31
4.4 Acesso a atividade antioXidante........cc.cvereieieiesecieee e 32
441 FENOIS TOTAIS. ...eevvereeieie ittt sttt sttt et s e et etesbesresbeanenneas 32
4.4.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power — Poder antioxidante de reducédo do
(=] 40 PP PSS SO TP PP PRTRPRPRON 33
4.4.3 ABTS" [sal de amonio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina6-sulfonico)]33
4.5 Teste de viabilidade CRIUIAN ..o 34
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ooviieeieieeteeeeeeeeetese st 35
5.1 Rendiment0 da EXIFAGAO.........cueieeieeiesieerie ettt sttt ettt sb e be e sneeeas 35
5.2 Anédlise de picos em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ..........c..coc..... 36
5.3 Acesso a atividade antioXIdaNTe...........cccverveiiiieri e 38
5.4 Teste de viabilidade CEIUIAr ... 40
6. CONCLUSAOQO E PERSPECTIVAS ..ottt 45
REFERENCIAS
GLOSSARIO

ANEXO






15

1. INTRODUCAO

O conceito de nutricdo saudavel vem se aprimorando nos ultimos anos. As pessoas estdo
cada vez mais preocupadas na sua dieta e bem-estar. Busca-se uma dieta que ofereca produtos
contendo qualidade nutricional em quantidades suficientes (carboidratos, proteinas, lipidios,
vitaminas e minerais), e que possam reduzir os riscos de desenvolver certas doengas. Desse

preceito surge a classe de alimentos terapéuticos (NAGAI; INOUE, 2004).

O mel é um produto natural considerado terapéutico; é uma solucdo altamente
concentrada de agucares e outros componentes, como minerais, proteinas, enzimas, vitaminas,
acidos organicos, flavonoides, acidos fenolicos, e outros fitoquimicos (BERTONCELJ et al.,
2007). Sabe-se que o mel contém mais de 200 substancias diferentes, mas é composto
majoritariamente por frutose (38%) e glicose (31%). Além disso, o mel contém outras
substancias em menor escala, muitas delas séo relacionadas por terem efeito antioxidante, como
acidos fendlicos e flavonoides; enzimas (glicose oxidase, catalase); &cido ascorbico;
substancias carotenoides; aminoacidos e proteinas (GHELDOF; WANG; ENGESETH, 2002).
A concentracdo desses compostos depende da origem floral e geogréfica da origem do mel;
além disso, o processamento e 0 armazenamento também influenciam na sua composi¢édo (AL-
MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI, 2002). Muitos estudos demonstram a correlacdo entre
0 potencial antioxidante e o conteudo de fendis totais presentes no mel (ALJADI;
KAMARUDDIN, 2004). A importancia biologica dos antioxidantes se deve a protecdo da
integridade celular, onde a funcdo do radical oxidante é transferida para outras moléculas menos
deletérias que interagem com outros substratos podendo regenerar-se, evitando assim o dano
celular (SIES,1997).

O mel possui diversas propriedades, entre elas, atividade antibacteriana e antiviral,
capacidade anti-inflamatoria, inibicdo das reacGes de escurecimento de frutas e vegetais,
potencial antioxidante, e potencial antitumoral. Embora a regido do Pampa Gaulcho seja uma
das maiores produtoras de mel do Brasil, existem poucos trabalhos realizados sobre as
caracteristicas biologicas do mel da regido (CRUZ et al., 2014). Dessa forma, € de suma
importancia caracterizar o mel da regido do Pampa Gaucho, localizada no Sul do Brasil, para
se obter dados de comparagdo com méis de outras regides, e principalmente para agregar valor

ao mel e a préatica de apicultura na regido.

O trabalho de HASSAN et al. (2013) demonstrou que diferentes concentragfes de mel
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adicionados a um meio de cultura de células de linhagem Hep G2 (hepatoma humano) causam
efeito antiproliferativo dose-dependente; porém suas conclus@es ndo clarificam os mecanismos
moleculares de morte celular pelo mel, e diante disso, sugere que ainda ha muito o que se
descobrir para confirmar o mel de uso terapéutico como candidato na prevencédo ou tratamento

do cancer.

Dentro deste contexto, o trabalho teve como objetivo analisar extratos de mel, visando
a purificacdo de compostos bioativos, que possuam propriedades antioxidantes e/ou
antitumorais realizando extragdes de particdo pela manipulagdo dos solventes organicos acetato
de etila (C4HgO>) e hexano (CeH14), de acordo com a polaridade. Para investigar a diversidade
de moléculas presentes em cada extrato, foi elaborado um estudo do perfil cromatogréafico de
cada extrato e de mel bruto. Além disso, buscou-se verificar a atividade antioxidante dos
extratos em ensaios quimicos, e averiguar o potencial antitumoral a partir de testes de

viabilidade em células de linhagem leucémicas dos tipos K562 e Jurkat.



17

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O mel

A primeira utilizacdo do mel na histéria humana é datada de 2000 a.C. em uma tabuleta
suméria, onde era utilizado como curativo. Em muitas outras culturas, como a do Antigo Egito,
o mel era utilizado com proposito nutricional e medicinal (WHITE, 1975). Hoje, ha um ramo
alternativo da medicina denominado apiterapia, onde os efeitos do mel e seus derivados sao
explorados contra diversas doencas (HELLNER et al., 2008). O uso do mel amplia-se na
averiguacdo de seus efeitos no tratamento de ferimentos, queimaduras e infec¢des, além da
capacidade antimicrobiana e antitumoral. Devido ao seu alto teor de carboidratos, e as suas
propriedades o mel é uma excelente fonte de energia. Porém seus efeitos s6 sdo alcangados

quando ingeridos em doses entre 50 e 80 gramas (KREIDER et al., 2002).

O mel é uma substancia viscosa produzida por abelhas do género Apis. As abelhas
adquirem néctar floral de diversas espécies de plantas, e através de atividade enzimatica,
evaporacdo de agua e regurgitacdo, produzem o mel e o estocam nos alvéolos de favos (Figura
1). O mel coletado pelas abelhas é utilizado como fonte energética para o metabolismo e para
a atividade muscular intensa realizada pelo processo do voo (SUAREZ et al., 1996).

