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RESUMO GERAL

O Humulus lupulus, conhecido popularmente como lupulo, possui glandulas de lupulina, que
sao responsaveis pela secrecao de um pod rico em resinas, polifenois e dleos essenciais, que
conferem caracteristicas como aroma, amargor e propriedades antioxidantes. O lupulo, além de
ser usado na industria cervejeira, pode desempenhar um papel relevante no combate ao estresse
oxidativo celular, por meio da sua atividade antioxidante. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antioxidante in vitro e moduladora in vivo de extratos de trés variedades de
lupulo (El dorado, Ekuanot e Hércules). O lupulo apresenta propriedades de interesse
medicinais, destacando-se pela riqueza em compostos fitoquimicos. Pesquisas evidenciaram
altos niveis de flavonoides, conferindo-lhe esta acdo antioxidante, além do potencial
antitumoral. Entretanto, ha poucos conhecimentos acerca dos beneficios dos fitoquimicos que
o lupulo pode proporcionar a sauide humana. Entdo, os extratos obtidos pelos métodos extrativos
a frio, por agitacdo magnética e por ultrassom, foram analisados quanto a capacidade
antioxidante in vitro. Os resultados dos ensaios de DPPH evidenciaram que os extratos das
variedades El dorado e Ekuanot, obtidos pelos métodos de extragdao a frio e Ultrassom,
apresentaram maior atividade antioxidante (p<0,05), enquanto o extrato da variedade Hércules,
extraido por agitacdo magnética, demonstrou menor atividade antioxidante. Resultados
similares foram obtidos no teste de ABTS. J4 em relagdo a quantificagdo de compostos
fenolicos totais, a variedade Ekuanot (37,06 mg EAGg™") na extragdo por Ultrassom apresentou
o melhor resultado encontrado. Ao analisar os resultados obtidos do complexo fosfomolibdénio
e do poder redutor, foi possivel estabelecer uma similaridade entre os dois métodos, destacando
a maior atividade antioxidante no extrato Ekuanot, proveniente da extra¢do por ultrassom, e a
menor atividade antioxidante para a variedade Hércules, extraida por agitacdo magnética.
Embora os extratos tenham demonstrado atividade antioxidante em todas as analises realizadas,
as variedades Ekuanot e Eldorado apresentaram maior potencial antioxidante, e considerando a
metodologia de extracdo, o meétodo extrativo por ondas ultrassonicas se destacou por
proporcionar a maior extracdo do composto analisado. Ademais, o teste de tumores epiteliais
em Drosophila melanogaster mostrou a auséncia de efeito carcinogénico dos trés extratos de
lapulo obtidos por meio dos diferentes métodos. Igualmente, verificou-se a inibicdo da
formacdo de clones de tumores epiteliais em D. melanogaster e modulacdo do efeito
carnigogénico da doxorrubicina em todos os trés extratos. Por meio do mesmo teste foi
mostrada a atividade protetora dos extratos as células somaticas de D. melanogaster.

Palavras chave: Acidos-amargos, Compostos fenélicos, Drosophila melanogaster, Lupulina.



ABSTRACT

Humulus lupulus, popularly known as hops, has lupulin glands that are responsible for secreting
a powder rich in resins, polyphenols and essential oils, which provide characteristics such as
aroma, bitterness and antioxidant properties. In addition to being used in the beer industry, hops
can play an important role in combating cellular oxidative stress through their antioxidant
activity. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro antioxidant and in vivo
modulating activity of extracts from three varieties of hops (El Dorado, Ekuanot and Hércules).
Hops have medicinal properties of interest, standing out for their richness in phytochemical
compounds. Research has shown high levels of flavonoids, giving them this antioxidant action,
in addition to their antitumor potential. However, there is little knowledge about the benefits of
phytochemicals that hops can provide to human health. Then, the extracts obtained by the cold
extraction methods, by magnetic agitation and by ultrasound, were analyzed for their in vitro
antioxidant capacity. The results of the DPPH tests showed that the extracts of the El Dorado
and Ekuanot varieties, obtained by the cold extraction and ultrasound methods, presented
greater antioxidant activity (p<0.05), while the extract of the Hércules variety, extracted by
magnetic agitation, demonstrated lower antioxidant activity. Similar results were obtained in
the ABTS test. Regarding the quantification of total phenolic compounds, the Ekuanot variety
(37.06 mg EAGg-1) in the ultrasound extraction presented the best result found. When
analyzing the results obtained from the phosphomolybdenum complex and the reducing power,
it was possible to establish a similarity between the two methods, highlighting the greater
antioxidant activity in the Ekuanot extract, obtained by ultrasound extraction, and the lower
antioxidant activity for the Hércules variety, extracted by magnetic agitation. Although the
extracts demonstrated antioxidant activity in all analyses performed, the Ekuanot and Eldorado
varieties showed greater antioxidant potential, and considering the extraction methodology, the
ultrasonic wave extraction method stood out for providing the greatest extraction of the
analyzed compound. Furthermore, the epithelial tumor test in Drosophila melanogaster showed
the absence of carcinogenic effect of the three hop extracts obtained through the different
methods. Likewise, inhibition of the formation of epithelial tumor clones in D. melanogaster
and modulation of the carnogenic effect of doxorubicin were verified in all three extracts.
Through the same test, the protective activity of the extracts against the somatic cells of D.
melanogaster was demonstrated.

Keywords: Bitter acids, Phenolic compounds, Drosophila melanogaster, Lupulin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Problema

Ao longo da histéria da civilizagdo humana, tanto nas praticas terapéuticas populares
quanto nas formalmente reconhecidas, tem sido evidente o uso constante de espécies vegetais.
Esse emprego sistematico permitiu ao homem iniciar uma extensa trajetéria de aproveitamento
dos recursos naturais em seu beneficio (Santos, 2018a).

O Humulus lupulus, conhecido popularmente como lupulo, pertencente a ordem Rosales
e a familia Cannabaceae, representado por dois géneros a Cannabis e Humulus, conhecida por
seu habito trepadeiro, cardter perene e natureza dioica (Santos, 2020). O lupulo, amplamente
utilizado na industria cervejeira, ¢ uma trepadeira que produz flores, também chamadas de
cones. Essas flores sdo de particular interesse, somente nelas sdo encontradas as glandulas de
lupulina, responsaveis pela secre¢ao de um p6 amarelo resinoso, estes sdo ricos em resinas,
polifendis e 6leos essenciais, que conferem caracteristicas como aroma, amargor e propriedades
antioxidantes (Durello; Silva; 2019).

As resinas macias sdo compostas por a-acidos, B-acidos e uma fracdo denominada
resinas macias ndo caracterizadas. Essa ultima categoria engloba compostos que nado se
enquadram nas condigdes dos dcidos mencionados anteriormente, sendo subdividida em fracdes
ae P (Silva et al., 2022).

Os compostos fitoquimicos presentes no lapulo sdo responsaveis por conferir a planta
uma possivel atividade antioxidante, que sdo capazes de estabilizar radicais livres (Schaeffer;
Pereira, 2023). Estes radicais livres podem ocasionar o chamado estresse oxidativo, o qual
ocorre devido ao desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a producdo de espécies
reacionais, levando a danos em diversas estruturas de biomoléculas presentes no organismo

(Pizzino et al., 2017).
1.2 Hipotese
O extrato do lupulo pode desempenhar um papel relevante no combate ao estresse

oxidativo celular, por conter substancias antioxidantes como os a-acidos, compostos fendlicos,

xantohumol e dleos essenciais que demonstram atividade antioxidante.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante por meio de ensaios in vitro e a capacidade

anticarcinogénica in vivo dos extratos de lupulo.

1.3.2 Objetivos Especificos

° Obter os extratos de trés variedades do lupulo, a partir de trés métodos distintos
de extragdo — a frio, agitacdo magnética e ultrassom,;
° Avaliar in vitro a capacidade antioxidante dos extratos obtidos dos lipulos por
meio dos ensaios:

o M¢étodo sequestro de radicais livres DPPH;

o M¢étodo do radical cationico ABTS;

o Teor de compostos fenolicos totais;

o M¢étodo do Complexo Fosfomolibdénio;

o Meétodo do Poder Redutor.
° Avaliar in vivo o efeito carcinogénico e/ou anticarcinogénico, modulador e

protetor dos extratos do lupulo sobre os efeitos carcinogénicos da doxorrubicina.

1.4 Justificativa

Estudos destacam a relevancia desses fitoquimicos para a satide humana, uma vez que
demonstram atividades anticarcinogénica, antimicrobiana, antitrombotica, imunomoduladora e
antioxidante, sendo esta tltima considerada uma das propriedades mais significativas (Jaskula-
Goiris et al., 2014).

