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RESUMO

A Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze é encontrada principalmente na regido
sul do Brasil, conhecida por muitos nomes populares como pinheiro-brasileiro, pinheiro-do-
Parana, pinho, araucaria. Os pinhGes amadurecem nas pinhas, sdo sementes grandes que
apresentam reservas nutritivas. A casca do pinhdo, rica em compostos bioativos, €
considerada um residuo agroindustrial ndo explorado, representa em torno de 20% do peso
total do pinhdo, sendo normalmente descartada no ambiente. Os compostos bioativos se
destacam pelas propriedades que exercem como atividade antioxidante, anti-inflamatoria e de
agentes coadjuvantes no tratamento de doencas. Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a composicao fenodlica e a atividade antioxidante do extrato da casca de pinhdo in
natura, por meio das técnicas de maceracao e extragao assistida por ultrassom e investigar a
acao antitumoral do extrato em células de melanoma cutaneo da linhagem SK-Mel-28 e A-
375. As cascas foram separadas das sementes e secas por 24 horas a 40 °C em estufa com
conveccdo forcada de ar (Cienlab). Posteriormente foram trituradas e peneiradas (particulas
entre 0,210 e 0,250mm). Os extratos das cascas de pinhdo in natura foram avaliados quanto
aos compostos fendlicos totais (CFT) - pelo método de Folin-Ciocalteu - atividade
antioxidante total (AAT) - pelo método de sequestro de radicais DPPH e ABTS e atividade
antitumoral em células de melanoma cutdneo (MC). Na extracdo de compostos fenolicos
totais (CFT), o maior teor de CFT foi de 15,51 pg.g' massa seca obtida pela extracio
assistida por ultrassom durante 30 minutos. Na avaliagdo da atividade antioxidante por DPPH
e ABTS, a maceracdo ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, porém pelo
método de ultrassom durante 30 minutos, o ABTS apresentou diferenca significativa
(p<0,05), com 1202, 44 uM TEAC.g! sendo posteriormente este o tratamento aplicado em
celulas MC. A atividade antitumoral foi avaliada pelo método de viabilidade celular (MTT)
expondo as células de melanoma ao extrato bruto e por diluigdo seriada por 24 horas. Nos
tratamentos com as células SK-Mel-28 ndo houve atividade de inibigdo celular. O tratamento
nas células A-375 resultou na diminuigdo significativa da viabilidade celular apresentando
atividade antitumoral nas concentragdes testadas (p<0,001); (p<0,0001), quando comparado
ao controle, exceto na diluicdo 1:100, onde as células tratadas ndo sofreram alteracdo quando
comparadas ao controle. As concentragdes onde o fator de diluicdo do extrato de Araucaria

angustifolia foram 1:1000 e 1:10 foram capazes de inibir o crescimento de células tumorais



em aproximadamente 30 % em 24 horas de tratamento. Nas concentracdes onde o fator de
diluicdo foi de 1:1 e com extrato bruto observou-se maior taxa de citotoxicidade,
apresentando uma reducéo da proliferacdo celular com percentual abaixo de 50% em relacédo
ao controle nesses tratamentos. O extrato para as células A-375 demonstrou resultado efetivo
para impedir a migracdo celular em potencial como agente coadjuvante para o tratamento de
melanoma cutaneo.

Palavras-chave: compostos bioativos; atividade antioxidante; aplicacdo bioldgica; melanoma
cutaneo.



ABSTRACT

The Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze is found mainly in the southern region
of Brazil, known by many popular names such as Brazilian pine, Parané pine, pine, araucaria.
Pine nuts mature in cones, they are large seeds that have nutritional reserves. The pine nut
shell, rich in bioactive compounds, is considered unexploited agro-industrial waste,
representing around 20% of the total weight of the pine nut, and is normally discarded into the
environment. Bioactive compounds stand out for the properties they exert as antioxidant, anti-
inflammatory ~ and  supporting  agents in  the treatment of  diseases.
In this context, the objective of this work was to evaluate the phenolic composition and
antioxidant activity of in natura pine nut shell extract, through maceration and ultrasound-
assisted extraction techniques, and to investigate the anticancer action of the extract on
cutaneous melanoma cells of the SK-Mel-28 and A-375. The coats were separated from the
seeds and dried for 24 hours at 40 °C in a forced air convection oven (Cienlab). Shells were
subsequently crushed and sieved (0.210 and 0.250mm). The extracts from fresh pine nut
shells were evaluated for total phenolic compounds (CFT) - by the Folin-Ciocalteu method -
total antioxidant activity (AAT) - by the DPPH and ABTS radical scavenging method and
antitumor activity in cutaneous melanoma cells (MC). In the extraction of total phenolic
compounds (CFT), the treatments did not show a significant difference. The highest CFT
content was 15.51 pg.g* dry mass obtained by ultrasound-assisted extraction for 30 minutes.
In the evaluation of antioxidant activity by DPPH and ABTS, maceration did not show a
significant difference between treatments, however, using the ultrasound method for 30
minutes, ABTS showed a significant difference (p<0.05), with 1202, 44 uM TEAC.g%, which
was subsequently applied to MC cells. Anticancer activity was evaluated by the cell viability
method (MTT) by exposing melanoma cells to the crude extract and by serial dilution for 24
hours. In treatments with SK-Mel-28 cells, they did not show cell inhibition activity.
Treatment on A-375 cells resulted in a significant decrease in cell viability, presenting
antitumor activity at the concentrations tested (p<0.001); (p<0.0001), when compared to the
control, except in the 1:100 dilution, where the treated cells did not change when compared to
the control. The concentrations where the dilution factor of the Araucaria angustifolia extract
were 1:1000 and 1:10 were able to inhibit the growth of tumor cells by approximately 30% in
24 hours of treatment. At concentrations where the dilution factor was 1:1 and with crude



extract, a higher rate of cytotoxicity was observed, showing a significant reduction in cell
proliferation with a percentage below 50% in relation to the control in these treatments. The
extract for A-375 cells demonstrated effective results in preventing cell migration, potentially

as a supporting agent for the treatment of cutaneous melanoma.

Keywords: bioactive compounds; antioxidant activity; biological application; cutaneous
melanoma.
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1 INTRODUCAO

O pinhdo, consumido principalmente na regido sul do Brasil, vem sendo reconhecido
como um alimento benéfico a salde devido a seu alto valor nutricional e na prevencéo de

doengas, bem como utilizado como ingrediente diferenciado na gastronomia.

Por mais que a principal fonte de reserva das sementes da Araucaria angustifolia seja
o amido, este também é uma fonte de carboidratos, fibras, magnésio, cobre, baixos teores de
proteinas, de lipidios e acUcares soltveis (Muccillo, 2009; Cladera-Oliveira et al., 2012). As
concentracdes dos constituintes variam conforme o estagio de desenvolvimento da semente
(Guidolin, 2016). Os pinhdes possuem também compostos fenolicos que se encontram em
maior quantidade nas sementes cozidas, por conta da migracdo dos compostos da casca para

as sementes apds o processo de cocgdo (Cordenunsi et al., 2004; Daudt, 2016).

Além do potencial de promocdo a saude, o pinhdo apresenta um bioresiduo,
geralmente descartada, a casca, destacando-se por ser aproveitada como subproduto de fonte
de fibras e compostos antioxidantes (Costa; Helm; Tavares, 2012; Santos et al., 2017).

A casca do pinhdo, rica em compostos fenolicos, é considerada um residuo
agroindustrial ndo explorado, que representa em torno de 20% do peso total do pinhédo, sendo
normalmente descartada no ambiente (Peralta et al., 2016; Santos et al., 2018; Trojaike et al.,
2019). Os compostos fenolicos apresentam atividade antioxidante e atividade antimicrobiana,
uma gama de efeitos promotores de salde, podendo ser utilizados em diversos segmentos na

indUstria de alimentos (Sant’anna et al., 2016; Trojaike et al., 2019).

Da fracdo da semente do pinh&o, a casca era 0 componente com menor exploracéo
(Cladera-Oliveira et al., 2012; Silva et al., 2014), porém, diversos autores vém estudando o
extrato da casca de pinhdo como potencial antioxidante devido seu contedo de compostos
fendlicos. O principal grupo de compostos fendlicos presentes no revestimento do pinh&o séo
os taninos condensados e hidrolisaveis de alta massa molecular, compostos estes que possuem
maior atividade antioxidante que os compostos fenolicos simples (Koehnlein et al., 2012;
Thys; Cunha, 2015).

Os antioxidantes estdo presentes de forma natural ou intencional nas gorduras e
alimentos para retardar o aparecimento dos fen6menos de oxidacdo, mantendo intactas suas
caracteristicas sensoriais. Os antioxidantes que se adicionam aos alimentos ndo devem
produzir efeitos fisiol6gicos negativos, cores, odores nem sabores anémalos. A ingestdo de

alimentos que possuem substancias antioxidantes contribui para prevenir a oxidacao
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proveniente dos processos bioldgicos, ou seja, de fatores enddgenos ao organismo (Degéspari;
Waszczynski, 2004; Achkar et al., 2013).

Compostos antioxidantes sintéticos sdo utilizados como conservantes de alimentos, no
entanto, apresentam certo grau de toxicidade para o organismo. Antes da década de 80,
antioxidantes sintéticos eram amplamente utilizados na prevencdo da oxidacdo sofrida em
alimentos industrializados, porém, a partir dessa década, iniciaram-se estudos destinados a
producdo de antioxidantes de fontes naturais, uma vez que foi detectado que antioxidantes
sintéticos causam efeitos negativos e deletérios no organismo quando utilizados em doses
elevadas (Broinizi et al., 2007; Achkar et al., 2013). Cabe ressaltar que o consumo de
alimentos ricos em compostos fendlicos, como chas, vinhos e frutos foi relacionado com a
baixa incidéncia de doencas degenerativas por isso a importancia desses compostos na dieta e
na conservacdo de alimentos (Achkar et al., 2013).

Entre os antioxidantes naturais, os compostos fendlicos apresentam atividade
antioxidante de grande importadncia em processos de inibicdo do risco de doencas
cardiovasculares e do estresse oxidativo, que estd relacionado a patologias cronico-
degenerativas, como diabetes, cancer e processos inflamatérios (Helt; Navas; Gongalves,
2018; Santos et al., 2018).

O consumo de fitoquimicos dietéticos apresentam efeitos benéficos a saude em
diversas éareas, incluindo propriedades quimiopreventivas e terapéuticas do cancer. Além
disso, sugere-se que o uso de fitoquimicos combinados com antioxidantes reduzem o risco de
desenvolver cancer, portanto, embora existam medicamentos em ensaios clinicos, é relevante
a continuidade pela busca de extratos vegetais que exibam atividade antitumoral sem causar
efeitos colaterais em células saudaveis (Serafini; Testa, 2009; Helt; Navas; Gongalves, 2018).