Figura 1 — Abelha do género Apis e favo.
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A: abelha em seu habitat natural e B: estrutura denominada favo, onde o mel é estocado
Fonte: A: Pierre Guezingar/CCommons e B: shutterstock.com/honeycomb
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2.2 Mel no Brasil

A apicultura no Brasil foi inserida em 1839, quando algumas colonias de abelhas da
espécie Apis Mellifera foram trazidas de Portugal. Posteriormente outras racas da mesma
espécie foram introduzidas principalmente nas regiGes Sul e Sudeste, por imigrantes europeus.
Com aintroducdo da abelha africana (Apis Mellifera Scutellata) em 1956, a apicultura brasileira
tomou um novo rumo —com 0 cruzamento entre essas espécies e domesticacdo das mesmas
(SEBRAE, 2015). Atualmente a atividade de apicultura é exercida por cerca de 350 mil
produtores brasileiros, e segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
Brasil produziu, em 2013, 35 mil toneladas de mel, com destaque para o estado do Rio Grande
do Sul, sendo o estado mais produtor. A regido do Pampa Galcho € caracterizada pelo
predominio de campos, entremeados por capdes de mata, matas ciliares e banhados (Ministério
do Meio Ambiente). No Brasil, o bioma Pampa esta restrito ao estado do Rio Grande do Sul,
onde ocupa uma area de 176.496 kmz2, mas abrange todo o Uruguai e parte da Argentina, como
demarcado na Figura 2 (IBGE, 2004).

Figura 2 — Regiéo de abrangéncia territorial do bioma Pampa

Rio Grande do Sul

Fonte: Santino (2004), adaptado pelo Autor

Ja nas exportacBes de mel, apesar do bom posicionamento do pais, o Brasil costuma
apresentar melhor ranking em quantidade quando comparado com o ranking em valor, como

mostra a exportacéo entre os anos de 2014 e 2016, exemplificado na Figura 3. Essa tendéncia

aponta a necessidade do pais de buscar a produgéo de produtos com qualidade e valor agregados
(SEBRAE, 2014).



Figura 3 — Exportaces brasileiras de mel, por valor exportado e por quantidade produzida
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Fonte: ABEMEL (2017), adaptado pelo Autor
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Dados preliminares apontam que em 2017 o Brasil passou a ser o 8 ° maior exportador

mundial de mel em termos de valor (US$/kg), subindo 6 posi¢bes no ranking mundial. Em

termos de volume mundial de mel exportado, o Brasil subiu 3 posi¢des no ranking de maior

exportador, alcancando também o 8 ° lugar em volume exportado (ABEMEL, 2017).

2.3 Composicdo do mel

Ao todo ja foram reportadas mais de 200 substancias em diferentes tipos de maéis.

Segundo WHITE (1975), o mel é composto majoritariamente por frutose (38,2%) e glicose

(31%), seguido de agua (17,1%), maltose (7,2%), trissacarideos e outros carboidratos (4,2%),

sacarose (1,5%), e minerais, vitaminas e enzimas (0,5%), conforme ilustra a Figura 4. Porém,

ocorre certa variacdo da concentracdo desses compostos de acordo com a regido geogréafica e a

origem floral; além disso, 0 processamento e armazenamento do mel podem ser fatores
modificantes na composigéo final (AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI, 2002). O mel

é rico em carboidratos, mas sua ingestdo ndo apresenta altas taxas de nutrientes essenciais para

a dieta diaria, como vitaminas e minerais, apesar disso, sua importancia fundamenta-se nas suas

propriedades fisioldgicas, listadas na secdo 2.4.
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Figura 4 — Composic¢do do mel em porcentagem

= Minerais, Vitaminas,
Enzimas e outros
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Sacarose: 1,5% \
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outros carboidratos:
4,2%

Frutose: 38,2%

Maltose: 7,2%
Glicose: 31%

Agua: 17,1%

Fonte: WHITE (1975), adaptado pelo autor

2.3.1 Carboidratos

AcUcares sdo 0s maiores constituintes do mel, totalizando 95% do peso seco. Os
principais aclcares sao 0s monossacarideos frutose e glicose, formados a partir da hidrélise do
dissacarideo sacarose. Além disso, outros 25 tipos de acucares ja foram detectados em outros
estudos (DONER, 1977).

2.3.2 Proteinas

O mel contém aproximadamente 0,5% de proteinas, a maioria delas sendo enzimas e
aminoéacidos livres. As trés principais enzimas componentes do mel sdo a amilase (degrada
amido ou glicogénio em agucares menores), a invertase (degrada sacarose em frutose e glicose),
e glicose oxidase (produz peroxido de hidrogénio e gluconato a partir da glicose)
(BOGDANOV et al., 2008). Além disso, o mel possui diminuta concentracdo da enzima

catalase, responsavel pela degradacéo do peroxido de hidrogénio (H202 em H20 e Oy).
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2.3.3 Vitaminas e minerais

O mel é constituido de infimas porcbes de minerais como sodio, calcio, potassio,
magnésio, fosforo, zinco, cobre, ferro, manganés, entre outros; e vitaminas com a filoquinona
(K), tiamina (B1), riboflavina (B2), acido ascorbico (C), entre outros, como demonstrado a

seguir na Tabela 1.

Tabela 1 — Nutrientes do mel

Quantidade em 100 g de

Nutriente mel Ingestdo diaria recomendada
MINERAIS mg mg
Sédio 1,6 550
Calcio 11383 1000-2000
Potassio 40-3500 2000
Magnésio 0,7-13 300-400
Fosforo 42036 700-1250
Zinco 0,05-2 7-10
Cobre 0,02-0,6 0,5-1
Ferro 0,03-4 10-15
Manganés 0,02-2 2-5
VITAMINAS mg mg
Filoguinona (K) 0,025 60-70
Tiamina (B1) 0-0,01 1-1,3
Riboflavina (B2) 0,01-0,02 1,2-1,5
Acido ascorbico (C) 22-25 100

Tabela mostrando diversos nutrientes encontrados no mel, sua quantidade em 100g, e a ingestao diaria

recomendada para cada nutriente.
Fonte: WHITE (1975); ISKANDER (1995); CONTI (2000); BOGDANOV (2008), adaptado pelo autor
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2.3.4. Outros compostos

Polifenois sdo um grupo de compostos que possuem atividade funcional no mel. Dentre
a classe de polifendis presentes no mel, destacam-se os flavonoides (quercetina, luteonina,
canferol, apigenina, crisina, galangina, apigenina, pinocembrina, pinobanksina, genkwanina) e
acidos fenolicos (cafeico, p-cumarico, ferralico, clorogénico, vanilico, cis,trans-abscisico,
cindmico, siringico) (GHELDOF; ENGESETH, 2002, GHELDOF; WANG; ENGESETH,
2002). Os compostos fendlicos caracterizam-se, por apresentar em sua estrutura, Varios grupos
benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas. Alguns

compostos fenolicos sdo exemplificados na Figura 5.