O lupulo apresenta propriedades de interesse medicinais devido a sua riqueza em
compostos fitoquimicos. Pesquisas evidenciaram altos niveis de flavonoides, conferindo-lhes
acao antioxidante, além do potencial antitumoral. Essas caracteristicas incluem prote¢ao contra
raios ultravioleta, insetos e micro-organismos, associadas a propriedades anticancerigenas, anti-

inflamatorias, antitromboticas, alelopaticas e inibidoras de enzimas (Medeiros, 2023).
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Nesse contexto, o lapulo pode desempenhar um papel importante, uma vez que
representa uma fonte de antioxidantes. Entretanto, hd poucos conhecimentos acerca dos

beneficios dos fitoquimicos que existem no lapulo podem proporcionar a saide humana.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Humulus lupulus e sua composicao fitoquimica

O Humulus lupulus, conhecido como lupulo (Figura 1), tem suas origens na China, mas
ao longo do tempo adaptou-se e agora pode ser encontrado em diversas regides de climas
temperados ao redor do mundo (Zugravu et al., 2022). Esta planta € notavel entre as espécies
vegetais devido as suas propriedades farmacoldgicas significativas. Pertence a ordem Rosales
e a familia Cannabaceae. O nome latino "lupulus" traduz-se como "pequeno lobo," uma
referéncia a sua tendéncia de crescer e sufocar arvores, uma caracteristica comum entre as

plantas conhecidas como trepadeiras (Lela et al., 2022).

Figura 1. Cones do Lupulo.

Fonte: Science of Beer, 2020.

No Brasil, o cultivo do lupulo tem se mostrado vidvel em varias regides do pais, com a
producdo principalmente direcionada para atender as demandas das industrias cervejeiras. No
contexto da producdo de cerveja, ¢ de extrema importancia conhecer em detalhes a composi¢ao
quimica das flores de lapulo, especialmente em relagdo ao teor de seus constituintes, como

resinas e Oleos essenciais. Essa analise detalhada ¢ fundamental para garantir a qualidade da
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produgdo cervejeira, uma vez que as caracteristicas do lipulo, como seu amargor e aroma,
desempenham um papel critico na formulagdo e no sabor final das cervejas (Aquino et al.,
2022).

As inflorescéncias femininas do lupulo, conhecidas como cones de lupulo, sdo altamente
valorizadas na industria. Isso se deve ao fato de que esses cones contém glandulas de lupulina
(Figura 2), que abrigam uma série de compostos liberados na forma de um po6 resinoso amarelo.
Esses compostos desempenham um papel crucial na fabricacao de cerveja, conferindo a bebida
um sabor amargo e um aroma distintivo. Essas caracteristicas contribuem significativamente
para a qualidade e a variedade de sabores encontrados nas cervejas, melhorando suas
caracteristicas sensoriais e tornando o lipulo um ingrediente essencial no processo de producao

cervejeira (Lela et al., 2022).

Figura 2. Inflorescéncia feminina do Iupulo em corte transversal evidenciando a lupulina,

po6 resinoso amarelo.

Fonte: Menina lupulina, 2018.

O formato mais comum para a comercializagao do lupulo € na forma de pellets, que sdo
obtidos pela prensagem das pétalas das flores. Essa forma tem como objetivo reduzir o volume
do lupulo, tornando-o mais pratico para transportar e preservando suas caracteristicas originais.
Essa apresentagdo em pellets facilita também o armazenamento do lipulo, garantindo ao
mesmo tempo a manuten¢do de suas propriedades essenciais, como o sabor € o aroma
caracteristicos (Fischer, 2021).

Na composi¢ao do lupulo (Tabela 1), encontram-se resinas macias, que incluem os o-
acidos e P-acidos. Esses compostos sdo representados, respectivamente, pela humulona e
lupulona (Zanoli; Zavatti, 2008). Eles comegam a ser produzidos no inicio da forma¢ao do cone

de lupulo e sdo acumulados ao longo do processo de maturacao. Essas resinas desempenham
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um papel fundamental na industria, onde os a-acidos contribuem para o amargor da cerveja,

enquanto os B-acidos estdo relacionados ao aroma (Guimaraes, 2021).

Tabela 1. Principais constituintes em flores secas de lupulo.

Constituinte Quantidade % (m/m)
Resinas totais 15-30
Resinas duras totais: 3-5
Resinas macias totais: 10-20
Alfa-acidos 5-13
Beta-acidos 5-15
Oleos essenciais 0,5-3
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifendis 4
Pectinas 2
Aminoacidos 0,1
Ceras e esteroides Tragos
Cinzas 8
Agua 10
Celulose/lignina 43

Fonte: Stevens; Page, 2004; Guimaraes, 2021.

As caracteristicas fitoquimicas do lupulo sdo notavelmente complexas, e os metabdlitos

de interesse sao produzidos principalmente pelas inflorescéncias (Fischer, 2021). A lupulina,

uma parte significativa da resina do lapulo, compreende de 15 a 30% do peso seco das

inflorescéncias. Ela pode ser subdividida em duas categorias: resinas macias, que sdo soluveis

em hexano, e resinas duras, que sdo insoliveis em hexano. A quantidade dessas resinas e dos

Oleos essenciais no lupulo pode variar devido a uma série de fatores, como as condigdes de

cultivo da planta, o manejo agricola e outros (Bertelli ef al., 2018).

Além da composi¢do das resinas, o lupulo também apresenta uma variedade de

polifendis em sua composicdo. Esses polifendis podem ser classificados em vérias categorias,

incluindo flavondis (quercitina e o canferol), flavon-3-6leos (catequinas, epicatequinas e
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proantocianidinas), acidos carboxilicos fendlicos (acido ferulico) e ainda flavonoides prenil
(xantohumol e o isoxantohumol) (Stevens; Page, 2004).

A humulona, um dos componentes dos a-acidos, possui caracteristicas de acidos fracos,
com um pKa (constante de dissociagao) entre 4,0 € 5,5, ¢ exibe baixa solubilidade em adgua. No
entanto, quando submetida a isomerizacdo em altas temperaturas, sua solubilidade tende a
aumentar. Durante o processo de isomerizacdo, cada molécula de humulona produz dois
diastereoisomeros, conhecidos como cis-iso-humulona e trans-iso-humulona. Na Figura 1 estdao

representadas as estruturas moleculares dos a-acidos e seus isomeros (Fischer, 2021).

Figura 3. Estrutura dos a-acidos e seus isomeros.

:-éddus Re J\ Humulona
o

R
~ Poshumulonz

Fonte: Fischer, 2021.

Os a-4acidos do lupulo sdo compostos por varias substancias, incluindo a humulona,
cohumulona, adhumulona, prehumulona e poshumulona. Por outro lado, os B-4cidos sdo
constituidos pela lupulona, cupulona, adupulona, prelupulona e poslupulona (Fischer, 2021).
Os B-acidos possuem uma estrutura similar aos a-acidos, mas sao consideravelmente menos
soliveis em agua, com um pKa entre 4,0 a 7,8. Essa diferenca de solubilidade ¢ atribuida a
auséncia de um grupo alcoolico terciario no anel aromatico das lupulonas. Ao contrario das
humulonas, os B-acidos ndo sofrem isomerizagdo em altas temperaturas. No entanto, eles
podem passar por processos de oxidagdo ao longo do armazenamento dos cones de lupulo
(Skomra; Koziara-Ciupa, 2020).

As resinas classificadas como duras sdo insoliveis em hexano, mas apresentam
solubilidade em metanol e éter dietilico, tornando-as mais polares em comparacdo com as
resinas macias. A maioria das resinas duras surge como resultado da oxidag¢do das resinas
macias, principalmente quando o lipulo ¢ armazenado em contato com o oxigénio do ambiente

(Taniguchi et al., 2015).
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Além das humulonas e lupulonas, a resina macia do lipulo também inclui outros
componentes, como as chalconas preniladas e as flavonas. O xantohumol ¢ o constituinte
principal entre os prenilflavonoides, juntamente com outras 13 chalconas relacionadas. Em
geral, as chalconas t€ém uma hidroxila livre, o que permite a isomerizagdo para formar as
flavonas correspondentes, incluindo a iso-xantohumol, 6-prenilnaringenina e 8-
prenilnaringenina (Nikolic; Van Breemen, 2013).

Na composi¢ao do lupulo, além das resinas macias e duras, também existe uma pequena
fracao de 6leo essencial, que geralmente varia de 0,5 a 3,0%. Essa fracao de oleo essencial faz
parte da constitui¢do da lupulina. Os compostos encontrados no o6leo essencial do lapulo
incluem hidrocarbonetos, compostos oxigenados e compostos que contém enxofre (Fischer,
2021).