Os compostos fenolicos sdo encontrados com grande facilidade na natureza, porém,
por apresentarem diversos grupos com caracteristicas distintas, € necessario a utilizacdo de
metodologias de extracdo adequadas garantindo a preservacao estrutural desses compostos
sem perder sua bioatividade, seja para aplicagdes de interesse nutricional, segmentos
industriais e outros associados a prevencéo e tratamento de doengas.

A partir do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os diferentes métodos
de extracdo de compostos fendlicos da casca de pinhdo in natura e identificar atividade
antioxidante dos extratos no tratamento de células tumorais melanoma cutadneo A-375 e SK-
Mel-28.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Determinar e avaliar o teor de compostos fenolicos presentes na casca de pinhéo in
natura obtidos por diferentes métodos de extracdo, e investigar a capacidade citotdxica dos

extratos em células de melanoma cutaneo na linhagem A-375 e SK-Mel-28.

1.1.2 Objetivos especificos

- Obter extratos da casca de pinhdo avaliando os métodos de maceracdo e extracao
assistida por ultrassom;

- Determinar o teor de compostos fendlicos totais pelo método de Folin Ciocalteu e da
capacidade antioxidante frente ao método do DPPH e ABTS;

- Avaliar os extratos obtidos por diferentes métodos em relacdo a seus compostos
fendlicos e atividade antioxidante;

- Identificar a capacidade sequestradora de radicais livres do extrato da casca de
pinh&o em meio bioldgico;

- Avaliar a atividade antitumoral (citotoxica e/ou antiproliferativa) de extratos
provenientes da casca de pinhdo in natura obtidos pelos métodos de maceracdo e extracao
assistida por ultrassom;

- Avaliar o efeito bioldgico do extrato da casca de pinhdo in natura em células de

melanoma cutaneo nas linhagens A-375 e SK-Mel-28.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PINHAO

O pinhdo é largamente consumido no sul do Brasil e ap6s seu cozimento em agua a
sua casca € geralmente descartada. A Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze, é uma
conifera nativa da América do Sul encontrada no Sul e Sudoeste do Brasil e Norte da
Argentina (Conforti; Lupano, 2008). Sua semente é grande, denominada pinhdo, de cor
marrom, contém grande quantidade de reservas nutritivas, além de fibras alimentares. Por
conta de seu alto valor nutritivo, e por fazer parte da alimentacdo da fauna silvestre, é muitas
vezes utilizado na alimentacdo de animais. Tem forte apelo cultural, pois seu consumo remete
a memorias familiares, de infancia, rurais e folcloricas (Guidolin, 2016; Leivas et al., 2013;
Peralta et al., 2016; Godoy et al., 2018).

A exploracdo descontrolada desta espécie devido a qualidade da sua madeira, quase
devastou a Floresta de Araucarias, reduzindo grande parte da sua populacdo, sendo
classificada como espécie ameacgada pela Internacional Union for Conservation of Nature
(IUCN). Isto provocou impactos ambientais a diversidade bioldgica, bem como a cadeia
alimentar do ecossistema (Carvalho, 2010; Dorigam de Matos Furlanetto et al., 2019). O
periodo de incidéncia de sua semente, 0 pinhdo, ocorre entre os meses de abril e julho, de
acordo com a variedade, época em que o0 pinhdo estd com seu desenvolvimento completo. O
pinhdo é um dos alimentos tradicionais da Regido Sul, esta presente em eventos culturais e é
utilizado como fonte de renda de agricultores e comerciantes (Gama, 2006; Schveitzer et al.,
2014).

No Brasil, as arvores sdo conhecidas popularmente como “pinheiro-do-parana” ou
“pinheiro-brasileiro” (Figura 1) e representam grande importancia para o reflorestamento e a
conservacdo da Mata Atlantica (Branco et al., 2014; Dorigam de Matos Furlanetto et al.,
2019). A pinha, fruto onde estdo aglomerados os pinhdes, possuem formato de uma esfera
compacta com diametro entre 15 cm e 20 cm, chegando a pesar, em média 2,0 Kg. Para
formagéo da pinha, entre a floracéo, polinizacdo, crescimento e amadurecimento, é necessario
um tempo de até trés anos. A semente, denominada como pinhdo tem cerca de 5 cm de
comprimento, com aproximadamente 8,6 g e é recoberta por uma casca lisa de cor castanha,
perdendo a viabilidade em apenas 120 dias (Araujo; Guiotoku, 2010; Batista, 2014).
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Figura 1 - Arvore da Araucaria angustifolia

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

A casca é a parte externa da semente e possui trés camadas, que protegem a améndoa,
a mais externa, cujos tecidos se dispdem longitudinalmente, apresenta uma coloracéo que vai
desde o branco-amarelado até o vermelho escuro. A camada intermedidria € bastante delgada
e seus tecidos estdo dispostos transversalmente, ela é responsavel pela maior resisténcia a
casca do pinhdo, sua cor € branco-amarelada externamente e castanha clara na face interna. A
terceira e ultima camada € a mais fina e membrandcea das trés, e estd disposta
longitudinalmente e possui cor castanha clara na face externa e rosada internamente. No
centro da améndoa ha o embrido, um filamento de 4/5 de seu comprimento. A améndoa é
branca-rosea-clara, rica em reservas energéticas, constituida pela massa bastante amilacea,
sendo ela a parte comestivel do pinhdo (Gama, 2006; Godoy et al., 2018). Na Figura 2

apresenta-se 0 aspecto geral da semente de pinhdo cortada longitudinalmente.

Figura 2 - Semente de pinh&o cortada longitudinalmente

N\

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
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As qualidades do pinhdo ndo se resumem as caracteristicas de sabor e aroma. O
consumo de pinhdo pode fornecer nutrientes relevantes e de carater funcional, com potencial
de promocdo a saude (Godoy et al., 2021). Dados parciais de pesquisas realizados pela
Embrapa Florestas, com pinhGes coletados em diferentes épocas do ano, indicaram algumas
variacdes na composicéo fisico-quimica das sementes (Heberle et al., 2015).

Em relacdo ao processamento do pinh&o, estudos apontam diferencas na composi¢éo
fisico-quimica do pinhdo cru e cozido em agua, principalmente no contetdo de umidade

devido a absorcédo da agua durante o cozimento (Godoy et al., 2021).

O teor de acgucares solGveis na semente de Araucaria angustifolia é relativamente
baixo, especialmente apds o cozimento. A glicose é o aclcar mais comum, seguido pela
frutose e sacarose. Treze acidos graxos foram identificados na semente comestivel, sendo os
principais, acido linoleico (18:2n-6), oleico (18:1n-9) e palmitico (16:0) (Cordenunsi et al.,
2004; Silva; Garcia; Franciscato, 2016); (Corréa; Helm, 2010).

A semente de Araucaria angustifolia é formada por revestimento externo, tegumento
interno, améndoa ou polpa e embrido. Sua massa compreende de 7 a 9 g por semente, e a
casca representa cerca de 22 % do total (Cordenunsi et al., 2004; Cladera-Olivera et al.,
2012).

2.2 METODOS DE EXTRACAO

Na maioria dos casos, 0s compostos antioxidantes sdo obtidos de diversas fontes e por
diferentes meios de extracdo, em que fatores como mecanismo, tempo, temperatura e tipo de

solvente sdo fundamentais para a eficiéncia da extracdo (Bonilla et al., 2015).

Os extratos naturais nos ultimos anos, tem sido estudado com maior atencdo, por
apresentarem carater terapéutico e custos menos elevados para realizacdo de pesquisa e

medicamentos (Kotovicz et al., 2021).

Segundo a ANVISA (2007), extratos sdo produtos obtidos por esgotamento, a frio ou a
quente, a partir de produtos de origem animal, vegetal ou microbiana com solventes
permitidos. Devem conter 0s principios sapidos aromaticos volateis e fixos correspondentes
ao respectivo produto natural. Podem apresentar-se como: Extratos liquidos: obtidos sem a
eliminacdo do solvente ou eliminando-o de forma parcial; e Extratos secos: obtidos com a
eliminacdo do solvente. Os extratos vegetais mais comuns no mercado brasileiro sdo os da

soja e do coco, entretanto, outros tipos de matérias-primas podem ser utilizados, como
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améndoas, castanhas, aveia, semente da aboObora e cravo-da-india (Oliveira et al., 2016;
Ribeiro; Lima; Oliveira, 2020).

A busca por compostos bioativos de origem natural com alta capacidade antioxidante
aumentou consideravelmente nas duas Ultimas décadas, principalmente devido ao seu

potencial preventivo e no tratamento de doencas (Gil-Chéavez et al., 2013).

Compostos bioativos de plantas podem ser extraidos por varias técnicas classicas de
extracdo. Muitas destas técnicas sdo baseadas em diferentes graus de extragdo dos solventes
utilizados sozinhos ou em combinag@es. Dentre as técnicas mais classicas de extragdo sélido-

liquido é possivel citar a extracdo por Soxhlet, maceracao e hidrodestilacao.

Com o desafio em encontrar novas tecnologias, a fim de reduzir o consumo de energia,
para atender as exigéncias legais sobre as emissdes, produtos/seguranca e controle dos
processos, e por reducdo de custos, aumento da qualidade, bem como a funcionalidade
(Chemat et al., 2017), novas e promissoras técnicas de extracdo sdo criadas constantemente,
tais como: extragdo assistida por enzimas; por micro-ondas; campo elétrico pulsado; por
fluido supercritico; por liquido pressurizado; e ainda extracdo assistida por ultrassom (Azmir
et al., 2013; Vazquez-Roig; Pico, 2015). Além dos metodos extrativos, sao diversos os fatores
que influenciam na extracdo, como a parte do material vegetal utilizada, a origem deste, 0
grau de processamento, o tamanho da particula, o solvente utilizado, o tempo de extragdo,
temperatura, polaridade e concentragcdo do solvente (Tiwari et al., 2011; Ribeiro; Lima;
Oliveira, 2020). O solvente utilizado e a polaridade podem afetar a transferéncia de elétrons e
de atomos de hidrogénio, que é aspecto-chave na extracdo de polifendis e consequentemente

na capacidade antioxidante (Rockenbach et al., 2008).

O processo de maceracdo consiste em colocar uma matriz solida em contato com
solvente (agua e/ou compostos organicos), ocorrendo a transferéncia de massa entre 0s
componentes da mistura. O tamanho das particulas da matriz solida, tipo de solvente, relacédo
quantitativa solvente/matriz, o tempo de contato, sendo varidveis que influenciam as cinéticas
de difusdo e o rendimento (Naviglio et al., 2007; Gizir; Turker; Artuvan, 2008; Naviglio;
Ferrara, 2008; Cujic et al., 2016; Kotovicz et al., 2021).