Hidroximetilfurfural (HMF), componente muitas vezes indesejado no mel, é o produto
da decomposicdo por desidratacdo da frutose. A relevancia sobre a presenca desse composto se
deve ao fato de que seus metabolitos apresentarem comprovada atividade genotdxica e
carcinogénica (SURH; TANNENBAUM, 1994). Sua composic¢do é aumentada dependendo do
armazenamento e do possivel aguecimento prolongado do mel —dessa forma sendo utilizado
como padrdo para controle de qualidade, ja que sua elevada concentracdo retrata um mal
processamento do mel (ROSATELLA et al., 2011)

Assim como qualquer outro alimento, 0 mel pode conter resquicios de contaminantes
como metais pesados, pesticidas, antibidticos, entre outros (BOGDANOQV, 2006). Acrescenta-
se também o fato de algumas plantas naturalmente produzirem compostos toxicos, como 0s
dipertenoides e alguns alcaloides, 0s quais serdo incorporados ao mel através do néctar coletado
pelas abelhas. Apesar disso, os casos de envenenamento pelo mel sdo rarissimos (EDGAR;
ROEDER; MOLYNEUX, 2002).



Figura 5 — Alguns exemplos de compostos fendlicos
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O mel é um inibidor do crescimento de microrganismos e alguns fungos e pode ser

utilizado como substituinte de antibidticos, em alguns casos (MOHAPATRA; THAKUR,;

BRAR, 2011). O efeito bacteriostatico e bactericida do mel € demonstrado em diversos estudos,

principalmente contra estirpes gram-positivas, a maioria sendo patogénica (MOLAN, 1992,
1997). O trabalho de WAHDAN (1997) demonstrou que uma das causas para a atividade

antimicrobiana do mel esta na alta concentracdo de agucares e na baixa concentracdo de agua.

Além disso, outras substancias como acidos fendlicos, flavonoides; bem como o baixo pH do

mel também ajudam no processo bactericida.

Somando-se a isso, sabe-se que a enzima glicose oxidase produz o agente antibacteriano

peroxido de hidrogénio (H202), porém a producéo de peroxido de hidrogénio também depende



24

da atividade da enzima catalase presente no mel (WHITE; SUBERS; SCHEPARTZ, 1963 apud
BOGDANOV, 2008).

O uso terapéutico do mel de forma direta em pacientes é limitada ja que 0 mesmo
pode conter esporos de Clostridium e Bacillus spp., podendo aumentar riscos de infecgoes,
como botulismo e gangrena e, portanto, deve ser esterilizado previamente através de radiacdo
gama, e ndo esterilizado por aquecimento —processo que ocasionaria degradacéo das enzimas
citadas (POSTMES; VAN DEN BOGAARD; HAZEN, 1993).

2.4.2 Propriedade anti-inflamatoria

A inflamacdo é uma resposta adaptativa que € desencadeada por estimulos e condicGes,
como infecgdes ou lesdes a tecidos (MAJNO; JORIS, 2004). O processo inflamatdrio é ativado
por enzimas pro-inflamatodrias, citocinas e outras moléculas de baixo peso molecular como
eicosanoides. As enzimas mais relacionadas ao processo inflamatorio séo a ciclo-oxigenase-2
(COX-2), que catalisa a transformacdo de acido araquiddnico em prostaglandina, e ciclo-
oxigenase-1 (COX-1), que regula processos homeostaticos. (DAO et al, 2004). Estudos prévios
relataram reducdo de edema e dor em ratos com doenga inflamatdria intestinal (DII), os quais
foram administrados doses de mel. Outro estudo mostra que o uso do mel é tdo eficiente quanto
0 uso de prednisolona (anti-inflamatorio esteroide) em modelos de tratamento de colite
(inflamacéo do c6lon) (BILSEL et al, 2002).

A razdo para parte do efeito anti-inflamatorio do mel se deve a presenca de flavonoides,
dentre eles, galangina o principal —molécula impactante na reducédo de expressdo da COX-2; e
acido cafeico —inibindo a liberacdo de acido araquiddnico da membrana celular (MIRZOEVA,;
CALDER, 1996).

2.4.3 Propriedade antioxidante

O termo “estresse oxidativo” refere-se a falta de equilibrio entre a produgéo de radicais

livres e a atividade protetora de antioxidantes numa determinada célula ou organismo.
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Oxidantes sdo formados como produtos normais do metabolismo aerdbico, mas essa formacéao
pode ser acelerada por algumas condicGes patoldgicas (SIES, 1997). Uma das possiveis teorias
da acdo antioxidante é exemplificada na Figura 6. Espécies reativas de oxigénio (ERO), e
espeécies reativas de nitrogénio (ERN), radicais hidroxilas (*OH), superoxido (02°), peroxido
de hidrogénio (H20>), 6xido nitrico (NO), e peroxinitrito (ONOO"), entre outros, sdo agentes
causadores de estresse oxidativo que promovem dano a lipidios, a proteinas, e ao acido
desoxirribonucleico (ADN) nas células (ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2007).

Sabe-se que uma dieta rica em antioxidantes ajuda na prevencéo de certos males como
doencgas cardiovasculares, cancer, envelhecimento celular, e diabetes (AMES et al 1993;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1994). O efeito das moléculas antioxidantes em células € bem
debatido na literatura. Sabe-se que as ERO sdo essenciais para a defesa contra infeccbes e
importante na sinalizagdo celular. Mas o fato de a simples ingestdo de antioxidantes como
suplemento ndo contribui diretamente para 0 aumento da expectativa de vida pois o
metabolismo do corpo humano regula minuciosamente o balango entre oxidantes e ERO; e a
ingestdo desses antioxidantes ndo € representativa no contexto desse balanco (HALLIWELL,
2006).

Muitos compostos encontrados no mel tem o potencial antioxidante, incluindo acidos fendlicos,
flavonoides, peptideos, glicose oxidase, catalase, acido ascorbico, carotenoides, acidos
organicos, e produtos da reacdo de Maillard (reacbes entre aminoacidos e aclcares) (AL-
MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI, 2002).

ALJADI e KAMARUDDIN (2004) demonstraram uma correlacdo entre a atividade
antioxidante do mel e o conteudo fendlico total, indicando que a atividade antioxidante do mel
é parcialmente devida a presenca de compostos fendlicos e flavonoides —apesar dos
mecanismos de acdo ainda serem desconhecidos. O potencial antioxidante, dependente das
concentracdes desses compostos, também é variavel de acordo com a origem floral e regido

geografica, como citado anteriormente.