Ao explorar a composi¢ao fitoquimica do lupulo, € crucial entender a diversidade de
variedades disponiveis. O lupulo ¢ cultivado em diferentes regides, resultando em uma ampla
variedade de perfis de sabor e aroma. Existem mais de 30 variedades americanas e mais de 40
variedades europeias de Iupulo, cada uma com caracteristicas Unicas. Essas variedades sdo
classificadas em trés categorias: lupulos de amargor, lupulos de aroma e lapulos com dupla
aptidao (Sposito et al. 2019).

Os lupulos de amargor em estudo (Tabela 2) apresentam em sua constituicdo os alfa
acidos e xanthohumol, que sdo os componentes predominantes nos cones dessa planta, e
conforme a literatura, os acidos amargos apresentam atividades farmacoldgicas de interesse,
como: atividades anticancer, antioxidante, anti-inflamatéria, de inibi¢do de peroxidagdo
lipidica, anti-hiperglicémica e contribui¢do no metabolismo dos lipideos, j4 o xanthohumol,
apresenta atividades anticancer, antibacteriana, antioxidante, antiobesidade, antiviral, anti-

inflamatoria, anti-hiperglicémica e antiplaquetaria (Nascimento, 2023).

Tabela 2. Concentragdo de a-acidos das variedades de lupulo utilizadas obtidas pelo fornecedor das amostras.

Variedade Origem % a-acidos
El dorado Estados Unidos 15,7
Ekuanot Estados Unidos 14,6
Hércules Alemanha 14,4

Fonte: Elaboragao propria.
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2.2 Estresse oxidativo

Os radicais livres (RL) s3o atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados em sua tltima camada eletronica, o que os torna altamente reativos e capazes
de reagir com outras biomoléculas. Esses RL sdo gerados continuamente pelo organismo em
diversas condi¢des fisiologicas e fisiopatologicas. Eles sdo produzidos em processos como o
metabolismo mitocondrial, a via do acido urico por meio da enzima xantina peroxidase, nos
peroxissomos, durante estados inflamatoérios, pela atividade de fagocitos, em situagdes de
isquemia, em resposta a exercicios fisicos intensos, em situacdes de estresse mental e como
parte do processo de envelhecimento (Kumar; Pandey, 2015). Fatores externos também podem
induzir a producdo excessiva de RL no organismo. Tais fatores incluem o tabagismo, a
exposicao a poluicao do ar, a radiagdo, o uso de certos medicamentos, a exposi¢ao a pesticidas,
solventes industriais e outros poluentes ambientais (Guan; Lan, 2018).

Quando a producao de RL excede a capacidade do organismo de neutraliza-los, ocorre
um estado chamado estresse oxidativo. Este processo ¢ caracterizado pelo desequilibrio entre a
producdo de RL e a capacidade antioxidante do organismo. Pode-se resultar em danos as
biomoléculas, incluindo proteinas, lipidios e acidos nucleicos, ¢ uma série de alteragdes nas
condi¢gdes de saude, como doengas cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas e
envelhecimento precoce (Guan; Lan, 2018).

Esses RL podem ser produzidos por meio de espécies reativas de oxigénio (EROs),
(Tabela 3), que incluem o radical superdxido (O2-), o peréxido de hidrogénio (H>0O>), o radical
hidroxila (OH-) e o oxigénio singleto (! 0,). As EROs desempenham papéis importantes em
diversos eventos celulares, como a fosforilagdo de proteinas e a ativagdo de fatores de
transcri¢do. No entanto, ¢ fundamental que suas concentragdes sejam mantidas em niveis baixos

para preservar a homeostasia e evitar danos as células e as biomoléculas (Silva et al., 2022).



Tabela 3. Espécies reativas de oxigénio e seus locais de agdo.
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Espécies Estrutura quimica Descricio Ocorréncia Acio Radical
Radical mais Aproximadamente Na maioria das
Superoxido 0y~ potente na indugdo  em todas as células  reagdes atua como
de dano celular aerobicas agente redutor
Nao ¢ um radical Reagdes para Proteinas e lipidios
Perdxido de H,0» livre, porque ndo producdo de HO:
hidrogénio possui elétrons
desemparelhados
na ultima camada
Altamente reativo ~ Formado a partirda ~ DNA, proteinas,
Radical hidroxila HO- homolise da agua carboidratos e
lipideos
Molécula de Produzidos pelos ~ Mutagdes no DNA
oxigénio excitada;  fagdcitos, indugdo
ndo é um radical luminosa e reagdes
Oxigénio singleto 10, livre, porque néo catalisadas pelas

possui elétrons
desemparelhados
na ultima camada

peroxidases

Fonte: Adaptado Oliveira, Schoffen (2010).

As células contém sistemas enzimaticos internos fundamentais (Tabela 4), como a
superoxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e redutase, que desempenham um
papel crucial na defesa contra o estresse oxidativo. No entanto, quando ocorre um desequilibrio
no corpo e a producdo de RL aumentam significativamente, esses sistemas enzimaticos podem
se tornar insuficientes para conter o dano oxidativo as estruturas celulares vitais. Esses danos
oxidativos podem ter consequéncias graves para a saude celular e geral do organismo. De fato,
o estresse oxidativo estd intimamente relacionado a uma série de disfuncdes de satde (Pizzino

etal., 2017).

Tabela 4. Sistemas enzimaticos internos fundamentais.

Enzimas Acio Biologica Locais
Catalisa a desmutag@o do O -, convertendo-o em  Abundante nas
Superoxido dismutase H,0,, que € menos reativo e pode ser degradado células
por outras enzimas aerdbicas

Catalisa a 4gua e oxigénio para formagao de H,O, Eritrécitos e

Catalase bago, rins dos
mamiferos e
figado
Catalisa a reducdo do H,O, e peroxidos organicos Citosol
Glutationa peroxidase para o seu alcool correspondente, sendo que a
glutationa opera em ciclos entre a sua forma
oxidada e a sua forma reduzida
Mantém o sistema de protecdo celular integro Figado e
Glutationa redutase através da reducdo da forma oxidada (GSSG) para a linfonodos

forma reduzida (GSH)
Fonte: Adaptado Oliveira, Schoffen (2010).
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O dano oxidativo nos acidos nucleicos desempenha um papel importante na iniciagao
do cancer. A patogénese do cancer pode ser impulsionada ou promovida por irregularidades
cromossdmicas e pela ativagao da oncogénese devido ao estresse oxidativo. A hidrolise das
bases do DNA ¢ um resultado comum de subprodutos da oxidagdo e pode ser considerada um
fator relevante na carcinogénese. Modificagdes que ocorrem no DNA, como lesdes nas bases e
no acgucar, ligacdes cruzadas entre 0 DNA e proteinas, quebras de fita em locais desprovidos de

bases, podem contribuir para o desenvolvimento de tumores (Valko et al., 2006).

2.3 A¢ao antioxidante

A atividade antioxidante de certos compostos tem despertado interesse crescente nos
ultimos tempos devido aos diversos beneficios que eles oferecem ao organismo. Esses
compostos t€m a capacidade de inibir ou retardar o surgimento de células tumorais, atrasar o
envelhecimento precoce e prevenir danos celulares causados pelo desequilibrio no estado
REDOX, que envolve reacdes de oxidacao e redugdo no organismo (Vellosa et al., 2021).

Substancias que possuem mecanismos de a¢do antioxidante tém chamado aten¢do tanto
na comunidade cientifica quanto na industria. Compostos antioxidantes desempenham um
papel crucial na fabricagdo de produtos cosméticos, farmacé€uticos e alimentos. Eles ndo apenas
atuam como agentes de conservacao, mas também sao matérias-primas de extrema importancia
na formulagao desses produtos. Entre os compostos antioxidantes mais destacados estdo o acido
ascorbico, conhecido como vitamina C, a vitamina E ¢ a coenzima Q10. Além desses, os
flavonoides também tém chamado a atencao devido a sua atividade bioldgica. Os flavonoides
estdo presentes em uma ampla variedade de alimentos, vegetais e outras fontes naturais,
tornando-os componentes valiosos na promog¢ao da satde e na prevencdo de danos causados
pelo estresse oxidativo (Bravo, 1998).