A vantagem da maceracdo esta na possibilidade de utilizacdo de solventes organicos
ou inorganicos e o baixo custo da técnica, este ultimo motivado pela realizagdo em
temperatura ambiente e simplicidade dos equipamentos utilizados. As principais desvantagens
dessa técnica, ¢ um processo demorado, para a completa extragdo pode levar horas, dias,

semanas. Para amenizar esse processo de espera, pode-se utilizar a temperatura, fator que
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aumenta o coeficiente de difuséo e a concentra¢do no equilibrio na fase liquida (Buci¢-Koji¢
et al., 2007; Linares et al., 2010; Jensen; Zanoelo, 2013; Kotovicz et al., 2021).

Entre os métodos de extracdo que geram menor quantidade de residuos de solventes
organicos e permitem maior eficiéncia na recuperacdo de compostos bioativos de plantas,
destaca-se a extracdo indireta assistida por ultrassom na qual a amostra é submetida a um
banho de ultrassom (Silva et al., 2021).

Esse método se baseia na propagacao das ondas ultrassonicas e das forcas de cavitacao
resultantes, nas quais as bolhas geradas colapsam intensamente promovendo o rompimento de
células do tecido, devido a tensdes locais de cisalhnamento e formacao de zonas de alta pressao
e temperatura (Kluczkovski et al., 2021). Dessa forma, a liberagdo de substancias
intracelulares das plantas no solvente é favorecida. Fatores como tempo e temperatura de
extracdo, concentracdo da amostra e proporcao de solvente podem influenciar a extracdo de
metabolitos secundarios através desse método (Silva et al., 2021).

As principais vantagens da extracdo assistida por ultrassom sdo a simplicidade do
método utilizado, o baixo custo, a quantidade reduzida de reagentes utilizados, a possibilidade
de uso de diferentes solventes e um menor tempo necessario para realizacdo do processo, se
comparado a outros métodos.

Os métodos de extracdo abordados podem ser combinados a fim de aumentar a
eficiéncia da extragdo. Os processos que utilizam maceracdo e ultrassom sdo considerados
técnicas verdes de extracdo, pois, comparados as técnicas convencionais causam menores
impactos ambientais devido ao menor consumo de energia e pela reducdo do consumo de
solventes organicos os quais podem ser substituidos por agua por exemplo (Sumere et al.,
2018).

2.3 EXTRATOS DE PLANTAS

As plantas produzem metabdlitos secundarios que possuem atividade bioldgica, sendo
importante na area econémica, farmacoldgica e tecnoldgica, e sdo amplamente utilizados nas
indUstrias de alimentos e farmacéutica, na tentativa de obter efeito mais eficaz e com menor
impacto nas caracteristicas do produto, uma vez que 0s compostos naturais apresentam efeitos
mais leves, porém mais duradouros (Cortés-Rojas et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios (ou metabolitos especializados), sdo altamente especificos
e desempenham um papel importante na evolugdo dos vegetais e na interagdo com 0s seres

vivos (Borges; Amorim, 2020).
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Os extratos de plantas também sdo muito utilizados como alternativa para o uso de
determinados aditivos na produgdo de alimentos. Quando comparados aos compostos
sintéticos, oferecem diversas vantagens, tais como sua baixa toxicidade, ndo representam
risco para o ambiente, apresentam amplo modo de acdo e sdo derivados de recursos
renovaveis. Estudos evidenciam que extratos vegetais podem apresentar potencial herbicida,
fungicida e inseticida, com grande eficiéncia (Kobayashi; Amaral, 2018).

Os compostos naturais estdo ganhando atencdo por estarem associados a uma série de
bioatividades incluindo acbes como antibacterianos, anti-inflamatorios, antialérgicos,
antivirais, antitrombdticos, vasodilatadores e anticancerigenos (Xie et al., 2015). O nimero de
estudos é limitado, mas evidéncias disponiveis indicam que esses fitoquimicos sao
bioacessiveis e biodisponiveis em humanos. Esses dois parametros sdo importantes, pois estao
associados a uma série de bioatividades e sdo capazes de afetar o inicio e a progressdo de
varios processos patogénicos (Bolling et al., 2011).

Em estudo realizado por Mota et al. (2014), os autores obtiveram extratos metanolicos
da casca e polpa de sementes de Araucaria angustifolia identificando a presenca de moléculas
com capacidade de aprisionamento de radicais livres (como compostos polifendlicos,
flavondides e proantocianinas). Em outro estudo, Silva et al. (2014) aplicaram um extrato
obtido da casca do pinhdo (etanol a 70% em agua) como inibidor de a-amilase sendo que os
autores observaram que os taninos do extrato eram ricos em procianidinas (catequina,
epicatequina e ésteres de &cido galico) e destacaram que o extrato foi considerado um inibidor
eficaz de a-amilase salivar humana e pancreética suina. Além disso, concluiram que o extrato
de casca de pinhdo também foi eficaz na diminuic&o dos niveis de glicose no sangue em ratos.

No estudo desenvolvido por Oliveira et al. (2015), um extrato de casca de pinhéo
provou ser um inibidor eficaz da lipase pancreatica e diminuir efetivamente os niveis
plasmaticos de triglicerideos em camundongos. Além disso, Branco et al. (2015)
demonstraram que um extrato aquoso de bracteas de Araucaria angustifolia apresentou
citotoxicidade seletiva e atividade pré-apoptotica em células HEp-2 de carcinoma de laringe.
De acordo com Daudt et al. (2015) realizaram um estudo sobre a caracterizagdo de extrato
aquoso da casca do pinhdo e observou que apresentava quantidades significativas de
compostos fenolicos; seu uso como um agente antioxidante foi considerado relevante.

Para de Oliveira (2021) os extratos da casca do pinh@o apresentaram-se como uma
alternativa a inibi¢do das enzimas (a-amilase e colinesterases), bem como a atividade anti-
carcinogénica demonstrou atividade citotoxica para os diferentes tipos de células tumorais

avaliadas, sendo mais efetivo para o carcinoma cervical.



24

No estudo de Sallai et al. (2020) propriedades dos extratos qualificaram as sementes
de Araucaria angustifolia como uma fonte de proteina com propriedades de inseticida natural
e por conter um inibidor de protease com potencial para ser uma molécula bioativa em
diferentes células tumorais.

No processamento do pinh&o, as cascas sdo tratadas como residuos, no entanto, elas
apresentam maior teor de compostos fendlicos quando comparadas com as suas sementes
(Freitas et al., 2018). Estudos realizados por Sales et al. (2019) utilizando pinhdo com
extracdo aquosa, mostraram que o teor de compostos fenolicos totais foram de 88,03 +6,47
mg EAG.g? para as cascas e 50,31 +4,99 mg EAG.g™* para as sementes. Adicionalmente, os
compostos fendlicos presentes na casca do pinhdo, que sdo termolabeis, migram para as
sementes durante o seu processo de cozimento (Henriquez et al., 2008; Koehnlein et al.,
2012). A presenca de compostos fendlicos na casca de pinhdo é um aspecto tecnoldgico
importante, pois em geral, alto teor de compostos fendlicos se correlaciona com alta atividade
antioxidante (Bastos, 2016; Reis et al., 2020). A presenca de compostos fenolicos em cascas
de alimentos também foi observada em cascas com farelo de arroz verde (203,2 pug/g massa
seca) (Dors et al., 2009) e em cascas de buriti (24,9 £0,3ug EAG/g) (Leite et al., 2021).

Os compostos fenolicos sdo um grupo quimicamente heterogéneo que variam nas
diferentes partes da planta, as quais sdo afetadas pelo clima, préticas de cultivo, genética,
fatores pré-colheita e pos-colheita (Ogah et al., 2014; Persic et al., 2017). Além desses
fatores, os compostos fendlicos apresentam variacdes quando extraidos por diferentes
métodos e solventes e essa diversidade metodologica dificulta a comparacdo direta de
resultados obtidos em literatura (Bastos, 2016; Reis et al., 2020; Freitas et al., 2018).

Souza et al. (2014), ressaltam a importancia da valorizagdo de extratos de diversas
partes das plantas, consideradas como residuo, mas que apresentam compostos de interesse,
atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e seletiva para doencas crbnicas e cancer
(Cladera-Oliveira et al., 2008; Daudt et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Branco et al., 2015;
Sant’anna et al., 2016; Trojaike, 2018).

2.4 COMPOSTOS BIOATIVOS

O consumo de frutas e vegetais tem sido associado a reducdo do estresse oxidativo e
do processo inflamatdrio, ambos relacionados ao desenvolvimento de doencas cronicas. Este
efeito benéfico é vinculado em parte pela presenga dos compostos bioativos presentes nestas

plantas (Kaulmann et al., 2014).
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Os compostos bioativos sdo metabdlitos secundarios sintetizados por plantas, que
podem ser extraidos e empregados em nutracéuticos, alimentos processados e também na
industria farmacéutica (Puri et al., 2012). Agem como antioxidantes com a capacidade de
prevenir e reparar danos causados pela oxidacdo, e podem estar presentes em alguns
nutrientes (vitaminas e minerais) e em substancias ndo nutricionais como os fitoquimicos
(Beta; Duodu, 2016). Os metabdlitos secundarios apresentam diversas estruturas quimicas,
podendo ser classificadas em trés grandes grupos: terpenos, compostos fenolicos e compostos
nitrogenados (Borges et al., 2020). Um dos mecanismos pelos quais estes compostos
exercem seus efeitos benéficos a salde é na atuacdo como antioxidantes capazes de reduzir ou
prevenir eventuais efeitos nocivos, causados pelos radicais livres ao corpo humano (Mizgier
etal., 2016).

Os antioxidantes podem ser classificados em dois grupos principais, o0s acidos
fenolicos e os flavonoides. Os flavonoides podem ser considerados o maior grupo, com
aproximadamente 4 mil estruturas identificadas e classificadas (Karakaya, 2004; Liu, 2004).
Dentre os compostos fendlicos, destaca-se as antocianinas, pigmentos naturais, responsaveis
pelas cores atraentes de flores, frutas e verduras. De modo geral, compostos como as
cumarinas nas plantas, podem estar relacionadas a atividade anti-inflamatoria, vasodilatadora,
e ainda atividade anticarcinogénica (Lu et al., 2013; Lima et al., 2013). Dentre os esteroides,
dos beneficios a saide humana destaca-se a diminuicdo nos niveis de colesterol e riscos de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e inibicdo do surgimento de certos tipos de
tumores malignos (Cunha et al., 2016; Pereira; Cardoso, 2012). Os taninos apresentam duplo
efeito na salde humana, podendo apresentar efeito benéfico como acdo antitumoral e
antimicrobiana e efeitos antinutricionais, quelando vitaminas e minerais, hipertensdo arterial,
reumatismo, cicatrizante e anti-inflamatério (Chung; Wei; Johnson, 1998; Rodrigues et al.,
2010; Silva et al., 2012).