Dados de CRUZ et al (2014) relatam o efeito benéfico do mel da regido do Pampa no
aumento de expectativa de vida; bem como o efeito protetor contra estresse oxidativo (induzido
por ferro e paraquat) em modelo de Drosophila melanogaster. Em seguida, o mel foi testado e
comprovou-se a acdo contra efeitos deletérios de processos de hipdxia, indicando seu potencial
terapéutico em males que envolvem processos de baixas concentracdes de oxigénio (CRUZ et
al, 2015).
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Figura 6 — Versdo simplificada da ligacdo entre oxigénio diatbmico e seus derivativos,
mostrando o desemparelhamento de elétrons nos oxidantes.
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Fonte: HALLIWELL; GUTTERIDGE (2006)

2.4.4 Propriedade antitumoral

As duas principais caracteristicas de células tumorais sdo a proliferacdo celular
descontrolada e o controle de evasdo do processo de apoptose. Morte celular programada ou
apoptose é um processo celular complexo referente a diversos fenémenos e fen6tipos ocorrendo
dentro da célula, incluindo retracdo da célula, perda de aderéncia com a matriz extracelular,
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do ADN e formacdo de corpos apoptoticos
(SARASTE; PULKKI, 2000). Compostos fendlicos isolados induzem apoptose em varios tipos
de linhagem cancerigena através da despolarizacdo da membrana mitocondrial (FAUZI;
NORAZMI; YAACOB, 2011). O trabalho de FERNANDEZ-CABEZUDO et al (2013)
demonstrou que o mel é indutor da enzima caspase-9, uma caspase iniciadora, que em seguida
ativa a enzima efetora caspase-3, cuja funcao é desencadear a cascata de sinalizacdo de morte
celular programada. O mel atua como modulador, na superexpressdo (upregulation) de
proteinas pro-apoptoticas, como por exemplo p53, Bax, caspase-3, e caspase-9; e na diminuicao
de expressdo (downregulation) de proteinas anti-apoptéticas, como Bcl2 —todas bem descritas

na literatura, apesar do mecanismo nao ter sido clarificado, como ilustra a Figura 7.

HASSAN et al. (2013) relatou um efeito antiproliferativo dose-dependente de mel

adicionado a um meio de cultura de células de linhagem Hep G2 (hepatoma humano); porém
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suas conclusdes néo clarificam os mecanismos moleculares de morte celular pelo mel.

ABUBAKAR, (2012) sintetiza diversos estudos com compostos fenolicos, isolados
industrialmente, em células de linhagens leucémicas; porém o proprio autor destaca o fato de
as interacdes entre os compostos fendlicos presentes no mel ainda precisarem ser elucidadas;
além disso o autor suscita a auséncia de trabalhos sobre o efeito do mel nas linhagens

leucémicas.

Figura 7 — Possivel efeito do mel na via apoptdtica
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Bcl2: proteina reguladora anti-apoptética, Bax: proteina reguladora pro-apoptética, p53: proteina supressora de
tumor, Cyt.c: Citocromo C, APAF-1: fator de ativagdo de protease associada & apoptose 1, TNF: fator de necrose
tumoral, TRADD: proteina de dominio de morte associada ao receptor de TNF, TRAIL-TNF: ligante indutor de
apoptose relacionado a TNF, caspase 8 e 9: proteases iniciadoras baseadas em cisteina, caspase 3: protease efetora

baseada em cisteina.
Fonte: Adaptado de AHMED; OTHMAN (2013)
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2.5 Solventes para preparacdo de extratos

No planejamento da producao de extratos naturais, a polaridade e a escolha do sistema
de solvente sdo importantes fatores para a separacdo dos compostos bioativos do mel, j& que
este contém substéncias de interesse, tanto hidrofilicas quanto hidrofdbicas; e a interacdo entre
esses dois tipos favorece o potencial antioxidante total do mel (ALJADI; KAMARUDDIN,

2004). As estruturas moleculares dos solventes escolhidos séo exibidas na Figura 8.

Figura 8 — Estruturas moleculares dos solventes utilizados

HsC HsC O/\CH3

n-hexano Acetato de Etila

Solventes organicos utilizados. Sendo acetato de etila, apolar aprético, pertencente a familia de acidos
carboxilicos e o solvente n-hexano, polar, pertencente a familia dos alcanos aciclicos.
Fonte: Autor

2.6 Linhagens leucémicas Jurkat e K562 como modelo

As células de linhagem leucémica Jurkat remete a células de linfécitos T imortalizadas,
isoladas inicialmente do sangue de um garoto de 14 anos com leucemia linfoblastica aguda por
SCHNEIDER et al. (1977). Essa linhagem celular ¢ amplamente utilizada como modelo de
estudo de leucemia T aguda e sinalizacdo de células T. Além disso, seu uso se estende a

determinar mecanismos de susceptibilidade do cancer contra drogas e compostos quimicos.

A linhagem celular K562 remete a células imortalizadas de leucemia mieloide e é
empregada em estudos de diferenciagdo celular e proliferacdo celular. Essa linhagem celular é
composta de células malignas hematopoiéticas, que possuem similaridades com células

indiferenciadas de granuldcitos e eritrocitos.
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3. OBJETIVOS

O trabalho teve os seguintes objetivos, geral e especificos, respectivamente:

Objetivo geral

e Realizar a obtencdo de extratos de mel visando a purificacdo de compostos bioativos

que possuam propriedades antioxidantes e/ou antitumorais.

Objetivos especificos

e Analisar o perfil cromatografico de amostras de extrato aceto-etilico, extrato hexanico,
e de mel bruto em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

o Verificar o potencial antioxidante de ambos extratos de mel através de ensaios quimicos;

e Investigar o potencial antitumoral de ambos extratos a partir de testes de viabilidade em
células de linhagem leucémica dos tipos K562 e Jurkat.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido e organizado da seguinte forma: o mel coletado foi
armazenado até a extracdo com solventes, e as amostras geradas foram fracionadas para

diferentes analises, como demonstra a Figura 9.

Figura 9 — Esquema resumido mostrando a organizacao e conducao do processo
metodoldgico, desde a coleta até analises
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Mel brute

Fonte: Autor

4.1 Coleta e armazenamento

Amostras de mel da regido do Pampa foram produzidas em apiarios localizados na
Universidade Federal do Pampa em S&o Gabriel no Estado do Rio Grande do Sul. O mel foi
coletado na florada de outono de 2017. As amostras de mel foram estocadas em temperatura

ambiente (20-25°C) até as analises.