A capacidade dos polifenois de atuarem como antioxidantes esta diretamente
relacionada a sua estrutura quimica. Eles possuem grupos hidroxila em sua molécula, que
interagem com os radicais livres, doando elétrons para neutralizd-los, tornando-os menos
reativos e, assim, impedindo que eles causem danos as biomoléculas do organismo. Essa
capacidade de neutralizagdo ¢ fundamental para o papel antioxidante dos polifenois e para a
protecao das células contra os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo, pois o radical que antes
estava livre, ndo estard disponivel para reagir com biomoléculas do organismo (Elrod et al.,

2019).
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Os dleos essenciais do lapulo tém atividade antioxidante, porém, geralmente sdo menos
eficazes em comparagdo com os polifendis encontrados na planta. Algumas substincias
presentes nos 6leos essenciais, como o linalol e o &cido lipoico, demonstraram capacidade de
neutralizar a peroxidagao lipidica, embora em comparagdao com a vitamina E, seus efeitos
antioxidantes sejam menores (Hussain et al., 2008). Além disso, o composto mirceno
demonstrou a capacidade de proteger as células de ratos contra a oxidagdo, promovendo o
aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase e a glutationa
peroxidase. Também, os sesquiterpenos, com destaque para o B-cariofileno, exibiram atividade
de protecao contra a oxidacao lipidica (Karabin et al., 2015). Assim, fica evidente que os 6leos
essenciais do lupulo também desempenham um papel importante na atividade antioxidante
dessa planta (Fischer, 2021).

Com sua rica composi¢ao em polifendis, o lipulo demonstra ser uma fonte eficaz na
luta contra o estresse oxidativo causado pelos RL, exercendo uma atividade antioxidante
notavel. Esses polifenois, ao serem oxidados, protegem as estruturas circundantes dos danos

causados pelos RL (Krofta; Mikyska; Haskovéa, 2008).

2.4 Metodologias para obtenc¢ao de extratos vegetais

A extracdo ¢ um processo de separacdo amplamente utilizado em diversos setores
industriais, incluindo farmacéutico, alimenticio, quimico, de perfumaria, cosmético e de
biocombustiveis. Além das aplicagdes industriais, as técnicas de extragdo desempenham um
papel fundamental em escala laboratorial, especialmente na preparagdo de amostras para
analises fitoquimicas, configurando-se como uma etapa essencial no processo (Fischer, 2021).

Existem diversos métodos para a obten¢do de extratos de origem vegetal, tais como
maceragdo, infusdo, percolacdo, decoc¢do, extragdo continua a quente (Soxhlet),
contracorrente, ultrassom, micro-ondas, turbolise, entre outros. A escolha do método de
extracdo € influenciada por fatores como a parte do material vegetal utilizada, o tamanho das
particulas, os tipos de solventes, o tempo, a temperatura, a polaridade e a concentragdo do
solvente (Oliveira et al., 2016).

A técnica de extracdo por ultrassom, por exemplo, utiliza ondas de alta frequéncia,
geralmente na faixa de 20 a 40 quilohertz (KHz). Essas ondas criam vibragdes que causam
variagdes na pressao do liquido extrator, levando ao fendmeno conhecido como cavitagdo, que

fragmenta e erode o material da amostra, facilitando a extracdo de compostos (Santos, 2018b;
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Ferreira et al., 2011). Uma evolugdo dessa técnica € a extragdo assistida por ultrassom (UAE),
que aumenta ainda mais a eficiéncia do processo, reduzindo o tempo de extracdo e 0 consumo
de solventes, enquanto aumenta o rendimento dos extratos. A UAE ¢ especialmente vantajosa
para compostos sensiveis ao calor e ¢ amplamente utilizada tanto em pesquisas fitoquimicas
quanto na producao industrial de extratos (Kumar; Srivastav; Sharanagat, 2021; Carreira-Casais
etal.,2021).

Apesar da eficacia das técnicas tradicionais, outras metodologias modernas e
amplamente aplicadas tém se destacado, oferecendo vantagens distintas e sendo adaptaveis as
necessidades especificas dos processos e dos compostos-alvo. A extragdo com solventes
organicos, por exemplo, ¢ amplamente utilizada devido a sua eficicia em isolar compostos
bioativos (Awad et al., 2021). Solventes como etanol, metanol e acetona sdo comuns, ¢ a
escolha do solvente ¢ fundamental para a eficiéncia e a composicao final do extrato, sendo
aplicavel tanto em escala laboratorial quanto industrial (Zhang; Lin; Ye, 2018).

Além disso, a extracdo assistida por micro-ondas (MAE) se destaca como uma técnica
moderna que aquece rapidamente o solvente e a matriz vegetal, resultando em uma extra¢do
mais eficiente em menos tempo. A MAE preserva compostos termoestaveis e ¢ amplamente
utilizada em pesquisas fitoquimicas devido ao seu alto rendimento (Soria et al., 2012; Gil-
Martin et al., 2022). Outro método avangado ¢ a extragdo com fluidos supercriticos (SFE), que
utiliza fluidos como o didxido de carbono (CO:) em condigdes supercriticas para extrair
compostos bioativos sem deixar residuos de solventes (Herzyk; Pitakowska-Pietras;
Korzeniowska, 2024). Este método ¢ ideal para compostos sensiveis ao calor e ¢ valorizado por
sua sustentabilidade, sendo amplamente utilizado nas industrias farmacé€utica e alimenticia
(Uwineza; Waskiewicz, 2020).

Por fim, a extragdo com enzimas ¢ uma técnica mais recente que emprega enzimas para
quebrar as paredes celulares das plantas, facilitando a liberagdo de compostos bioativos. Este
método € atraente por ser mais suave, especifico e sustentavel, resultando em extratos de alta

qualidade com menor degradacao dos compostos ativos (Puzeryte et al., 2023).

2.5 Metodologias para analise de antioxidantes

Na literatura, existem varias técnicas disponiveis para detectar e quantificar a atividade
antioxidante de compostos. Uma dessas técnicas € a espectroscopia, que permite aos compostos
com acdo antioxidante interagir com radicais livres, resultando na formacao de estruturas com

caracteristicas espectroscopicas especificas, como cores em regides especificas do espectro.
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Essas mudangas espectroscopicas podem ser medidas e analisadas para avaliar a atividade
antioxidante dos compostos (Silva et al., 2022).

Entre as analises espectroscopicas amplamente utilizadas para avaliar a atividade
antioxidante de compostos, destacam-se o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS (Acido
2,2-Azino-Bis (3-Etilbenzotiazolina-6-Sulfénico) Sal Diamdnico), FRAP (Poder redutor do
ferro) e CUPRAC (Capacidade antioxidante de redugdo do ion cobre). Esses ensaios possuem
um carater colorimétrico e sdo realizados em diferentes solventes, proporcionando uma
abordagem abrangente para a avaliacao da atividade antioxidante de substancias, como o lupulo
(Ojha et al., 2018).

O ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) baseia-se no uso do radical DPPH, que
¢ um arranjo estavel devido aos trés anéis aromaticos que o compdem. Esses anéis permitem a
ressonancia necessaria para estabilizar a carga eletronica do radical, resultando na sua coloracao
purpura-violeta na faixa de 515 a 520 nandmetros, quando em solu¢do de metanol ou etanol.
Substancias com propriedades antioxidantes tém a capacidade de doar um atomo de hidrogénio
ou um elétron para o radical DPPH, convertendo-o em sua forma reduzida. Esse processo leva
a uma mudanga na cor da solugdo, que passa de violeta para amarelo, devido a reducao do
radical, e essa diminuicdo na absor¢do ¢ medida por espectrofotometria, fornecendo
informacdes sobre a capacidade antioxidante do composto em questdo (Silva et al., 2022; Ojha
et al., 2018).

O ensaio ABTS (Acido 2,2-Azino-Bis (3-Etilbenzotiazolina-6-Sulfonico) Sal
Diamonico) envolve o uso do radical ABTS, que ¢ um composto cromoforo estavel com
absor¢do primaria em 414 nandmetros e absor¢do secundaria em 645, 734 e 815 nanOmetros
em solucao aquosa. Na presenca de antioxidantes, ocorre a reducdo do radical ABTS, resultando
em uma diminui¢do na absorbancia ao longo do tempo. Essas mudangas na absorbancia sao
medidas por espectrofotometria e podem ser plotadas em graficos. O cation ABTS possui uma
coloragdo azul-esverdeada, e a atividade antioxidante provoca a sua reducao, resultando na
perda de cor. Esse método permite avaliar a capacidade antioxidante de substancias em extratos,
sejam eles hidrossoluveis ou lipossoliveis, comparando a porcentagem de inibi¢dao do radical
ABTS por antioxidantes sintéticos ou compostos presentes em plantas, sob as mesmas
condig¢des (Sucupira ef al., 2012; Silva et al., 2022).