O uso de recursos naturais e subprodutos, reconhecidos como fonte de nutrientes e de
compostos bioativos, ndo sdo totalmente aproveitados. E o que ocorre com o pinhdo, semente
comestivel da Araucaria angustifolia, que ap6s seu cozimento tem sua casca, retirada e
descartada, considerada um bioresiduo rico em taninos, porém, pouco explorada (Silva et al.,
2014). Estima-se que aproximadamente 10 toneladas de cascas de pinhdo sejam descartadas
anualmente no Brasil. Devido ao longo periodo de decomposicao, tem sido realizado estudos
visando uma melhor utilizacdo desse residuo (Peralta et al., 2016; Zortéa-Guidolin et al.,
2017; Bello-Pérez et al., 2006).
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A valorizacdo da casca como residuo podera ser melhor aproveitada e explorada uma
vez que toda a cadeia produtiva do pinh&o seja adequada, passando da informalidade para
producdo dentro dos critérios tecnoldgicos de processamento de alimentos.

Compostos fenolicos e polifenois sdo frequentemente detectados em quantidades mais
altas nas cascas das sementes de pinhdo. Sua ocorréncia na parte externa da semente faz com
que tenha um papel de defesa das plantas. Dando ainda tonalidade caracteristica da casca de
pinhdo (Mota et al., 2014). As cascas e bracteas possuem como principais compostos
fenolicos a catequina, epicatequina, quercetina e apigenina (Souza et al., 2014).

Diversas séo as evidéncias de que esses compostos apresentam potencialidade para
serem utilizados pelos seres humanos a fim de promover salde e reduzir os riscos de doengas
crbnicas, como doencas cardiovasculares, cancer e Alzheimer (Puri et al., 2012).

Neste contexto, a investigacao dos teores e a identificacdo de compostos bioativos na
Araucaria angustifolia é parte importante dos estudos que visam elucidar o potencial
biolégico dessa espécie nativa, pois as atividades avaliadas podem ser atribuidas a uma ou
mais classes de compostos bioativos que fazem parte da sua composicdo fitoquimica
(Yamamoto et al., 2004).

2.5 CANCER

2.5.1 Cancer

O cancer é o principal problema de satde publica no mundo e ja esta entre as quatro
principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos paises.
Verifica-se uma transicdo dos principais tipos de cancer observados nos paises em
desenvolvimento, com um declinio dos tipos de cancer associados a infec¢fes e ao aumento
daqueles associados a melhoria das condi¢Ges socioecondémicas com a incorporacao de
habitos e atitudes associados a urbanizacdo (sedentarismo, alimentagdo inadequada, entre
outros) (Bray et al., 2018).

Cancer é um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas que
tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir tecidos adjacentes
ou 6rgdos a distancia. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores, que podem espalhar-se para outras
regides do corpo desenvolvendo um processo denominado de metéstase. Os diferentes tipos

de cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo. Quando comegam em tecidos
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epiteliais, como pele ou mucosas, s&o denominados carcinomas. Se o ponto de partida s&o 0s
tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas (INCA,
2022).

O cancer surge a partir de uma mutacao genética, ou seja, de uma alteracdo no Acido
Desoxiribonucleico (DNA) da célula, que passa a receber instrucdes erradas para as suas
atividades. O processo de formacdo do cancer é chamado de carcinogénese ou oncogénese e,
em geral, acontece lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa
prolifere-se e dé origem a um tumor visivel. Os efeitos cumulativos de diferentes agentes
cancerigenos ou carcin6genos sdo 0s responsaveis pelo inicio, promocdo, progressao e
inibicdo do tumor (INCA, 2022).

A metéstase ocasionada pelas células tumorais necessita de um processo denominado
de migracéo celular. Os compostos bioativos possuem a capacidade de atuar na modulacédo da
migracdo celular e sdo importantes para a compreensdo dos mecanismos envolvidos, pois
podem modular fungdes bioldgicas das células vivas, demonstrando acao positiva em células
tumorais, além de poderem ser utilizados como agentes coadjuvantes em processos de

quimioterapia (Tashiro; Imoto, 2016).

2.5.2. Cancer de pele ndo melanoma e melanoma

Entre os diversos tipos de canceres existentes, o cancer de pele, subdivide-se em
cancer de pele ndo melanoma e melanoma. O cancer de pele ndo melanoma, apresenta altos
percentuais de cura, se for detectado e tratado precocemente. Entre os tumores de pele, é o
mais frequente e de menor mortalidade, porém, se ndo tratado adequadamente pode deixar
mutilacOes expressivas (INCA, 2022).

Embora o cancer de pele seja 0 mais frequente no Brasil e corresponda a cerca de 30%
de todos os tumores malignos registrados no pais, 0 melanoma representa apenas 3% das
neoplasias malignas do 6rgdo. O cancer de pele do tipo melanoma, de menor incidéncia, tem
se apresentado como a forma mais invasiva pela elevada capacidade de formar metastases
(INCA, 2022). Em decorréncia disso, 0 melanoma cutaneo é classificado como o tipo de
cancer com maior capacidade de ocasionar mortes pela caracteristica extremamente invasiva,
ocasionando 0 aumento do indice de mortalidade e de nimeros de casos nos ultimos anos
(Pelinson et al., 2019).

Segundo estudos do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2022), no Brasil, a

estimativa para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer,
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483 mil se excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Este € estimado como o mais
incidente, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos canceres de mama, com 74 mil
(10,5%); prostata, com 72 mil (10,2%); colon e reto, com 46 mil (6,5%); pulméo, com 32 mil
(4,6%); e estbmago, com 21 mil (3,1%) casos novos. O impacto do cancer no mundo, em
2020, baseado nas estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan), elaboradas pela
International Agency for Research on Cancer (IARC), aponta que ocorrerdo 19,3 milhdes de
casos novos de cancer no mundo (18,1 milhdes, se forem excluidos os casos de cancer de pele

ndo melanoma).

2.5.3. Fitoquimicos e o Cancer

O século XX apresentou um avanco extraordinario nas pesquisas de produtos naturais,
importantes para a salde humana, provenientes de compostos fitoquimicos, propiciando a
descobertas de diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica antineoplésica e
também estimulando a importancia do conceito da quimioprevencdo. A descoberta de
farmacos antineoplasicos de facil administracdo e com poucos ou insignificantes efeitos
colaterais é uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da area (Costa-Lofuto et
al., 2010; Oliveira et al., 2020).

Os fitoquimicos e seus derivados sdo compostos biologicamente ativos e
demonstraram efeitos anticancerigenos (Majrashi, et al., 2023). O tratamento de combate ao
cancer pode envolver diferentes estratégias como excisdo cirdrgica, radioterapia e
quimioterapia, variando de acordo com o tipo de tumor e estagio de seu desenvolvimento. Um
ponto importante a ser levado em consideracdo em relacéo a estes tratamentos convencionais,
é que eles apresentam efeitos colaterais como nausea, vomito e caquexia, devido a danos
ocasionados a células e tecidos saudaveis. Por esta razdo e pelo fato de que esta doenca
apresenta altos indices de mortalidade, h& uma continua busca por compostos que possam
contribuir no tratamento dela, buscando uma agdo mais eficiente nas células cancerosas e
menos agressivas as células ndo tumorais (Ali et al., 2012; Costa et al., 2015). Os
fitoquimicos alcaloides, saponinas, triterpenos, glicosideos, polifenois, entre outros,
apresentam propriedades antitumorais (Gautam; Mantha; Mitall, 2014; Oliveira et al., 2020).
Em estudos com extratos aquosos da Araucaria angustifolia, foi possivel observar efeitos
antiproliferativos seletivos mediados por disfungdo mitocondrial e ativacdo de apoptose em

células de carcinoma de laringe humano HEp-2 (Branco et al., 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentadas as metodologias utilizadas no presente trabalho para
a avaliacdo e obtencdo do extrato da casca de pinhdo in natura por diferentes métodos de
extracdo com posterior aplicacdo bioldgica. Serdo apresentadas nas etapas iniciais, obtencdo e
caracterizagdo da matéria-prima e dos extratos. Na sequéncia, serd demonstrado, através dos
métodos analiticos, a determinacdo dos compostos fenolicos totais (CFT) e avaliacdo da
atividade antioxidante (AAT) pelos métodos DPPH e ABTS, e posterior resultado do
tratamento com extrato em células de melanoma cutaneo (MC) nas linhagens A-375 e SK-
Mel-28. Os experimentos e tratamentos foram realizados nos Laboratérios da Universidade
Federal da Fronteira Sul Campus Laranjeiras do Sul (UFFS) — PR e Campus Chapec6 — SC.

3.1 MATERIAL

3.1.1 Matéria prima

O pinh&o (semente da Araucaria angustifolia) foi adquirido em local especializado na
comercializagdo desse produto em Laranjeiras do Sul — PR, em junho de 2022. Este
estabelecimento comercializava o pinhdo proveniente da comunidade rural Serro Verde, no
municipio de Campina do Simédo - PR. O municipio de Campina do Siméo, se estende por
448,4 km2, situando a 77 Km ao sul-Oeste de Guarapuava. Situado a 994m de altitude, tendo
as seguintes coordenadas geograficas: Latitude: 25°4' 8" Sul, Longitude: 51°49'31" Oeste.

As sementes selecionadas foram separadas em porcgdes de 1 Kg em embalagens de
polietileno, posteriormente armazenadas em ultrafreezer (-80°C), até o momento de sua

utilizacdo.
3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1 Preparo das cascas do pinh&o para uso
Na etapa inicial do procedimento, as sementes foram descascadas individual e
manualmente, sendo separadas as cascas para utilizacdo. Inicialmente determinou-se o

contetddo de umidade das cascas em estufa a 105°C por 24 horas, ponto no qual a massa (g) se

tornou constante. A umidade em base seca e base umida foi calculada, conforme metodologia
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do Adolfo Lutz (2008). As analises foram feitas em triplicata e o resultado foi expresso como
percentual de umidade (%) conforme a Equacdo 1.