4.2. Extracdo de compostos bioativos do mel

Extracéo liquido-liquido, também conhecida como extracdo por particdo foi realizada
para separagdo dos componentes bioativos do mel. Com base na polaridade, dois solventes
foram escolhidos: acetato de etila (C4HgO2), e hexano (CeHus); onde as extragcbes foram

realizadas em paralelo para cada solvente. Para o preparo dos extratos foram pesados cerca de
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trinta gramas de mel, os quais foram dissolvidos em 300 mL de &gua. Cada solugdo foi
transferida para um funil de separacdo, onde cada solvente especifico era adicionado em etapas
de 120, 100 e 80 mL, como medida de eficacia de acordo com o coeficiente de particéo.
Seguidamente de gentis agitacdes, a fase com solucéo de solvente era coletada e filtrada através
de papel filtro; e transferida posteriormente para um rotaevaporador, onde cada solvente foi
totalmente evaporado. Cada extrato foi ressuspendido em alcool etilico para retira-lo do baldo
usado na evaporacdo dos solventes, e as aliquotas geradas foram transferidas para tubos de
ensaio de vidro e evaporadas em centrifuga a vacuo. As amostras do extrato hexanico e aceto-
etilico foram devidamente pesadas e ressupendidas para a concentracdo de 100 mg/mL em
solvente dimetilsulféxido (DMSQ) para posteriores analises (Figura 10).

Figura 10 — Procedimentos da extracao
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Fonte: Autor

4.3 Analise de picos em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A analise de picos em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada
utilizando-se uma coluna analitica SHIM-PACK C18 (250 mm X 4.6 mm). Gradientes foram
gerados a partir de: A) 0.05% de &cido férmico em agua, e B) metanol, de acordo com protocolo
de GHELDOF; WANG; e ENGESETH (2002), com algumas modificacdes. A fase movel
permaneceu nas concentragdes relativas de A e B até a parada em 45 minutos, conforme a tabela
2. Cada amostra advinda das extragdes foi diluida com &gua até a concentragdo de 10 mg/mL.
Para a amostra de mel bruto, 1 g de mel foi pesado e diluido em &gua até a concentracéo de 10

mg/mL. O volume injetado de cada amostra foi de 20 uL. O fluxo manteve-se em 1,0 mL/min,
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e a pressdo em 30 miliPascal (mPa). Amostras de mel bruto, extrato aceto-etilico, e extrato
hexanico na concentracdo de 10 mg/mL tiveram seu perfil de picos inspecionados na faixa de

270 nanémetros (nm) do espectro eletromagnético.

Tabela 2 — Concentrac@es dos gradientes da fase movel por tempo

Tempo Concentragdo  Concentragdo

(min) de A de B
0-10 95% 5%
10-15 70% 30%
15-20 50% 50%
20-25 30% 70%
25-45¢ 20% 80%
45-552 95% 5%

1. Fim da analise, 2: Limpeza da coluna
Fonte: Autor

4.4 Acesso a atividade antioxidante

Todos os ensaios quimicos de propriedades antioxidante foram efetuados em placas de
96 pocos utilizando um leitor de placas EnSpire 2300 (PerkinElmer) em absorbancias
determinadas para cada tipo de ensaio, especificados nas secOes a seguir. Amostras de mel
bruto, extrato aceto-etilico e extrato hexanico situavam na concentragdo de 10 mg/mL. O
experimento prosseguiu em triplicata para os ensaios de fendis totais e FRAP, e em duplicata
para 0 ensaio ABTS. Para cada ensaio foi realizado um “controle” para avaliar possivel
interferéncia da amostra na absorbancia da reacdo; um poco contendo apenas agua, e outro
contendo &gua + amostras. As absorbancias medias dos controles foram debitadas nos devidos
ensaios. Analises estatisticas foram feitas a partir de testes ANOVA e teste de Tukey, onde
graficos de confiabilidade foram gerados (ANEXO) e a partir destes pode-se verificar diferenca

estatistica entre os grupos.

4.4.1 Fendis totais

As amostras de extrato de mel e mel bruto foram detectadas seguindo protocolo Folin-
Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENT OS, 1998) com algumas
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modificacOes. Brevemente, 4 uL de cada amostra de mel bruto, extrato aceto-etilico e extrato
hexanico (10 mg/mL) foi misturada com 35 pL do reagente Folin-Ciocalteu 1 N. Apds agitacao,
70 pL de carbonato de sodio 15% (Na.COs) foi adicionado junto de agua (H20) para a
concentracdo final de 284 uL. A reacdo permaneceu no escuro por 2 horas e a absorbancia foi
lida na faixa de 760 nm. Para a curva de calibracéo foi utilizado acido galico nas concentragdes
entre 0 e 400 pg, e os resultados foram expressos em pg de Acido Galico Equivalente (AGE)/g

de amostra.

4.4.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power — Poder antioxidante de reducao do ferro)

A capacidade de redugdo das amostras de mel bruto, extrato aceto-etilico, e extrato
hexanico foi investigada a partir do protocolo de BENZIE; STRAIN (1996), com algumas
modifica¢bes. Em suma, 9 uL de cada amostra (10 mg/mL) foram misturados a 270 uL de
reagente FRAP. A solucdo FRAP era constituida de 5 mL do tampé&o acetato 0.3 M + 500 uL
de solucdo 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) 10 mM + 500 uL de solucdo de cloreto

férrico (FeCls-6H.0) 20 mM. A mistura foi levemente agitada e levada a banho maria onde

permaneceu por 30 minutos, até leitura de absorbancias na faixa de 595 nm. Para a curva de
calibracdo foi utilizado sulfato de férrico de aménio (I1) 10 mM nas concentracdes entre 0 e

1500 uM, e os resultados foram expressos em uM de Fe (I1) equivalente/g de amostra.