Outra técnica utilizada ¢ o método da formagdao do complexo fosfomolibdénio, uma
técnica colorimétrica usada para avaliar a atividade antioxidante de extratos vegetais. O
principio desse método envolve a redu¢do do molibdénio no estado +6 para o estado +5 por

meio de compostos antioxidantes. Isso resulta na formag¢do de um complexo fosfato/molibdénio
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+5 de cor verde, que ocorre em um ambiente acido. A leitura desse método ¢ realizada em um
espectrofotometro a 695 nandmetros e pode ser comparada com uma amostra em branco
previamente estabelecida para fins de comparagdo com a capacidade antioxidante do extrato
(Prietro et al., 1999; Silva et al., 2022).

O método do Poder Redutor ¢ uma técnica que avalia a capacidade de um composto em
aumentar a absorbancia em ensaios antioxidantes. Nesse método, os antioxidantes presentes na
amostra reagem com um sistema composto por ferrocianeto de potassio, acido tricloroacético e
cloreto de ferro, resultando na formagao de complexos coloridos com uma absorbancia medida
a 700 nanometros. A magnitude do aumento na absorbancia devido a reagdo dos antioxidantes
da amostra com o sistema, reflete a atividade antioxidante do composto. Portanto, quanto maior
a absorbancia, maior ¢ o poder redutor do composto. Esse método ¢ analisado em um
espectrofotometro ¢ comparado com uma amostra de referéncia previamente estabelecida
(Silva et al., 2022).

J& para determinar o teor de fenolicos totais, o0 método de Folin-Ciocalteu possui uma
resposta colorimétrica a interagao com substancias redutoras presentes no analito de interesse.
O reagente ¢ composto por acido fosfotiingstico e 4cido fosfomolibdico que, em seu estado
natural, apresenta uma coloragdo amarela. No entanto, quando entra em contato com
substancias redutoras, como os compostos fenolicos, ocorre uma reacdo em que essas
substancias, em pH alcalino, dissociam um préton, formando o anion fenolato. Esse anion
fenolato tem a capacidade de reduzir o reagente Folin-Ciocalteu, resultando na formacao de
oxido de tungsténio e 6xido de molibdénio, ambos com uma cor azul detectavel em um
espectrofotometro a 760 nandometros. Assim, quanto maior a atividade antioxidante da amostra,
mais intensa sera a coloragao azul formada, indicando uma maior quantidade de substancias
redutoras e fenolicas presentes. No entanto, ¢ importante destacar que o reagente Folin-
Ciocalteu ndo ¢ especifico para grupos fenolicos, ou seja, outras substincias redutoras presentes

na amostra podem interferir no resultado(Silva et al., 2022; Pires et al., 2017).

2.6 A¢ao anticarcinogénica do lipulo

O cancer ¢ uma enfermidade grave que se caracteriza pela proliferagdo anormal e
descontrolada das células no organismo, sendo uma das principais causas de morte em todo o
mundo. Esse processo ¢ desencadeado por lesdes genéticas que afetam quatro categorias de
genes: proto-oncogenes, que promovem o crescimento celular; genes supressores de tumores,

que inibem esse crescimento; genes reguladores de apoptose, responsaveis pela morte celular



29

programada; e genes de reparo do DNA (Dornelas; Moraes-Filho, 2016). Os RL também
contribuem para a desordem na multiplicacdo celular, podendo levar ao desenvolvimento do
cancer (Bontempo; Orsolin, 2017).

Aproximadamente 70% da populacdo global utiliza plantas medicinais em algum
momento de suas vidas, pratica que tem ganhado destaque devido a presenca de moléculas
bioativas com potencial anticancerigeno. Muitas dessas plantas demonstraram eficacia nao
apenas na prevencdo do cancer, mas também na regressao de tumores malignos (Liborio;
Felipe; Bido, 2019). A atividade anticancerigena das plantas ¢ frequentemente atribuida aos
altos niveis de compostos antioxidantes (Netzel et al., 2007). Desse modo, produtos de origem
vegetal podem desempenhar um papel significativo na terapia do cancer, além de oferecer uma
base promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos (Oyenihi; Smith, 2019).

A administra¢do combinada de drogas antineoplasicas e antioxidantes tem demonstrado
beneficios no tratamento do cancer. Essas substancias desempenham um papel fundamental na
protecdo celular, inibindo a oxidagdo de substratos causada pelos RL (Sousa et al., 2007).
Dentre as plantas estudadas, o lapulo contém diversos constituintes com propriedades
anticarcinogénicas, sendo o xantohumol um dos mais investigados. Este flavonoide interfere
em multiplas vias moleculares associadas ao desenvolvimento do cancer, incluindo a
modulagdo do ciclo celular, a supressdo da angiogénese e a neutralizacao de radicais livres,
tornando-o um potencial agente quimiopreventivo. O xantohumol tem demonstrado a
capacidade de inibir a proliferagdo de células cancerosas e induzir apoptose, destacando-se
como um composto promissor para o tratamento de diversos tipos de cancer (Karabin et al.,
2015; Qi et al., 2022).

Além do xantohumol, outros compostos do lupulo, como as humulonas e lupulonas,
principais acidos amargos dessa planta, também apresentam atividades antitumorais
significativas. Estes compostos estdo associados a inibi¢do do crescimento de células tumorais,
indu¢do de apoptose e reducdo da inflamacdo, um fator-chave na progressdo do cancer
(Machado et al., 2017; Jiang et al., 2018).

Outro composto relevante ¢ a 8-prenilnaringenina, um fitoestrogeno presente no lapulo.
Embora existam preocupagdes quanto ao risco potencial de promover certos tipos de cancer,
como o de mama, ha evidéncias de que, em alguns contextos, a 8-prenilnaringenina pode
exercer efeitos anticarcinogénicos ao modular a atividade dos receptores de estrogénio e

influenciar o comportamento das células tumorais (Sun et al., 2022; Knez Hrn¢ic et al., 2019).
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2.7 Drosophila melanogaster como organismo teste na carcinogénese

A compreensdao dos tumores que afetam os seres humanos envolve uma série de
alteragdes genéticas, desde a inativagdo dos genes supressores de tumores até o
desencadeamento da oncogénese. Notavelmente, ao considerar o processo evolutivo, observa-
se uma alta homologia genética entre os seres humanos e a Drosophila melanogaster. Portanto,
o estudo da indugdo e da proliferagao de tumores em moscas fornece uma plataforma valiosa
para a compreensao do surgimento do cancer em seres humanos (Lima ef al., 2018).

Os discos imaginais das D. melanogaster sao compostos por uma unica camada celular
que, durante a metamorfose, dard origem as estruturas epidérmicas nas moscas adultas.
Notavelmente, essas células apresentam semelhangas com o ciclo celular das células somaticas
dos mamiferos. Um gene conhecido como "gene da verruga" (wts), que desempenha um papel
crucial no controle do ciclo celular no disco imaginal, atua como um supressor tumoral. Ele
regula a multiplicagdo celular e, consequentemente, a morfogénese normal das estruturas em
desenvolvimento (Costa et al., 2011).

O marcador genético wts ¢ uma mutagdo de natureza recessiva e letal quando presente
em homozigose, o que significa que os individuos que possuem duas copias desse alelo ndo
sobrevivem. No entanto, o alelo warts (w#s) ¢ mantido na linhagem de estoque por meio de um
balanceador cromossdmico, conhecido como TM3. Isso permite a sobrevivéncia dos individuos
heterozigotos que carregam uma copia do alelo wts em combinagdo com uma cdpia normal
(wts+/+). Em cruzamentos envolvendo linhagens com o alelo wts, como wts/TM3, e linhagens
com outros marcadores genéticos, como multiplos pélos alares (mwh/mwh), podem nascer
larvas heterozigotas que carregam tanto o alelo wts quanto o marcador mwh (wts+/+mwh)
(Sidorov et al., 2001).

A inibigdo ou incapacidade das copias do gene wrs, que codificam uma proteina quinase
sensivel a serina ou treonina, desencadeia um desequilibrio na taxa de divisao celular durante
o desenvolvimento dos discos imaginais. Essa alteracdo genética estd associada ao
aparecimento de tumores quando ocorre a perda do gene em sua forma funcional. Portanto,
esses achados fundamentam a hipdtese de que o gene wts desempenha o papel de um supressor
tumoral, e essa supressdao genética € um fator contribuinte para o surgimento de tumores,
especialmente quando ocorre a perda da heterozigose do gene (Costa ef al., 2011).