Mi—Mf L
= i x100 Equacéo (1)
{

Onde:

U= teor da umidade em percentual (%)

Mi = massa inicial da placa (g)

Mf = massa final da amostra mais a placa (g)

Mi = massa inicial da amostra (g)

A primeira etapa de preparacdo da amostra foi a secagem das cascas in natura,
importante para garantir que a amostra permaneca estavel durante o armazenamento, evitando
0 crescimento de microrganismos e uma possivel perda de compostos bioativos. Como forma
de melhorar as condicGes de durabilidade da casca, apds 0 seu descascamento, as cascas
foram submetidas a secagem em estufa com renovagéo e conveccéo forcada de ar (Cienlab) a
40°C por 24 h. ApOs esta etapa, as amostras foram resfriadas e a sua umidade foi
determinada.

Na etapa seguinte, as cascas desidratadas foram moidas em equipamento provido de
laminas cortantes (JL Colombo BR 6L) e posteriormente padronizou-se as amostras através
de peneiramento, por meio de peneiras com malhas de aberturas diferentes acopladas entre si
e com movimentacdo manual. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos e

acondicionado no freezer (-18°C) até o procedimento de extracgéo.
3.2.2 Métodos de extracdo

As analises quimicas de quantificacao e extracdo de compostos bioativos, bem como a
quantificacdo da atividade antioxidante por radicais sintéticos foram realizadas nos
Laboratorios de Engenharia de Alimentos da UFFS-LS. As amostras secas, trituradas e
peneiradas foram submetidas aos processos de extracdo. As condi¢des definidas para 0s

métodos de extracdo foram baseadas em analises preliminares realizadas.
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3.2.2.1 Extracdo por Maceracdo

O processo de extracdo por maceracdo foi realizado sob protecdo da luz em
temperatura de 25°C+ 2°C. Em cada experimento utilizou-se 15g de casca de pinhdo in
natura (previamente desidratada e moida) e 100 mL de agua destilada em copo de béquer de
250 mL. As amostras foram armazenadas ao abrigo de luz com diferentes tempos de extracdo
de 12, 24 e 48 h. Decorrido o tempo de extracdo, as amostras foram filtradas por 2 h com
papel qualitativo Whatmam® n.1 (Sigma-Aldrich, Alemanha). As amostras foram
acondicionadas em frascos ambar e armazenadas sob refrigeracdo em ultrafreezer (-80°C),
devidamente identificadas para posteriores analises. O processo de extracdo por maceracdo foi
realizado em triplicata real de experimento em cada tempo de extracdo. A Figura 3 apresenta
um esquema das etapas dos experimentos de extragcdo por maceragao.

Figura 3 - Esquema do processo de extracdo por maceracéo utilizado

Casca de Pinhdo
desidratada e
moida (15g)

Processo de
Maceragdo

Agua destilada
(100ml)

Intervalo
é — Macerac&o(h)

1
/i

Extrato Filtrado Filtrac&o

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

3.2.2.2 Extracdo Assistida por Ultrassom

Na extracdo assistida por ultrassom, para cada corrida utilizou-se 15g de casca de
pinhdo in natura (previamente desidratada e moida) e 100 mL de agua destilada em copo de
béquer de 250 mL. As amostras foram imersas em banho ultrassénico (MTB-Cientifica-
Modelo:SSBuc-6L-Poténcia 1000Watts) com temperatura programada de 25°C e frequéncia
ultrassénica padrdo de 40 KHz. A extracédo foi realizada nos intervalos de tempo de 10, 20 e
30 min. Decorrido o tempo de extracdo, as amostras foram filtradas por 2 h com papel

qualitativo Whatmam® n.1 (Sigma-Aldrich, Alemanha). As amostras foram acondicionadas
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em frascos ambar e armazenadas sob refrigeracdo em ultrafreezer (-80°C), devidamente
identificadas para posteriores andlises. O procedimento foi realizado em triplicata real de
processo. A Figura 4 apresenta um esquema das etapas dos experimentos de extracdo por

ultrassom.

Figura 4 - Esquema do processo de extragdo por ultrassom utilizado

Cascade Pinhao |F
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moida (159)
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Ultrassom (25°)
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Extrato Filtrado FiltracGo

Fonte: elaborado pela autora (2023)

3.2.3 Determinacgédo do rendimento em volume do extrato

Para a determinacdo do rendimento em volume de extrato, os extratos coletados foram
mensurados de acordo com o descrito por Santos (2017). O volume de extrato coletado na
filtracdo (Ve, mL) foi determinado com uma proveta graduada de 50 mL e o rendimento em
volume foi calculado com base no volume inicial de solvente adicionado para extracdo (Vs,

mL) pela Equacdo (2).
Ve
R(%v.v™ 1) = Ve .100 Equacao (2)

Onde:

R= rendimento em volume do extrato (%)

Ve = volume do extrato coletado apos filtracdo (mL)

Vs = volume inicial de solvente adicionado para extracdo (mL)
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3.2.4 Métodos analiticos

3.2.4.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Para determinagdo de compostos fendlicos totais, seguiu-se a metodologia descrita por
Singleton e Rossi (1965), com modificagdes. Utilizou-se a microplaca com pocos de 280 pL,
misturando com 200 uL de agua destilada, 14uL de amostra, 22 puL de carbonato de sodio
(7,5%, p/v) e 44 puL do reagente Folin—Ciocalteu. A placa foi mantida em repouso, na
auséncia da luz, por 2 horas. Posteriormente, a absorbancia foi medida a 765 nm em
espectrofotometro (UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japdo). A metodologia foi aplicada para os
extratos obtidos por maceracdo e extracdo assistida por ultrassom nos diferentes tempos dos
experimentos. Uma curva padrdo foi elaborada com &cido galico nas concentracdes de O;
4,46; 8,92; 17,85; 35,7 e 71,42 mg de EAG/L. O contetdo fendlico do extrato apés calculado
foi expresso em microgramas de equivalente de Acido Gélico por grama de massa seca de

casca de pinhdo (ug EAG.g?). As andlises foram realizadas no minimo em triplicata.

3.2.4.2 Avaliagéo da atividade antioxidante por DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil)

Amostras de extrato de casca de pinh&o obtidos por maceracao e extracdo assistida por
ultrassom nos diferentes tempos dos experimentos foram utilizadas para a determinagdo da
atividade antioxidante, pelo método DPPH, em triplicata de acordo com o descrito por Brand-
Williams et al. (1995) com algumas modificagGes. Para curva de calibragdo utilizou-se uma
solucdo estoque Trolox 800 umol/L (5 mg de Trolox diluido em metanol até completar um
baldo volumétrico de 25 mL). Para o procedimento da andlise foi realizado o preparo da
solucdo estoque de DPPH (24 mg de DPPH em 100 ml de metanol) e solucdo de uso do
radical DPPH (10 mL da solucéo estoque de DPPH diluida em 45 mL de metanol), preparada
no dia e ajustada absorbancia 515 nm. Nas microplacas foram adicionados 35uL do extrato e
265 uL da solucgdo de uso do radical DPPH (recentemente preparada), com posterior agitacao
(5s) e mantida em repouso na auséncia de luz por 6 min em temperatura ambiente. A leitura
no espectrofotémetro (UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japdo) deu-se em intervalos de 10 min até
sua estabilizagdo. A absorbancia final (tempo de estabilizagdo) foi utilizada para padronizar
todas as amostras e a curva padrdo. Os resultados para expressar a atividade antioxidante
frente ao radical DPPH foram em pmol TEAC.g? (capacidade antioxidante equivalente em

Trolox) por grama de massa seca. As analises foram realizadas no minimo em triplicata.
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3.2.4.3 Avaliacdo da atividade antioxidante por ABTS (2,2-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-
6-acido sulfénico)

Outro método utilizado para medir a atividade antioxidante foi através da geracdo do
radical ABTS, de cor azul esverdeada, formado pela reacdo de Persulfato de Potdssio com
ABTS, produzindo a sua oxidagédo. A atividade antioxidante da amostra foi determinada pela
descoloracdo do ABTS, medindo-se a reducdo do radical a uma absorbancia de 734nm. O
método utilizado foi de acordo com o descrito por Re et al. (1999) com algumas
modificagdes. Para curva de calibracdo utilizou-se uma solugéo estoque Trolox 800 pmol/L (5
mg de Trolox diluido em metanol até completar um baldo volumétrico de 25 mL). Para o
procedimento da analise foi realizado o preparo das solucdes estoque do ABTS 7 mM (192
mg de ABTS em &gua destilada até completar o volume de 50 mL em baldo volumétrico),
solucdo Persulfato de Potassio 140 mM (378,4 mg de Persulfato de Potassio em &agua
destilada até completar volume de 10 mL em bal&o volumétrico) e a solugdo do radical ABTS
7 mM (5 mL da solucdo estoque de ABTS com 88 uL da solucdo de Persulfato de Potassio
mantida na auséncia de luz por 16 h em temperatura ambiente).

Em microplacas foram adicionados 35uL do extrato e 265 uL da solugdo do radical
ABTS recentemente preparada e com absorbancia ajustada, com posterior agitacdo (5s) e
mantida em repouso na auséncia de luz por 6 min em temperatura ambiente, para posterior
leitura no espectrofotémetro (734 nm). Os resultados para expressar a atividade antioxidante
frente ao radical ABTS foram em pumol TEAC.g? (capacidade antioxidante equivalente em

Trolox) por grama de massa seca. As analises foram realizadas no minimo em triplicata.

3.2.4.4 Perfil de compostos bioativos

Os compostos bioativos do extrato da casca de pinhdo obtido por 30 minutos de
ultrassom foram determinados utilizando um Cromatégrafo Liquido Shimadzu acoplado ao
detector de massa (HPLC-MS) com fonte de ionizacgdo por eletrospray (ESI (-)) seguindo a
metodologia descrita por Arruda et al. (2018), com adaptacgdes. A coluna utilizada foi Shim-
pack VP-ODS fase reversa (150mm x 2,0mm (1.D) x 4,6pum). Utilizou-se como fase movel A:
Acido Formico 0,3% e fase movel B: metanol puro. Utilizou-se modo gradiente a um fluxo de
0,4 mL/min e a temperatura do forno a 40°C. A curva padréo foi realizada diluindo os
padrdes, individualmente, em metanol na concentragdo em 1000 ppm. A partir destas solugdes

foi preparada a mistura dos padrdes nas concentracdes de 1; 2,5; 5; 7,5;10 mg/L.
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Foram avaliadas onze substancias padrées, sendo: quercetina (m/z=301), miricetina
(m/z=317), kaempferol (m/z=285), &cido cafeico (m/z=179), epicatequina (m/z=289),
pirocatecol (m/z=109), acido galico (m/z=169), epigalocatequina (m/z=305), &cido p-
cumarico (m/z=163), &cido siringico (m/z=197), flavona (m/z=223). A identificacdo e
quantificacdo dos compostos bioativos foi avaliada conforme a razédo massa/carga (m/z) de

cada composto e o tempo de retengdo dos padrées injetados.