4.4.3 ABTS" [sal de amonio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina6-sulfonico)]

O poder antioxidante foi medido através da diminuicdo de captura do radical ABTS* a
partir do protocolo de BALTRUSAITYTEET et al (2007) com algumas modificagdes.
Primeiramente, uma solucédo estoque de ABTS foi produzida adicionando-se 1 ml de ABTS 7
mM a 17,5 uL de persulfato de potassio (K2S20s) 140 mM. Posteriormente, 200 pL da solucéo
ABTS. foram misturados a 10 uL de cada amostra, e 0 volume foi completado com &gua até o
valor de 250 pL. O decréscimo da absorbancia foi lido apos 10 minutos. Os resultados foram

expressos em UM de Acido Ascorbico Equivalente (AAE) /g de amostra.
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4.5 Teste de viabilidade celular

Células de linhagem leucémicas K562 e Jurkat, cultivadas a 37°C e 5% de CO, foram
utilizadas como modelo para experimentacdo no Laboratério de Cultura Celular Animal na
Universidade Federal do Pampa - Campus Sdo Gabriel. Células cultivadas foram transferidas
para placa de 24 pogos; cada poco contendo meio de cultura celular tipo RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Foi realizada contagem das células em
camara de Neubauer e ap6s feitas diluicdes do cultivo inicial as células foram semeadas a 1x10°
células por poco no volume de 1 mL. Apés 24h, as células, em triplicata, foram tratadas com 4
uL das amostras de extrato aceto-etilico e extrato hexanico na concentragdo de 100 mg/mL.
ApoGs 24h, 48h e 72h de tratamento, as células receberam o corante iodeto de propideo (PI)
seguido de analise em citdmetro de fluxo C6 (BD Accuri), onde foram discriminadas em mortas
e vivas. As populacdes celulares foram delimitadas e a porcentagem de células vivas foi
determinada com a assisténcia do software FlowJo. A discriminacdo entre células vivas e
mortas é feita por detectores que captam luz dispersa por lasers, e a partir da flutuacdo da
deteccdo dessa luz é possivel explorar informacbes como Forward Scatter (FSC)
correspondente ao volume celular, e FL2 (deteccdo de fluorescéncia na faixa de 585 nm)
correspondente a faixa de absorcdo do corante Pl. Foi escolhida uma replicata de cada
tratamento para facilitar a visualizacdo da distribuicdo populacional, gerando as tabelas 4 e 5,
explanadas na subsecdo 5.4 dos resultados. Analises estatisticas foram feitas a partir de testes
ANOVA e teste de Tukey, onde graficos de confiabilidade foram gerados (ANEXO) e a partir

destes pdde-se verificar diferenca estatistica entre 0s grupos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da extracao

O mel tem uma complexa matriz de substancias polifendlicas, embora com baixos niveis
de concentracdes de algumas delas, e também possui alta viscosidade, o que limita alguns
métodos de extracdo como Soxhlet, por exemplo. Portanto é necessério aplicar etapas de
purificagdo, com o objetivo de se obter extratos enriquecidos com substancias de interesse e
livres de interferentes, como cera, por exemplo. Outro fator crucial no desenvolvimento de um

método de extracdo € o rendimento, algo que retrata a viabilidade da extracdo como um todo.

Desempenhada a extragdo liquido-liquido utilizando os solventes acetato de etila e
hexano, verificou-se o rendimento apresentado na Tabela 3. O rendimento foi medido através
da relacdo percentual de peso seco apds a evaporacao dos solventes em centrifuga a vacuo. A
comparacao entre as extragcdes no sentido de rendimento ndo se aplica, pois j& era esperada uma
diferenca, j& que se trata de solventes de polaridades diferentes. Sendo assim, a presente tabela
teve por objetivo expor dados relativos, e incitar que outros métodos de extracdo podem ser

testados de modo que o rendimento seja aprimorado para cada solvente.

Tabela 3 — Peso seco e rendimento relativos de cada extrato

Extragdo com Extracdo com
acetato de etila hexano
Peso seco! 55,8 mg 12,4 mg
Rendimento? 0,186 % 0,041 %

1:Valores referentes apés total evaporagdo dos solventes, 2:Valores referentes a partir de 30 g de mel iniciais
Fonte: Autor
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5.2 Andlise de picos em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Devido a complexa composicdo do mel, interacGes entre diferentes componentes
antioxidantes sdo importantes para a atividade antioxidante total do mel. As anélises por CLAE
permitiram a visualizagdo dos tempos de retencdo para vérias substancias na faixa de 270 nm.

Os perfis de picos demonstrados na Figura 11 denotam uma grande variedade de distintas
moléculas sendo solubilizadas pelos solventes. No perfil de picos de extrato aceto-etilico + mel
bruto (A), verifica-se a obtencdo de varios compostos entre os tempos de retencdo de 11 e 35
minutos, alguns alcangando intensidades de 250 pV. Ja no perfil de picos de extrato hexanico
+ mel bruto (B), verifica-se a obtencdo de moléculas mais apolares com tempo de retencdo entre
22 e 35,5 minutos, ao passo que alguns picos alcangaram a intensidade de 78 V. De modo a
visualizar e comparar as trés amostras, foi gerado o perfil de picos de mel bruto + extrato aceto-

etilico + extrato hexanico (C) exibindo a caracteristica do perfil de picos entre as amostras.

Apesar de ndo ser possivel a identificacdo das moléculas referentes para cada pico, essa
investigacdo foi importante para analisar a variedade de moléculas e o perfil de picos presentes
em cada extrato. Além disso, essa investigacdo serd crucial para futuros experimentos, que
visariam o fracionamento dos extratos, de acordo com o tempo de retencdo. Acrescenta-se
também que os perfis de picos sdo referentes a faixa de 270 nm do espectro eletromagnético,
ou seja, podem haver outras moléculas que ndo absorvem luz nessa faixa, de modo que estas

nao fossem detectadas.
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Figura 11 — Perfil cromatografico dos extratos produzidos. Sendo A: extrato aceto-etilico
comparado ao mel bruto, B: extrato hexanico comparado ao mel bruto, e C: comparacéo entre

as trés amostras
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Fonte: Autor

5.3 Acesso a atividade antioxidante

Apds executados 0s ensaios quimicos, amostras de extrato aceto-etilico, extrato
hexanico, e mel bruto tiveram o potencial antioxidante calculado de acordo com a absorbancia

das curvas de calibracdo, gerando assim, valores relativos de equivaléncia.

Denota-se que a amostra com maior concentracao de fenois totais foi a de extrato aceto-
etilico com diferenca significativa em relacdo as outras amostras. Esse extrato também teve a
maior concentragdo equivalente ao acido galico no ensaio FRAP, e maior concentracdo
equivalente ao acido ascorbico no ensaio ABTS, também com diferenca significativa em

relacdo as outras amostras (Tabela 4 e Figura 12).

Estes resultados confirmam a predicdo de que o solvente acetato de etila consegue
solubilizar mais moléculas polares —incluindo as moléculas bioativas como acidos fendlicos e
flavonoides. Apesar disso, estima-se possivelmente que muitos compostos fendlicos acabam

sendo eluidos na fase com &gua durante o processo de separacao liquido-liquido.