O emprego de D. melanogaster heterozigota para o gene supressor tumoral wis

configura-se como uma ferramenta crucial na avaliagdo do impacto dos extratos de plantas. Isso
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possibilita a anélise do potencial antioxidante de compostos na prevengao de tumores epiteliais

nesse modelo experimental.
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RESUMO: A fitoterapia tem se consolidado como uma op¢do na medicina integrativa,
oferecendo uma alternativa aos medicamentos sintéticos, que por vezes implicam em altos
custos de desenvolvimento. As substincias bioativas encontradas no lapulo atraem crescente
atencdo no meio cientifico devido as suas atividades significativas, especialmente em
patologias relacionadas a doengas degenerativas e cronicas, nas quais 0s processos oxidativos
desempenham um papel central. Os alfa-acidos, encontrados no lupulo, tem evidenciado
propriedades benéficas para a satde, ou seja, possuem ampla aplicagdo para fins terapéuticos.
Este estudo objetivou avaliar a capacidade antioxidante in vitro a de extratos obtidos a partir de
trés variedades de lupulo ricos em a-acidos (El dorado, Ekuanot e Hércules). Para isto, foi
utilizado a agua como solvente e trés métodos de extragdo: agitagdo magnética, ultrassom e
extracdo a frio. A avaliagdo dos antioxidantes in vitro dos extratos pelo método DPPH mostrou
que os maiores resultados encontrados estatisticamente, independente da concentracio, foram
pelos extratos da variedade El dorado e Ekuanot, nos métodos a frio e ultrassom, e os menores
resultados foram vistos pelo extrato Hércules, pela agitagdo magnética; e sememelhantemente
ocorreu no teste de ABTS. Ja os compostos fenolicos totais, temos a variedade Ekuanot na
extracdo por Ultrassom como o melhor resultado encontrado. Os resultados obtidos do
complexo fosfomolibdénio e do poder redutor, possibilitou estabelecer uma similaridade entre
os resultados. Destaca-se que o maior resultado obtido para ambos os testes, da redu¢do do
complexo fosfomolibdénio e poder redutor foram pelo extrato Ekuanot, proveniente da extra¢ao
por ultrassom, e o menor resultado obtido da reducao do complexo fosfomolibdénio e do poder
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redutor foi o da variedade Hércules por agitacio magnética. Embora os extratos tenham
demonstrado atividade antioxidante em todas as analises realizadas, as variedades Ekuanot e
Eldorado se destacaram de maneira positiva e considerando a metodologia de extragdo, o
método extrativo por ondas ultrassonicas se destacou por proporcionar a maior extragao do
composto analisado.

Palavras chave: Alfa-acidos, DPPH, ABTS, Fendlicos, Fitoterapia.

ABSTRACT: Phytotherapy has become an option in integrative medicine, offering an
alternative to synthetic drugs, which sometimes involve high development costs. The bioactive
substances found in hops have attracted increasing attention in the scientific community due to
their significant activities, especially in pathologies related to degenerative and chronic
diseases, in which oxidative processes play a central role. Alpha acids, found in hops, have
shown beneficial properties for health, that is, they have wide application for therapeutic
purposes. This study aimed to evaluate the in vitro antioxidant capacity of extracts obtained
from three varieties of hops rich in a-acids (El Dorado, Ekuanot and Hércules). For this purpose,
water was used as a solvent and three extraction methods were used: magnetic stirring,
ultrasound and cold extraction. The evaluation of the in vitro antioxidants of the extracts by the
DPPH method showed that the highest results found statistically, regardless of the
concentration, were for the extracts of the El Dorado and Ekuanot varieties, in the cold and
ultrasound methods, and the lowest results were seen for the Hercules extract, by magnetic
agitation; and similarly occurred in the ABTS test. As for the total phenolic compounds, we
have the Ekuanot variety in the ultrasound extraction as the best result found. The results
obtained for the phosphomolybdenum complex and the reducing power, made it possible to
establish a similarity between the results. It is noteworthy that the highest result obtained for
both tests, the reduction of the phosphomolybdenum complex and the reducing power, were by
the Ekuanot extract, from the ultrasound extraction, and the lowest result obtained for the
reduction of the phosphomolybdenum complex and the reducing power was that of the Hercules
variety by magnetic agitation. Although the extracts demonstrated antioxidant activity in all
analyses performed, the Ekuanot and Eldorado varieties stood out positively and considering
the extraction methodology, the extraction method using ultrasonic waves stood out for
providing the greatest extraction of the compound analyzed.

Keywords: Alpha-acids, DPPH, ABTS, Phenolics, Phytotherapy.

1 INTRODUCAO

No Brasil, as plantas consideradas medicinais sdo amplamente utilizadas devido a rica
biodiversidade do seu territério. A fitoterapia tem se consolidado como uma opg¢ao na medicina
integrativa, oferecendo uma alternativa aos medicamentos sintéticos, que por vezes implicam
em altos custos de desenvolvimento. Essa tendéncia ¢ ampliada pela gama de ambientes
propicios a flora, reflexo da riqueza da biodiversidade do pais (Nobrega et al., 2022).

O lupulo, cientificamente conhecido como Humulus lupulus, pertencente a familia

Cannabaceae, ¢ uma planta vastamente distribuida em regidoes temperados e tem uma longa
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historia de uso medicinal na Europa e por isso tem despertado aten¢do em todo o mundo devido
a sua riqueza em diversos compostos fitoquimicos. Esses compostos ndo apenas contribuem
para o aroma e sabor caracteristicos das cervejas, mas também demonstram potencial para
serem utilizados com finalidades medicinais (Lin et al., 2019). Nesse contexto, a pesquisa em
bioquimica vegetal emerge como uma fonte promissora para a identificacdo de moléculas com
aplicabilidade nas industrias farmacéuticas (European Medicine Agencys, 2014; Zanoli,
Zavatti, 2008; Silva et al., 2022).

As substancias bioativas encontradas no lupulo atraem crescente atencdo no meio
cientifico devido as suas atividades significativas, especialmente no contexto de patologias
relacionadas a doengas degenerativas e cronicas, nas quais os processos oxidativos
desempenham um papel central. Uma substancia com a¢do antioxidante possui a capacidade de
atenuar ou mesmo prevenir a oxidagdo de substratos, o que, por sua vez, reduz o estresse
oxidativo. Além disso, foram observados efeitos anti-inflamatorios € imunomoduladores
associados ao consumo de compostos derivados do lipulo (Zugravu et al., 2022).

A composicao fitoquimica principal do lapulo inclui as humulonas (a-acidos), que
conferem amargor as cervejas, € 0s 0leos essenciais, responsaveis por proporcionar aroma as
cervejas. Além da utilizacdo no ambito cervejeiro, esses compostos, juntamente com outros
presentes no lapulo, tém potencial para desenvolver produtos terapéuticos em pesquisas
farmaceéuticas, destacando a versatilidade e o valor dessa planta na industria e na area da saude
(Fischer, 2021).

Os a-4cidos, encontrados no lupulo, tem evidenciado propriedades benéficas para a
saude. Estudos de caracterizacdo fitoquimica demonstraram que tais acidos amargos sao
responsaveis por acdo bioativa multipotente, ou seja, possuem ampla aplicacdo para fins
terapéuticos. Alguns exemplos sdo a sua eficiéncia comprovada in vitro contra neoplasias
através de fungdo pro-apoptotica, antiangiogénica, antiproliferativa, desintoxicante, anti-
inflamatéria e antioxidante, além de ter utilidade no combate a osteoporose, sindrome
metabolica, infeccdes bacterianas e efeitos antidepressivo e sedativo no sistema nervoso central
(Van-Cleemput et al., 2009).

No entanto, os efeitos terapéuticos especificos dos a-acidos presentes no lipulo, ainda
sdo pouco caracterizados, o que torna relevante o estudo da capacidade antioxidante dessa
substancia. Essas pesquisas podem desempenhar um papel importante na identificagdo de uma
nova estratégia terapéutica segura e eficaz, especialmente como um inibidor de radicais livres
gerados devido a exposi¢do a luz solar, consumo de substincias prejudiciais e dietas

inadequadas, entre outros fatores ambientais e de estilo de vida.
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Diante disso, o estudo visa avaliar a capacidade antioxidante in vitro de extratos obtidos
de trés variedades de lupulo ricos em a-acidos (El dorado -15,7%; Ekuanot-14,6%; Hércules-
14,4%). Para isto, foram utilizados trés métodos de extracdo: agitacdo magnética, ultrassom e
a frio. A avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro dos extratos envolveu a aplicacao de
diversos métodos, como o método de sequestro de radicais livres DPPH, o método do radical
cationico ABTS, o método do Complexo Fosfomolibdénio, o método do Poder Redutor e a
determinagdo do teor dos Compostos Fendlicos Totais. Essas analises permitem determinar o

potencial antioxidante dos extratos, revelando sua capacidade de combater o estresse oxidativo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisicao das amostras para a realizacao das analises

Os lupulos, na forma de pellets, das variedades El dorado, Ekuanot ¢ Hércules foram
adquiridos em estabelecimento comercial de produtos para a fabricacdo cervejeira. A
quantidade de alfa 4cidos de cada variedade foi obtida a partir dos laudos oriundos do
fornecedor. Os pellets foram armazenados a -4°C, com o intuito de manter as propriedades

substanciais da amostra e evitar perdas significativas nos fitoquimicos de relevancia.