3.2.5 Avaliagéo da atividade antitumoral do extrato

3.2.5.1 Cultivo Celular

Para a realizagdo do cultivo celular, foram utilizadas células de linhagem de melanoma
cutaneo da linhagem SK-Mel-28 e A-375 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ), com cédigo ATCC (American Type Culture Collection) HTB-72. As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de
soro fetal bovino, acrescido de 1% de antibi6tico e antifungico, e mantidas em incubadora
umidificada a 37°C com saturacdo de 5% de CO2 (Thermo Scientific™). Ao atingirem a
confluéncia de 80-95%, foram destacadas das garrafas de cultivo utilizando Tripsina/EDTA e

semeadas em placas de 96 pogos para o ensaio de viabilidade celular.

Nos testes com tratamento das células, foram escolhidos os extratos obtidos da

extracao por ultrassom no tempo de 30 minutos.

3.2.5.2 Tratamento das células

Para realizagdo dos ensaios, as células foram tratadas por 24 h com o extrato de casca
de pinh&o in natura. Para isso, o extrato foi diluido utilizando o meio de cultivo DMEM.

As concentracOes de tratamento do extrato foram realizadas por meio de diluicdo
seriada, conforme (Figura 5). O controle da reacdo foi realizado utilizando apenas o meio
DMEM. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de células vidveis em relagdo ao

controle.
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Figura 5 — Diluicéo seriada para tratamento de células de melanoma cutaneo

500uL 100pL 100pL 100pL
extrato de de de

i extrato extrato extrato

+ ' '
iz
~7OOH‘_ 900pL 900uL 900ul
de meio de meio de meio de meio

NANN

EXB Dilvic&o Dilvicao Dilvicdo Dilvic&o
11 1:10 1:100 1:1000

Fonte: elaborada pela autora (2023).

3.2.5.3 Ensaio de viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular utilizou-se o reagente de ensaio MTT (Brometo
de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) na concentracdo de 5 mg/mL. Ao ser
facilmente incorporado as células viaveis, o MTT é reduzido, pela atuacdo de enzimas
desidrogenases formando o sal formazan, de coloragdo roxo-purpura quando solubilizado com
a adicao de dimetilsulfoxido (DMSO), sendo a intensidade de cor proporcional a quantidade
de células viaveis (Fukui; Yamabe; Zhu, 2010). A absorbancia foi medida em comprimento
de onda de 570 nm usando um espectrofotdmetro de microplaca (Multiskan GO, Thermo
Fisher Scientific™). Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de células viaveis

em relacdo ao controle.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios dos compostos fenolicos e atividade antioxidante foram
avaliados estatisticamente usando o software Jamovi® (2.3.21). Os resultados do ensaio de
viabilidade celular foram avaliados com o software GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA),
versdo 9.0. Primeiramente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade segundo
Shapiro-Wilk e os outliers foram excluidos segundo o teste de Grubbs. A anélise estatistica
foi determinada por analise de variancia One-Way ANOVA, seguida pelo Teste de Tukey.
Os resultados foram expressos como média + desvio padréo de trés réplicas de experimentos
independentes com nivel de confianca de 95%. Nos testes de aplicagé@o de viabilidade celular

0s niveis de confianga foram maiores que 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SECAGEM, DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA E TEOR DE UMIDADE DA
CASCA DO PINHAO

As sementes de pinhdes no presente estudo apresentaram em média 6,4cm+0,01 de
comprimento, com massa média de 7,129+0,15. Em relacdo as sementes, as cascas dos
pinhdes, apresentaram em média 1,076g+0,06 representando 23,7% da sua massa, sendo esse
um valor tipico para esse produto (Fonseca et al., 2020; Lima et al., 2022; Peralta et al., 2016)
sendo consideravel potencial de estudo, o reaproveitamento deste residuo.

O teor de umidade da casca de pinhdo in natura foi de 29,8%+0,01 (base Umida) e
0,424+0,02 g 4gua g'massa seca (base seca). Nessas condigBes, a casca pode apresentar
deterioracdo se ndo for armazenada adequadamente. Por se tratar de um produto bioldgico,
suas caracteristicas fisico-quimicas podem sofrer alteracGes de acordo com as condicdes
ambientais. A umidade da casca do pinhdo é elevada quando comparada a umidade média de
grdos 12,35% (Raschen et al., 2014), refletindo na importancia da sua secagem para prolongar
seu tempo de armazenamento. Em estudos realizados por Reis (2020) e Albuquerque et al.
(2017), os valores de umidade (base Umida) determinados para casca de pinhdo in natura
foram de 42,80%z=0,19 e 52,81%z=0,15, sendo estes valores maiores do que os apresentados
neste estudo. Esse fato esta relacionado as condi¢bes de clima e colheita do produto. Apés a
desidratacdo das cascas de pinhdo, a umidade passou a ser de 10,23% +0,004 (base Umida) e
0,115g+0,005 g 4gua g'massa seca (base seca), sendo essa reducdo significativa (p<0,05;
Fcalc=686,89) quando comparada com a umidade inicial. A casca de pinhdo desidratada
apresentou valor proximo ao determinado por Jacinto et al. (2016) em residuos da cadeia
produtiva de pinhdo (9,91%). A partir das amostras desidratadas, ap6s o processo de
trituracdo e peneiramento, optou-se por utilizar amostras padronizadas com particulas de
tamanho entre 0,210 e 0,250 mm visando uma uniformidade no processo de extracdo, visto
que o tamanho da particula pode ocasionar alteragdes no rendimento e na composi¢do do
extrato, interferindo na transferéncia de massa durante a extracdo (Borges et al., 2017,
Maksimovic; Jasna; Skala, 2012).
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4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS E DETERMINACAO DO RENDIMENTO

A Tabela 1 apresenta o volume de extrato obtido para cada processo de extracdo, e

rendimento, expresso em volume obtido conforme equagao descrita no item 3.2.3.

Tabela 1 - Rendimentos dos extratos aquosos (mL e %) da casca in natura da Araucaria angustifolia

Método de extracio Volume médio de Rendimento médio por
extrato (mL) volume de extrato (%)
Maceracdo 12h 34,00£1,00° 34,00%z0,01°
Maceragéo 24h 34,33+1,15* 34,33%20,01°°
Macerag#o 48h 34,66+1,52°° 34,66%0,015"¢
Ultrassom 10min 36,33+0,572¢ 36,33%0,05°°
Ultrassom 20min 36,66+0,57% 36,66%0,052°
Ultrassom 30min 37,66+0,57% 37,66%0,052

Fonte: Elaborado pela autora (2023) Letras minusculas sobrescritras as médias indicam diferenca

estatisticamente significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Nos processos de extracdo do presente trabalho, utilizou-se solvente aquoso como
forma de promover uma extracdo sem a utilizagdo de solventes organicos com a dissolucéo de
compostos polares presentes em diferentes estruturas vegetais (Benelli et al., 2010). A
utilizacdo da agua como solvente apresenta uma série de vantagens por ser atoxica, acessivel,
de baixo custo e ndo agredir o meio ambiente, também se destacando pela economia de tempo
e energia ao ndo requerer a etapa de evaporagdo/concentracao (Gil-Chavez et al., 2013). Essa
caracteristica na utilizacdo do extrato aquoso, foi relevante na aplicacdo direta no estudo das
células de melanoma cutdneo SK-Mel-28 e A-375. Os processos de extracdo utilizados
(maceracdo e ultrassom), embora tenham caracteristicas diferenciadas de operacdo, sao
processos de extracdo sélido-liquido, onde se observa que existe uma interacdo fisica entre a
matriz solida (casca do pinhdo) com o solvente (agua). A casca do pinhdo apresenta estrutura
fibrosa, sendo essa uma caracteristica que favorece a absor¢do da dgua (Nobrega et al., 2021).
O volume médio de extrato coletado variou de 34% (maceragdo 12 h) até 37,66% (ultrassom
30 min), sendo que esses valores podem sofrer alteragdes de acordo com as condicdes de

processo utilizadas.
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4.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH E ABTS

Os resultados da Concentracdo dos Fendlicos Totais e Capacidade antioxidante pelos

métodos DPPH e ABTS, obtidos dos extratos aquosos das cascas de pinhdo, nas diferentes

condigOes de extragdo sdo apresentados na Tabela 2. Para fins de visualizag&o, os resultados

de Fenolicos Totais e Capacidade Antioxidante foram expressos em unidades diferentes.

Tabela 2 - Concentracédo de Fendlicos Totais e Capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS.

Método de Fenolicos Fenolicos Capacidade Capacidade Capacidade Capacidade
Extracdo totais em mg totais em — Lo L L
EAG100g g ugEAGg™ antioxidante antioxidante antioxidante antioxidante
de massaseca g de massa DPPH em mM DPPH em uM ABTSemmM ABTS em uM
seca TEAC.100g7  TEAC.g® TEAC.100g7  TEAC.g!
g massa seca g massa seca g massa seca g massa seca
Maceragdo 1,33+0,12° 13,13+£1,28% 96,72+2,442 967,21+24,48*  90,56+2,34% 905,63+23,462
12h
Maceragdo 1,26+0,07° 12,61+0,71* 105,32+4,672 1053,21+46,74* 81,57+12,162 815,70+£121,672
24h
Maceragdo 1,23+0,09? 12,29+0,92% 97,04+11,86% 970,42+118,65* 94,28+3,14% 942,80+31,42?
48h
Ultrassom  1,45+0,072 14,5640,72* 108,17+2,50? 1081,78+25,05° 106,93+8,30°  1069,33+83,06°
10min
Ultrassom  1,51+0,0072 15,1240,07% 108,55+1,70? 1085,50+17,06° 111,48+4,97°  1114,88+49,79°
20min
Ultrassom  1,55+0,072 15,5140,77* 115,98+0,76° 1159,87+7,63*  120,24+0,69*  1202,44+6,942
30min

Fonte: elaborada pela autora, (2023).

*Os valores referem-se a média de diferentes tempos de extragdo * desvio padrdo; e médias na mesma coluna,
seguida de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05). As analises estatisticas
foram realizadas de forma separada para cada a extracdo por maceracédo e extracdo por ultrassom.

A anadlise guantitativa dos compostos fendlicos totais (Tabela 2) mostrou que nao
houve diferenca significativa (p>0,05) no teor de compostos fendlicos nos diferentes tempos
de extracdo nos métodos utilizados.