Esse estudo investigou a capacidade antioxidante de extratos de mel realizados com

solventes, que pudessem tanto remover o contelldo em excesso de agucares, quanto pudessem
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solubilizar e purificar compostos bioativos como acidos fenolicos e flavonoides. Analisando o0s
resultados, neste trabalho-piloto, pode-se ponderar a utilizacdo do extrato de aceto-etilico como
possivel candidato na suplementacdo de certos alimentos, visando os beneficios das

propriedades antioxidantes.

Tabela 4 — Potencial antioxidante do mel bruto, e dos extratos aceto-etilico e hexanico

Fenois totais (ugde  FRAP (UM de Fe ll/g) ABTS (UM AAE/qQ)

AGE/ g)
Extrato aceto- 186,6 + 17,1 360,0 + 1,3 330,0 + 4,0
etilico
Extrato hexanico 72,4 £ 6,8 259,3+0 110,4 + 38,3
Mel Bruto 63,6 1,8 257,6 £5,8 128,8 £ 8,0
Dados expressos em média = desvio padrdo médio (n=3), AGE: Acido Galico Equivalente, AAE: Acido Ascorbico
Equivalente

Fonte: Autor

Figura 12 — Potencial antioxidante do mel e de extratos de acordo com cada ensaio quimico

Ensaios antioxidantes
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Figura mostrando o potencial antioxidante de cada amostra, de acordo com cada ensaio quimico realizado. A
amostra de extrato aceto-etilico mostrou-se estatisticamente diferente em todos ensaios.

***n<0,001 — extrato aceto-etilico comparado a extrato hexanico e mel bruto. EAG: Equivalente ao Acido
Gélico, EAA: Equivalente ao Acido Ascorbico.

Fonte: Autor
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5.4 Teste de viabilidade celular

ABUBAKAR (2012) relata que a combinacdo de alguns polifendis aumentam a
atividade antileucémica de alguns agentes conhecidos por terem efeito antitumorais, porém
outros estudos reportam que a combinacao direta de certos polifenois ndo é sempre benéfica,
ou seja, ndo potencializa o efeito antileucémico. O mesmo autor menciona que as concentragdes
de diferentes polifendis presentes no mel ainda ndo foram elucidados, e que muita informacéo

é necessaria para utilizar o mel como candidato na prevencdo e terapia do cancer.

Os extratos aceto-etilico e extrato hexanico ndo causaram efeito citotoxico significativo
como esperavamos. Comparando 0s extratos ao controle (sem tratamento) nota-se que a
viabilidade se manteve em taxas bastante altas (+85%), conforme Tabela 5. Também segundo
a figura 13, nota-se que apenas 0 extrato aceto-etilico teve diferenca significativa em relacdo
ao controle (sem tratamento) e ao extrato hexanico no tempo de 24 horas apds tratamento para
a linhagem celular K562. Porém ap0s 48 e 72h, nao houve diferenca significativa. Este método
é limitado pois se baseia apenas na discriminacgdo de células viaveis, com isso pode-se inferir
que algum outro mecanismo celular esteja se sucedendo. Essa suposicdo é sustentada pela
diferenca visual da distribuicdo do volume celular das populacdes de células de tratamento para
tratamento, como demonstram as tabelas 6 e 7. Confirma-se também a importancia dos
acucares, ou componentes altamente polares (que nao foram diluidos pelos solventes usados),
no desencadeamento do processo de apoptose celular, bastante relatado na bibliografia. Como
salientado na Figura 7, a abstracdo do mel sendo usado como desencadeador dos processos
celulares € justamente por causa da falta de conhecimento sobre quais sdo 0s compostos

especificos responsaveis pelo efeito bioldgico.

Em nossos resultados, a variedade de moléculas extraidas por dois solventes organicos
ndo foi eficiente pelo menos no pardmetro de citotoxicidade. Todavia, novos experimentos sdo
necessarios para confirmar essa hipdtese. Além disso estudos com outros parametros como
analise de ciclo celular, diferenciacdo celular, proliferacdo celular, niveis de expressdo génica
de proteinas p53, p21, caspase-3 e caspase-9 serdo importantes para elucidar o propdsito dos

extratos aceto-etilico e extrato hexanico.
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Tabela 5 — Viabilidade das linhagens celulares em 24, 48 e 72h apds tratamento. Valores em
porcentagem

Linhagem Horas ap0s Controle (sem Extrato aceto- Extrato
celular tratamento tratamento) etilico hexanico
24h 96,8+ 0,5 93,8+2,3 96,2 £0,7
Jurkat 48h 953+24 95+15 96,8+ 0,4
72h 96,6 £0,1 953+3,1 97+0,1
24h 93,7+24 86,9+25 93+15
K562 48h 95+0,7 89,8154 928+15
72h 95,4+0,3 93+0,9 955+0,6

Dados expressos em média + desvio padrdo médio (n=3)
Fonte: Autor

Figura 13 — Viabilidade celular dos grupos apds 24, 48 e 72h de tratamento. A: Linhagem
Jurkat e B: linhagem K562
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Figura mostra a viabilidade celular de ambas as linhagens celulares testadas. Em A, ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos para nenhum dos dias. Em B, houve diferenca estatistica apenas para a amostra de
extrato aceto-etilico apds 24h de tratamento. Dados representados em média + desvio padrdo médio (n=3);
*p<0,05-extrato aceto-etilico comparado ao controle e a extrato hexanico; ns: p<0,1- extrato aceto-etilico
comparado ao controle.

Fonte: Autor
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Tabela 6 — Distribuicdo de populacfes celulares de linhagem Jurkat dos grupos apés 24, 48 e
72h, delimitando a porcentagem de células vivas (live).

Jurkat Controle (sem tratamento) Extrato aceto-etilico Extrato hexanico

24h

fLzA

72h

Tabela mostra a dispersdo populacional analisada em citdmetro de fluxo. A delimitacdo denota a porcentagem de
células viaveis. Quanto mais vermelha a cor da populagéo de células, maior a concentracdo naquela regido. Eixo
x: FSC:A::FSC:A (Forward Scattering) equivalente ao volume celular; Eixo y: FL2A::FL2A (detec¢do de
fluorescéncia a 585 nm) equivalente a faixa de absorcéo do corante PI.

Fonte: Autor
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Tabela 7 — Distribuicdo de populagdes celulares de linhagem K562 dos grupos apds 24, 48 e
72h, delimitando a porcentagem de células vivas (live).