2.2 Preparacio dos extratos

A escolha dos métodos extrativos foi baseada na eficicia em extrair os compostos
desejados do material vegetal em estudo, além de consideracdes praticas, como custo,

disponibilidade de equipamentos e facilidade de execugao.

2.2.1 Extracio por agitacio magnética (AM), ondas ultrassonicas (US) e a frio (AF)

10 g dos trés tipos de lupulos peletizados (El dorado, Ekuanot e Hércules) foram
submetidos a trituragdo manual até obter uma mistura homogénea, adicionado de 100 mL de
agua filtrada por osmose reversa, e concomitantemente, estas amostras foram colocadas em
agitador magnético, em ondas ultrassonicas e em repouso durante 60 minutos, em temperatura
ambiente, a cada 15 minutos homogeneizados manualmente. Em seguida, as solucdes foram

filtradas e uma aliquota de 90 mL dos trés extratos aquosos foram acondicionados em potes
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plasticos estéreis, para posterior dilui¢des, e armazenados no ultrafreezer a -80 °C até o inicio

das analises. O procedimento de extragdo foi conduzido em triplicata.

2.3 Analise da atividade antioxidante e dos compostos fendlicos totais

2.3.1 Método DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro dos radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo com as metodologias de
Lopes-Lutz et al. (2008) e Guimaraes et al. (2011), seguidas de pequenas modificagdes. Uma
solucdo etanolica de DPPH foi preparada na concentracio de 40 ug mL™!. Para a avaliagio, 2,7
mL da solu¢do de DPPH foram adicionadas em tubos de ensaio, seguidos da adi¢dao de 0,3 mL
de cada dilui¢do dos extratos de lapulo 10000; 8000; 6000; 4000 e 2000 pg mL™'. Em paralelo,
preparou-se o controle negativo, contendo todos os reagentes, exceto o extrato. Apos 60
minutos, em auséncia de luz, as leituras foram realizadas utilizando o espectrofotometro no
comprimento de onda de 517 nm. Todos os testes foram realizados em triplicata. A atividade

antioxidante (AA%) foi calculada usando a seguinte equacgao:

AA% =[(AcN — Aamo) / Acn] * 100
Em que:
Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra.

Acn = Absorbancia do DPPH com o etanol.

2.3.2 Método ABTS

A formagdo do cation radical ABTS ((2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfonico]) foi realizada de acordo com Antunes et al. (2010). Para o ensaio foram misturados
10 pL dos extratos de lapulo (10000; 8000; 6000; 4000 e 2000 pg mL ™) e 990 pL da solucio
do radical ABTSe+. A absorbancia das amostras foi monitorizada espectrofotometricamente a
735 nm, apds permanecerem 6 min em auséncia de luz. O controle negativo foi realizado a
partir da leitura da absor¢dao de uma amostra contendo a mesma quantidade de etanol e uma
solucdo do radical ABTSe«+. Todos os testes foram realizados em triplicata. A porcentagem de
inibi¢do do radical ABTS++ (AA%) pelas amostras foi calculada de acordo com a seguinte

equacao.
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AA% =[(Ac~ - Aam) / Acn] * 100
Em que:
Acn= Absorbancia do controle negativo

Aam = Absorbancia da amostra

2.3.3 Determinacao do teor dos compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu de
acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-se 0,50 mL dos
extratos de lipulo com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (0,2 mol L!). Posteriormente, 2 mL
de soluciio saturada de carbonato de sodio (75 g L) foi adicionado a mistura reacional. As
leituras de absorbancia foram realizadas a 760 nm apds 2 h de incubacdo a temperatura
ambiente, em auséncia de luz. O 4cido gélico (15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 pg mL ™) foi
utilizado como padrdo de referéncia e os resultados foram expressos em miligramas de
equivalente de acido galico (mg GAE) por grama do extrato de lupulo. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.3.4 Método de reducao do Complexo de Fosfomolibdénio

O método do fosfomolibdénio foi realizado conforme Prieto et al. (1999). Uma aliquota
de 0,1 mL do extrato de lupulo foi adicionada em um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de solugdo
dos reagentes (acido sulfurico 0,6M; fosfato de sédio 28mM e molibdato de amonio 4mM). Os
tubos foram tampados e incubados em banho-maria a 95°C por 60 min. Apos o resfriamento
dos tubos de ensaio, realizou-se a leitura no espectrofotometro a 695 nm. Os valores foram
comparados com uma curva de vdarias concentragdes do antioxidante sintético BHT
(Butilhidroxitolueno) (2000; 1000; 500; 250; 125 e 62,5 pg mL™!). Os resultados também

foram expressos em miligramas de equivalente de BHT por grama de extrato (mg EBHTg™).

2.3.5 Método do poder redutor

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do poder redutor foi realizada

de acordo com a metodologia de Oyaizu (1986). 100 uL do extrato de lapulo foram misturadas
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com 1 mL de tampao fosfato 0,2 M pH 6,0 e 1 mL de solug@o aquosa de ferricianeto de potassio
1%. Apos 20 minutos de incubacdo a 50 °C, 1 mL de acido tricloroacético 10% foi adicionado
a mistura, sendo a mistura agitada em vortex. Em seguida, 3 mL de 4gua destilada e 600 pL
cloreto férrico 0,1%. Foram adicionadas ao meio reacional. Leituras foram realizadas utilizando
o espectrofotometro no comprimento de onda de 700 nm. Os valores foram comparados com
uma curva de varias concentragdes do antioxidante sintético BHT (Butilhidroxitolueno) (1000;
500; 250; 125 e 62,5 pg mL™!). Os resultados também foram expressos em miligramas de

equivalente de BHT por grama de extrato (mg EBHTg ™).

2.4 Analises estatisticas

Para a avaliagdo dos dados dos testes antioxidantes DPPH e ABTS os experimentos
foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (9 x 5),
sendo (9 extratos do lipulo) em 5 concentragdes (10000; 8000; 6000; 4000 e 2000 pg mL ™),
com 3 repeti¢des. Ja para os testes Complexo Fosfomolibdénio, Poder Redutor e Teor de
Compostos Fenolicos Totais, os experimentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) para 9 tipos de extratos (3 repetigdes). O programa estatistico utilizado foi
o Sistema de Analise de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar (Ferreira, 2011), sendo os
dados submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram plotados em graficos de barras com os
valores de porcentagem antioxidante em relacdo as concentragdes analisadas (DPPH e ABTS).
J& para o teste do teor de fenolicos totais os resultados foram plotados em gréaficos de barras
com os valores de equivalentes ao acido galico, expressos em miligramas de acido gélico (mg
GAE) por grama do extrato do ltipulo. O software empregado foi o GraphPad Prism® versio

5.01.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos DPPH e ABTS foram empregados para determinar a capacidade de
sequestro de radicais livres dos extratos, enquanto a analises de compostos fendlicos
quantificou os componentes responsaveis pela atividade antioxidante. Além disso, o ensaio do
composto fosfomolibdénio foi utilizado para avaliar a capacidade antioxidante total dos

extratos, assim como a metodologia do poder redutor. Considerando os extratos das trés
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variedades de lupulo (El dorado, Ekuanot e Hércules) como fonte de antioxidantes, os
resultados estdo expressos a seguir.

Os resultados de atividade antioxidante obtidos por meio do método DPPH avaliou a
capacidade antioxidante por meio da neutralizagdo do radical que leva o nome do método

(Figura 1).

Figura 1 - Atividade antioxidante pelo método DPPH utilizando 3 variedades de lupulo (El dorado, Ekuanot e
Hércules) e 3 tipos de extracdo (agitagdo magnética, ultrassom e a frio). Médias seguidas pela mesma letra,
maiusculas para comparar a concentracao entre os extratos e minuisculas para comparar a concentracdo dentro de
cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Legenda: Mag.- Agitagdo Magnética; Ult. — Ultrassom; A frio — A frio; Eld. — Eldorado; Ekua. — Ekuanot; Herc.
— Hércules.
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Fonte: Elaboragao propria.