Na extracdo por maceracdo (Tabela 2) a andlise quantitativa da capacidade
antioxidante pelo método de DPPH e ABTS néo apresentou diferencas significativas (p>0,05)
entre os tratamentos, indicando, que a capacidade antioxidante desses compostos € semelhante
nos diferentes tempos de extragdo por maceragédo. Isso mostra que nas condi¢cGes em que 0
estudo foi realizado, o tempo de maceracdo de 12 h foi suficiente para a extragdo dos
compostos avaliados.

Avaliando-se os diferentes tratamentos (Tabela 2), os resultados apresentados

mostraram que na extracdo assistida por ultrassom, o teor de compostos fenolicos foi
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numericamente maior, comparado a extragdo por maceragdo. Embora ndo houve diferenca
significativa entre os compostos fendlicos nos diferentes tempos de ultrassom, o teor obtido
em 30 min (15,51 pg EAG.g! g massa seca) foi maior estatisticamente (p<0,05; F
calc=275,62) do valor obtido em 48 h no processo de maceracdo (12,29ug EAG.g™* g massa
seca). O método de extracdo por ultrassom utiliza correntes de alta frequéncia, promove
colapso e ruptura celular e aumenta a penetragdo do solvente, o que contribui em
concentracdes maiores de polifendis e melhor atividade antioxidante, quando comparado com
0 método convencional de extracdo (Porto et al., 2013; Braga, 2018; Ribeiro, 2011).

Em relacdo a extracdo por ultrassom, observou-se que a capacidade antioxidante
(DPPH e ABTS) foi significativamente maior (p<0,05) nas amostras com 30 min de extracao,
guando comparadas aos tempos de 10 e 20 min, indicando que o extrato foi mais eficaz contra
os radicais DPPH e ABTS.

Observou-que também, que por apresentarem resultados semelhantes, ambos o0s
métodos utilizados (DPPH e ABTS) foram adequados para determinar a capacidade
antioxidante dos extratos da casca de pinhdo. Alguns compostos que tém atividade de
eliminacdo do radical ABTS podem ndo apresentar a mesma atividade em relacdo ao radical
DPPH, baseado na agdo de diferentes cations para a reagdo com estes radicais. Estudos
concluiram que os antioxidantes hidrofilicos e de alta pigmentacdo sdo melhores refletidos
pelo ensaio ABTS, em relacdo ao método do DPPH, além de que diferentes métodos de
analise do potencial antioxidante podem gerar diferentes resultados, visto que 0s compostos
interagem de modos diferentes com cada substancia (Gaber; EI-Dahy; Shalaby, 2023).

Os resultados (Tabela 2) obtidos nos tratamentos com extratos aquosos de cascas de
pinhdo indicam que essa parte da araucéria possui potencial antioxidante. De acordo com
Sales et al. (2019) o potencial antioxidante de diferentes extratos de plantas é uma condicéao
promissora para sua aplicacdo como agentes anticancerigenos, uma vez que possuem a
capacidade de eliminar os radicais livres e, consequentemente, proteger as células de seus
efeitos nocivos. Dessa forma € essencial entender a relacdo dos antioxidantes com a atividade
antitumoral, pois estes potencializam os efeitos das drogas antineoplasicas, podendo, assim,
diminuir a dose administrada desses medicamentos, sem prejudicar o efeito terapéutico,
proporcionando a reducdo dos efeitos colaterais. Essa associacdo concomitante parece
proteger as celulas sadias da acdo das drogas, principalmente as dos tecidos de rapida
proliferacdo celular (Santos; Souza, 2001; Weber, 2018).

Os valores da capacidade antioxidante (DPPH e ABTS), obtidos em 30 min de
extracdo por ultrassom (1159,87+7,63 e 1202,44+6,44 uM TEAC.g' g massa seca) foram
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maiores (p<0,05) quando comparados com o tempo de maceracgdo de 48 h (970,42+118,65 e
942,80+31,42 uM TEAC.g! g massa seca, (Fcalc=7,80; Fcal=195,32)). Como método
alternativo de extracdo, o ultrassom destaca-se pela rapidez, reducdo de reagentes, além da
qualidade do extrato. As vantagens deste tratamento estdo na simplicidade do equipamento,
reducdo da quantidade de reagentes, na possibilidade de usar diferentes solventes para a
extracdo, bem como diminuir o tempo necessario para realiza-las (Schons et al., 2017; Thoe et
al., 1998; Mulet et al., 2002; Freitas et al., 2007; Cardoso et al., 2014; Wen et al., 2018; Leite
et al., 2021). Portanto, entre os tratamentos, o ultrassom (30 min) foi superior, indicando o
tempo necessario para uma extracdo favoravel, econdmica e eficiente.

Em estudo realizado por Koehnlein et al. (2012), os autores avaliaram a capacidade
antioxidante em extratos de casca de pinhdo (70% etanol em &gua) e reportaram que 50% do
radical foi eliminado. Segundo os autores, considerar a polaridade do solvente utilizado é um
parametro importante, e quando se utiliza 0 método de extracdo aquoso, a agua € o solvente
mais adequado, uma vez que o processo de extracdo dos compostos fendlicos é facilitado,
resultando em maiores concentragGes na amostra.

Diante dos resultados obtidos, a condi¢cdo de maior rendimento de extracdo (ultrassom
30 min) para a casca de pinhdo in natura (Araucaria angustifolia) foi selecionada para as

etapas seguintes de estudo.

4.4 PERFIL DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DO EXTRATO DA Araucaria angustifolia
POR HPLC-MS

Sao muitas as técnicas utilizadas para a deteccdo de compostos fendlicos. Contudo, 0s
compostos fenolicos sdo constituidos de estrutura muito similar, ocasionando espectros de UV
semelhantes, dificultando a identificacdo dos compostos. A cromatografia liquida acoplada ao
detector de massas permite identificar diferencas nas estruturas dos compostos de interesse
(Sun et al., 2007). O processo para demonstrar a especificidade do método depende do seu
objetivo. Em diversas técnicas analiticas (como nas analises cromatograficas, por exemplo)
esse parametro pode ser estabelecido pela comparacdo do resultado obtido com a combinacéo
de varios fatores. Como substéncias diferentes podem apresentar respostas similares em dadas
condigdes deve-se proceder a analise, seguida por outras técnicas comprobatdrias (Brito et al.,
2003).

A partir das condic¢Ges analiticas utilizadas para os padrfes na anélise cromatogréfica,

foi possivel indicar a presenca de compostos bioativos, por meio da comparacdo dos tempos
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de retengéo e espectros de absor¢do UV/VIS de padrdes auténticos, utilizando a biblioteca de
padrdes no equipamento, permitindo assim, qualificar a amostra e constituir o perfil de
compostos das cascas de pinhdo do presente estudo. Nao foi possivel quantificar os
compostos no extrato da casca de pinhdo da amostra. A analise cromatografica apresentou
um limite de deteccdo (LOD mg/L) na faixa de 0,01 a 0,27 e limite de quantificacdo (LOQ
mg/L) de 0,02 a 0,82 indicando a necessidade de método com limites de deteccdo na escala de

micrograma por litro (ug/L).

A Tabela 3 apresenta os compostos fendlicos identificados no extrato da casca de

pinh&o obtido pela extragdo em ultrassom por 30 min.

Tabela 2 - Compostos Fendlicos identificados por HPLC-MS no extrato da casca de pinhdo in natura obtido pelo
método de extracdo em ultrassom por 30 min.

Compostos Fenolicos Tempo de retencdo (min) Precursor ion (m/z)
Quercetina 12,049 301,00 (-)
Epicatequina 9,393 289,00 (-)
Acido galico 8,406 169,00 (-)
Epigalocatequina 9,206 305,00 (-)

Fonte: Elaborada pela autora (2023); *: tempo de retencdo em minutos; **(m/z=massa/ carga elétrica).

Os compostos fendlicos (quercetina, epicatequina, acido galico e epigalocatequina)
identificados no extrato da casca de pinhdo, estdo coerentes com valores obtidos em literatura.
De acordo com Castrillon et al. (2021), observaram em estudo integral do pinhdo, a presenca
expressiva de componentes fenolicos na casca, dentre eles acido galico, epicatequina,
catequina, epigalocatequina, quercetina. Conforme Liu et al. (2017) a quercetina apresenta
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, antialérgicas, antivirais e antitumorais. Souza et
al. (2019) apresentaram perfis de compostos fendlicos da casca da semente Araucaria
angustifolia e identificaram flavonoides (quercetina e apigenina) e taninos (catequina e
epicatequina), sendo que esses Ultimos possuem propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
bem como potencial anticarcinogénico e antimutagénico. A casca do pinhdo brasileiro ndo é
consumida como alimento e € descartada como um residuo, indicando que sua utilizagdo pode

ser promissora levando-se em consideracdo a presenca de compostos fenolicos.



43

A luz destas consideracbes, os resultados alcancados sobre a determinagéo
qualitativa de compostos polifendlicos e flavonoides na Araucaria angustifélia apoiam o uso
deste residuo como componente bioativo. Entretanto, se faz necessario a identificacdo desses
compostos e de suas estruturas quimicas por outros meétodos espectroscopicos com

modificagOes para isolamento efetivo de cada composto.

4.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS EXTRATOS

Nesta etapa avaliou-se a atividade antitumoral do extrato aquoso da casca de pinh&o in
natura obtido pela extragéo assistida por ultrassom durante 30 min. Este extrato foi escolhido
por apresentar resultado significativo em relagdo a capacidade antioxidante quando
comparado aos demais. Nesta avaliacdo foi investigada a capacidade do extrato em inibir o
crescimento celular tumoral, verificando a citotoxicidade do extrato sobre as células

avaliadas.

Os compostos bioativos obtidos a partir de fontes vegetais tem ganhado destaque na
area da salde devido aos beneficios pelos efeitos quimicos e bioldgicos (Souza et al., 2014).
Milhares de fitoquimicos que possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antitumorais, antivirais e antialérgicas estdo presentes em frutas e vegetais. Andlises in vivo e
in vitro, bem como estudos em humanos, sugeriram que os polifendis tém efeitos protetores

contra doencas (Pop; Diaconeasa, 2021).

O extrato aquoso da casca de pinh&o in natura na linhagem SK-Mel-28 néo apresentou
atividade sobre a viabilidade das células quando comparada com o controle apds 24 h de
tratamento. Conforme observado na (Figura 6), os resultados mostraram que o extrato diluido
nas concentracdes 1:1000 e 1:100, ndo apresentou toxidez significativa nos tratamentos.
Observou-se que o extrato diluido nas concentragdes 1:10, 1:1 e extrato bruto estimulou a
proliferacdo celular quando comparados com o grupo controle. Esse fato pode ser devido a
auséncia ou as baixas concentracGes de compostos capazes de desempenhar propriedades
antitumorais para determinada linhagem celular, ou ao método de extracdo, mesmo tendo
atividade antioxidante significativa, pode nédo ter efetivamente recuperado compostos com
essas propriedades de suas fontes (cascas de pinhGes in natura), o que justificaria a
necessidade de mais andlises detalhadamente sobre cada composto bioativo presente no

extrato.
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Figura 6- Viabilidade de células de melanoma humano in vitro
SK-Mel-28 tratadas através de diluigcdo seriada com extrato de
casca de pinhdo in natura por 24h e avaliadas pelo método MTT*
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Legenda: CT: Controle; EXB: Extrato Bruto; EAC: extrato
diluicdo seriada; ns (p >0,05); Dados apresentados como média +
desvio padrdo EAC quando comparado ao Controle.