K562  Controle (sem tratamento) Extrato aceto-etilico Extrato hexanico
a8h
720

o s 4 1o ¢ ‘ s f
FSCA:FSCA FB0A FE0R FSCA:FSCA

Tabela mostra a dispersdo populacional analisada em citdmetro de fluxo. A delimitagdo denota a porcentagem de
ceélulas viaveis. Quanto mais vermelha a cor da populagéo de células, maior a concentracéo naquela regido. Eixo
x: FSC:A::FSC:A (Forward Scattering) equivalente ao volume celular; Eixo y: FL2A::FL2A (detecgdo de
fluorescéncia a 585 nm) equivalente a faixa de absorcéo do corante PI.

Fonte: Autor
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Sabe-se que o mel possui diversas propriedades, entre elas antibacteriana e antiviral,
capacidade anti-inflamatoria, potencial antioxidante, e potencial antitumoral. Muitas dessas
propriedades so sdo atingidas com o consumo de altas doses de mel (50-80 g). E essas doses
podem ser problematicas para pessoas com diabetes, por exemplo. Portanto busca-se a obtencao
de extratos que possam purificar componentes bioativos para ser adicionados a alimentacéo,
substituindo o mel bruto que contém altas taxas de acUcares. Os extratos aceto-etilico e
hexanico de mel obtidos pela extracao liquido-liquido apresentaram um perfil diferente de picos
em analise por CLAE, como esperado. O extrato aceto-etilico consegue solubilizar uma maior
variedade de moléculas polares. Enquanto que o extrato hexanico purifica poucos compostos
apolares. Esses perfis serdo importantes para futuros experimentos, que visam o fracionamento
desses extratos, para assim testar fracGes enriquecidas com um ou mais tipos de moléculas e
descobrir o efeito individual de cada fragdo. Outros métodos de extracdo devem ser realizados,
como extracdo assistida por micro-ondas (MAE) e extracdo em banho de ultrassom (US) de
modo a otimizar o tempo e o rendimento para cada extrato. Os resultados mostram que nédo

existe correlagéo entre a atividade antioxidante e o potencial antitumoral.

Os diferentes ensaios antioxidantes puderam comprovar que o extrato aceto-etilico
purifica compostos antioxidantes, e sua atividade foi medida, indicando a possivel presenca
principalmente de flavonoides e &cidos fendlicos. Este extrato mostrou-se significativamente
superior na concentracdo dessas moléculas bioativas quando comparado com o extrato hexanico
e a amostra de mel bruto. Dessa forma, pode-se estabelecer uma relacdo entre a atividade
antioxidante demonstrada pelos extratos e as substancias fendlicas presentes no mel da regido
do Pampa gaucho. Entretanto, outros estudos devem ser feitos para elucidar o mecanismo de

acao e a biodisponibilidade das substancias fenolicas presentes.

Os extratos aceto-etilico e hexanico mostraram-se pouco citotoxicos contra células de
linhagens leucémicas. Porém, este resultado € limitado, j& que apenas o fator de viabilidade foi
levado em consideracdo. A diferenca na distribuicdo populacional das células em cada
tratamento demonstra que outro processo celular esteja ocorrendo, logo outros estudos como
analise de ciclo celular, diferenciacdo celular, proliferacdo celular, e niveis de expressao de
proteinas pro e anti-apoptdéticas serdo importantes para decidir o uso de extratos de mel como

candidatos na prevencdo do processo de tumorigénese.
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GLOSSARIO

AAE - 4cido ascorbico equivalente

AGE - 4cido gélico equivalente

APAF-1 — fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1,
Bax — proteina reguladora pro-apoptotica

Bcl2 — proteina reguladora anti-apoptdtica

Botulismo — intoxicagdo causada por neurotoxinas de bactérias
Caspase 3 — protease efetora baseada em cisteina

Caspases 8 e 9 — proteases iniciadoras baseadas em cisteina

Coeficiente de particdo — definido como a relacdo das concentracdes do mel em solvente e em
agua, o coeficiente sera maior quanto menor for a polaridade da substancia. Quanto maior
essa relacdo, com maior facilidade a substancia passa através das membranas celulares.

DMSO - dimetilsulfoxido, solvente polar pouco toxico

Gangrena — necrose pela falta de irrigacdo sanguinea

Hep G2 — linhagem celular de hepatoma humano

Jurkat — linhagem celular de leucemia linfoblastica aguda

K562 — linhagem celular de leucemia miel6ide

p53 — proteina supressora de tumor, Cyt.c: Citocromo C

Sohxlet — instrumento de laboratorio concebido para extracdo de materiais
TNF — fator de necrose tumoral

TRADD - proteina de dominio de morte associada ao receptor de TNF

TRAIL-TNF — ligante indutor de apoptose relacionado a TNF



Extrato aceto-etilico

Extrato aceto-etilico

Extrato aceto-etilico

Ensaios antioxidantes:

Extrato hexanico -

Extrato aceto-etilico -

- Extrato

Extrato hexanico -

Extrato aceto-etilico -

- Extrato

Extrato hexanico -

Extrato aceto-etilico -

- Extrato

ANEXO

Graficos de intervalo de confianca

Mel bruto
Mel bruto

hexanico

Mel bruto
Mel bruto

hexanico

Mel bruto
Mel bruto

hexanico

Potencial antitumoral (Jurkat):

Extrato aceto-etilico

Controle

Controle

- Extrato he

- Extrato he

- Extrato aceto

Extrato aceto-etilico

Controle

Controle

- Extrato he

- Extrato he

- Extrato aceto

Extrato aceto-etilico

Controle

Controle

- Extrato he

- Extrato he

- Extrato aceto

99.9%

Confidence

——

—e—i

Intervals (Tukey)

-100

xanic
xanic

-e tilic

xanic
xanic
-etilic

xanic

xanic

-etilic

o

o

o

(o]

0

T T
100 200

T 1
300 400

Diff. between cell means per row

95%

Fenois totais (g de EAG/ g)

B FRAP (UM de Fe

1/ g)

A ABTS (UM AAEI/g)

Confidence Intervals (Tukey)

® 24n
B 43h

A 72n

-10

Diff.

-5 0

between cell

(53]

means per row

10



e Potencial antitumoral (K562)

Extrato de acetato de etila - Extrato de

Controle - Extrato de

Controle

- Extrato de acetato

Extrato de acetato de etila - Extrato de

Controle - Extrato de

Controle

- Extrato de acetato

Extrato de acetato de etila - Extrato de

Controle - Extrato de

Controle

- Extrato de acetato

95% Confidence Intervals (Tukey)
hexano T —— 24h
hexano 9 ——

: 48h
de etila ——x—
72h
hexano 9 |_._|
hexano 9 |_'_._|
de etila —a—
hexano | |_._|
hexano T ——
de etila P
1 L] 1 1
-20 -10 0 10 20

Diff.

between cell

means per row