E provavel que a viabilidade celular e a atividade antiproliferativa sejam dependentes
de diferentes tipos de compostos fendlicos. Sugere-se a continuidade da avaliacdo deste
extrato, utilizando uma série de concentracBes a fim de identificar os possiveis efeitos
antiproliferativos e mecanismos de acdo envolvidos dentro do processo da oncogénese
(Weber, 2018).

De acordo com Kato et al. (2021) avaliaram o efeito de extratos e fragdes de diferentes
plantas brasileiras sobre a viabilidade de linhagens de células de melanoma SK-Mel-28 e SK-
Mel-103, escolhidas por apresentarem elevada resisténcia e capacidade metastatica. Os
autores avaliaram que compostos bioativos dos extratos, estdo positivamente correlacionados
com a inibicdo das linhagens celulares resistentes, elencando esses compostos como
potenciais candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de melanoma.
No mesmo estudo, os autores observaram que as fracbes obtidas a partir de solventes de
média e baixa polaridade (compostas por polifenois e derivados de terpenos) foram mais
ativas do que as fracOes obtidas a partir de solventes de alta polaridade (compostas por
metabdlitos secundarios ligados a glicosideos ou grupos com grande quantidade de
hidroxilas). Esses compostos mais polares podem ter baixa interacdo com a membrana
plasmatica, diminuindo os efeitos nas células tumorais, contudo, os autores destacam que
ensaios in vitro ndo mimetizam um sistema bioldgico completo, portanto, 0s compostos ndo
sofrem todos os processos farmacocinéticos e podem ter diferentes respostas nas celulas.

Conforme Zeng et al. (2014) avaliaram a viabilidade de células SK-Mel-28 tratadas

com composto bioativo suprimindo cerca de 30% da proliferacdo das células tumorais ap0s 48



45

e 72 h de tratamento, porém nenhum efeito significativo foi observado, portanto, é importante
investigar novos agentes terapéuticos, que possam apresentar propriedades seletivas para
induzir citotoxicidade através da ativacao de vias de sinalizacdo de morte celular (Branco et
al., 2015). Apesar de ndo ser possivel estabelecer uma relacdo direta da citotoxicidade do
extrato em células SK-Mel-28 nos resultados deste trabalho, uma vez que os testes sdo
realizados em diferentes condicbes, € importante que sejam relatados, porém, n&o
conclusivos, para proximos estudos do potencial toxico do extrato da casca de pinhdo in
natura em células tumorais, visando um possivel componente colaborativo na estratégia para
aumentar a eficiéncia terapéutica de quimioterapicos em melanomas resistentes.
Diferentemente dos resultados anteriores, os tratamentos com extrato aquoso da casca
de pinhdo in natura induziram uma atividade antiproliferativa em células de melanoma
humano in vitro A-375 (Figura 7). Os resultados mostraram diminuicdo significativa da
viabilidade celular apresentando atividade antitumoral nas concentracGes testadas (p<0,001);
(p<0,0001), quando comparado ao controle, exceto no extrato diluido na concentracdo 1:100,
onde as células tratadas ndo sofreram alteracdo quando comparadas ao controle. Os extratos
diluidos nas concentracdes 1:1000 e 1:10 foram capazes de inibir crescimento de células

tumorais em aproximadamente 30 % em 24 h de tratamento.

Figura 7 - Viabilidade de células de melanoma
humano in vitro A-375 tratadas através de diluigdo
seriada com extrato de casca de pinh&o in natura
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Legenda: CT: Controle; EXB: Extrato Bruto; EAC:
extrato diluicdo seriada; * (p< 0,05); ** (p<0,01);
*** (p<0,001); **** (p<0,0001); ns (p >0,05);
Dados apresentados como média + desvio padrdo
EAC quando comparado ao Controle.
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Um estudo do polifenois em uvas tintas, vinho tinto, amendoim e pinho (Niles et al.,
2003; Horn; Zamin et al., 2017; Oz et al., 2019) confirmaram a atuac&o de fitoquimicos em
diversas vias de sinalizacdo celular e potencial anti-inflamatério sendo que inibiu o
crescimento e induziu apoptose em linhagens de células de melanoma humano A-375 e SK-
Mel-28, sendo a linhagem A-375 mais sensivel a inducdo de apoptose do que a linhagem
melandtica SK-Mel-28. A linhagem A-375 avaliada no presente estudo correspondeu ao
extrato de forma expressiva possivelmente pelas caracteristicas indicativas dos polifendis,
através de vias de sinalizacdo responsaveis pela regulacdo do funcionamento das células
(Viana et al., 2017).

As células necessitam se comunicar umas com as outras €, a partir desta comunicacao,
coordenar as funcbes desempenhadas por cada tipo celular. O principio da sinalizagdo celular,
se caracteriza pela comunicacdo através de moléculas-sinal, secretadas ou expostas em sua
superficie. As moléculas-sinal sdo reconhecidas por receptores, geralmente proteinas que
podem estar expostas na superficie celular ou presentes no interior das células,
comprometidas com a regulacdo de eventos da fisiologia celular, como proliferagéo,

migracao, diferenciacdo celular (Viana et al., 2017).

De acordo com Wu et al. (2015), linhagens de melanoma humano A-375 e SK-Mel-
31, avaliadas, no tratamento com fitoquimico induziu parada no ciclo celular e inibiu a
proliferacdo destas células, evidenciando o papel desses compostos na atuagdo promissora de
acao para o bloqueio de crescimento celular. Em virtude de o cancer apresentar, muitas vezes,
resisténcia as formas tradicionais de tratamento e/ou estas ndo serem seletivas a neoplasia,
apresentando diversos efeitos colaterais, surge a necessidade de formas alternativas, as quais
visam, sobretudo, maior especificidade dos mecanismos de acdo, seguranca e eficacia
terapéutica, defende-se a maior utilizacdo de produtos naturais bioativos, por apresentarem
compostos ativos citotdxicos e indutores de apoptose em varias linhagens de células tumorais
testadas (Viana et al., 2017).

Nos ultimos anos, a apoptose tem atraido muita atencdo com potencial de aplicacdo
em vaérias doencas humanas. Para a manutencdo normal do organismo completo, milhdes de
células serdo sintetizadas e morrem todos os dias, e a morte celular relacionada a apoptose é
essencial para o crescimento saudavel de um organismo. Desta forma, o estudo da via de
sinalizacdo de apoptose aumentaria o0 entendimento sobre 0s mecanismos apopto6ticos de uma
droga alvo que abriria caminho para a descoberta de novos farmacos (Perumalsamy et al.,
2018).
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Em estudo para investigar o perfil de seguranca in vitro e in vivo de um extrato aquoso
de M. officinalis, Sipos et al. (2021) observaram efeito citotoxico seletivo em células A-375
em concentragdo mais altas (1000 pg/mL) enquanto nenhuma toxicidade foi observada em
células normais HaCaT (queratindcitos). No presente estudo foi indicado o potencial
citotoxico em concentracdo mais elevada (Figura 7), porém, se faz necessario estudos futuros
para avaliar a citotoxicidade em células ndo tumorais. Deve-se salientar para que um
composto tenha um potencial antitumoral ideal é necessario que ele possua efeitos citotoxicos
contra as células tumorais, mas que nao apresente esse mesmo efeito em células normais, ou
que esse efeito seja muito reduzido, possuindo assim um efeito contra as células do cancer e

baixa toxicidade ao organismo (Mulder et al., 2013; Huang, et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

Diante dos tratamentos realizados, conclui-se que Araucaria angustifolia apresentou
teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante nos diferentes métodos de extracédo
realizados. Para compostos fenolicos totais ndo houve resultados significativos entre métodos
da extracdo pela maceracdo e ultrassom. Em relacdo aos métodos para a avaliacdo da
atividade antioxidante, os resultados mais relevantes foram para o método ABTS através da
extracao assistida por ultrassom durante 30 minutos em comparacdo com DPPH. Isso ressalta
a importancia da realizacdo de diferentes metodologias, vistos que 0s compostos bioativos
podem atuar de diferentes formas. E importante destacar o uso de agua como solvente para as
extracOes, obtendo extratos com resultados promissores e que podem ser utilizados em areas
nutracéuticas e industria farmacéutica, sem a presenca de residuos de solventes organicos.

Quanto a avaliacdo da atividade antitumoral, o extrato escolhido ndo demonstrou
resultados para o tratamento de células de melanoma cutdneo na linhagem SK-Mel-28
indicando auséncia ou baixa concentracdo de compostos bioativos capazes de desempenhar
propriedades no combate as células tumorais com maior resisténcia.

Para a linhagem celular A-375 os tratamentos apresentaram resultados significativos
na reducdo da viabilidade celular, destacando-se os extratos diluidos nas concentracoes
1:1000, 1:10, 1:1 e extrato bruto, quando comparados ao controle, de forma dose-dependente
nesses tratamentos, indicando a atuacdo dos compostos bioativos como coadjuvantes no
tratamento de doencas tumorais.

Até o presente momento, ndo foi encontrada na literatura estudos avaliando o
potencial do extrato aquoso da casca do pinhdo in natura (Araucaria angustifolia) em células
de melanoma cutaneo nas linhagens analisadas no presente trabalho.

Este trabalho sugere que quercetina, epicatequina, acido galico e epigalocatequina
sejam responsaveis pela atividade antitumoral do extrato Araucaria angustifolia. Contudo, é
necessario avaliar o potencial dos compostos identificados individualmente. Esta pesquisa
demonstra potencial de continuidade, necessitando aprofundamentos em relagédo aos
mecanismos envolvidos nos tratamentos e aos compostos que de fato estdo contribuindo para
inibir a migracdo celular da linhagem A-375, além de oportunizar campo para 0
desenvolvimento de novos farmacos com menor efeito no organismo humano.

Considerando-se o potencial da casca, um material geralmente descartado, e outras
partes do pinhdo, torna-se altamente vidveis e aplicaveis, estudos baseados na extracdo de

substancias provenientes deste material vegetal, considerado como residuo bioativo.
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