Comparando os extratos em todos os métodos de extracao percebe-se que se tratou de
resultados dose-dependentes, isto €, a medida que aumenta a concentragdo ocorreu um aumento
na atividade antioxidante. A dose-dependéncia foi identificada em todos os extratos, mas no
extrato Ekuanot esta atividade ocorreu na concentragio 8000 a 2000 pg mL ™! nos métodos de
extragio por Ultrassom e A Frio. Ja para o extrato Hércules foi observado essa atividade dose-
dependéncia no método por Agitacio Magnética e Ultrassom entre as concentracdes de 10000
até 4000 ug mL ",

Dentre os ensaios realizados, nota-se que a maior concentragdo trabalhada, 10000 pg
mL~!, apresentou resultados estatisticamente similares em todas as variedades e métodos
extrativos, exceto no extrato Hércules na extracio por Agitagio Magnética e A frio, que

apresentou resultados significativamente menores.0 mesmo comportamento também foi
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observado nos extratos com concentracio de 8000 ug mL™!. J4 na concentragio 6000 pg mL ™,
os maiores resultados obtidos ocorreram com o Ekuanot por Ultrassom e A frio e o menor com
o Hércules por Agitacdo Magnética e Ultrassom. Para a concentragio 4000 pg mL ',
estatisticamente, o maior resultado foi expresso pelo o extrato El dorado para as trés extracoes,
Ekuanot ¢ Hércules pelas extragdes por Ultrassom e A frio, e menor, os extratos Ekuanot e
Hércules na extragio por Agitagio Magnética. E para a 2000 pg mL™!, o extrato de El dorado
por Agitagdo Magnética e Ultrassom; Ekuanot pela extragdo A frio; e Hércules pela extragio
por Ultrassom e A frio, apresentaram resultados maiores, estatisticamente semelhantes,
enquanto o extrato Ekuanot por Agitacdo Magnética expressou menor resultado e diferenca
estatistica.

Arruda et al (2020) analisou a composi¢do quimica ¢ o potencial antioxidante de
extratos hidroetandlicos de lupulos cultivados no Brasil das variedades Spalt, Saaz, Vitdria,
Cascade, Mantiqueira, Columbus, Brasylijsk, “Canastra” e Halertau Miltfruh.De acordo com
os resultados obtidos, a atividade antioxidante dos extratos em estudo assumiu valores entre
24,11 e 43,66 umol Trolox.g™!, tendo a cultivar Halertau Mittelfriih apresentado um potencial
antioxidante superior ao verificado para a variedade tcheca comercial utilizada como parametro
de comparacdo (Premiant — 25,48 umol Trolox.g™!). Relacionando ao atual trabalho, nota-se
que as andlises foram realizadas a partir de extratos aquosos, mas por métodos extrativos
distintos, sem a presenca do etanol citado por Arruda et al. (2020), ainda assim foi capaz de
apresentarem atividade antioxidante.

Santana (2020) analisou a constituicdo quimica e os potenciais antioxidante e
antimicrobiano do 6leo essencial e da resina H. lupulus var. Columbus cultivado no Brasil, bem
como, comparou os resultados obtidos com os dados disponiveis na literatura para o lupulo da
mesma espécie comercializado na forma de peletes (EUA). Os ensaios biologicos (in vitro)
destes extratos detectaram atividade antioxidante (>85 AA%) pelo método DPPH. Resultado
similar foi encontrado no presente estudo nas concentragdes 10000 e 8000 pg mL ™.

Silva et al. (2022) avaliaram a atividade antioxidante de extratos aquosos de diferentes
variedades de lupulo, tanto de aroma (Eastr Kent Golding, Sladek e Cascade) quanto de amargor
(Galena, Sorochi Ace ¢ Columbus Zeus), usando o método DPPH. Os resultados revelaram
uma ampla variagio na atividade antioxidante, sendo que a variedade Sorachi a 1000 ug mL!
apresentou a maior atividade antioxidante (86,17%), enquanto o Columbus mostrou a menor
atividade (6,81%) a 62,5 pg mL™!. O aumento da concentracdo levou a uma maior atividade
antioxidante, tanto no padrao utilizado, o BHT (Butilhidroxitolueno), quanto nas variedades de

lupulo. Comparando estes resultados aos do presente trabalho, corroboram com a ideia que o
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potencial antioxidante ndo estd associado a variedade, pois todos apresentaram um padrao de
que quanto maior a concentracdo maior a atividade antioxidante. Nesse contexto. observa-se
que, estatisticamente, os maiores resultados foram vistos nas variedades El dorado e Ekuanot,
e nos métodos de extragdo por Ultrassom e A frio, enquanto os menores resultados de atividade
antioxidante foram principalmente observados na variedade Hércules pela extragdo por
Agitacdo Magnética.

Lyu et al. (2022) avaliaram as propriedades antioxidantes utilizando os ensaios DPPH
em extratos de estrobilos de Iupulo (Calypso, Cascade, Cluster, El dorado, Magnum, Saaz) em
dois solventes diferentes (etanol e dgua). Na andlise, o cultivar El Dorado revelou maior
atividade antioxidante nos extratos etanolicos (IC 5o 124,3 ng/mL) quando comparado com os
demais cultivares. Este resultado valida e corrobora com obtidos no presente trabalho, no qual
a variedade El dorado também foi uma das que apresentou maior atividade antioxidante.

O método ABTS, que utiliza o radical ABTS, reforga os resultados de DPPH ao fornecer
uma perspectiva adicional da capacidade antioxidante. Essa abordagem complementar permite
uma avaliagdo da efic4cia dos extratos de lipulo em neutralizar radicais livres. Os resultados
obtidos de atividade antioxidante medidos pelo método ABTS estdo expressos na Figura 2.
Figura 2 - Atividade antioxidante utilizando 3 variedades de lupulo analisadas (El dorado, Ekuanot e Hércules) e
3 tipos de extragdo (agitagdo magnética, ultrassom e a frio) pelo método ABTS. Médias seguidas pela mesma letra,
maiusculas para comparar a concentragdo entre os extratos e mintsculas para comparar a concentragdo dentro de
cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Legenda: Mag.- Agitagdo Magnética; Ult. — Ultrassom; A frio — A frio; Eld. — Eldorado; Ekua. — Ekuanot; Herc.
— Hércules.
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Analisando os resultados, todas as extragdes na concentragio 10000 pg mL ™! obtiveram
resultados iguais estatisticamente em todos os extratos. J4 na concentra¢io de 8000 pg mL™!,
as maiores atividades antioxidantes foram encontradas nos extratos El dorado e Ekuanot em
todos os métodos de extracdes. Ja os menores resultados estatisticamente nessa concentragao
foram para a variedade Hércules na extragdo por Agitagdio Magnética e A frio. Para a
concentragio 6000 pg mL™!, os maiores resultados ocorreram na variedade El dorado pelo
Ultrassom e Ekuanot em todas as extra¢des, enquanto o menor resultados foi apresentado pelo
Hércules na Agitagio Magnética e Ultrassom. Ja nas concentragdes 4000 e 2000 pg mL ™!, os
maiores resultados ocorreram na variedade Eldorado e Ekuanot pela extragdo por Agitacao
Magnética e Ultrassom, e os menores resultados foram apontados pelo extrato Hércules por
meio da extragdo por Agitagdo Magnética e A frio.

Comparando os resultados obtidos entre DPPH e ABTS, as variedades Eldorado e
Ekuanot apresentaram maior capacidade antioxidante, enquanto os menores resultados foram
obtidos para o extrato da variedade Hércules pela metodologia por Agitagio Magnética e A
Frio.

Relacionando os extratos em todos os métodos de extragdo, observou-se que houve uma
atividade antioxidante dose-dependente, ou seja, a medida em que aumenta a concentragao
ocorreu um aumento na atividade antioxidante. Para os extratos da variedade Ekuanot e
Eldorado essa dose dependéncia ocorreu a partir da concentragio 8000 pg mL™! até a
concentragdo 2000 pg mL™!. J4 para os extratos de variedade Hércules ela ocorreu da maior
concentragdo 10000 pug mL !, até a menor 2000 pug mL .

Kowalczyk et al. (2013) investigaram por meio de trés métodos de extracao (dgua, 50%
metanol e 50% etanol) os rendimentos de substancias fenolicas e a capacidade antioxidante de
extratos obtidos a partir de duas variedades de lipulo em cone (Magnum e Marynka) e seus
pellets (T90 e T45). Os resultados indicaram que os extratos hidroalcoolicos de cones de lupulo
e pellets de lupulo ndo mostraram diferengas significativas na eliminagao do radical ABTS. No
entanto, a extracdo com agua revelou que os cones de lupulo tiveram uma maior capacidade
antirradical em comparagao com os pellets. Este resultado corrobora com o estudo do trabalho
atual, pois os extratos obtidos foram aquosos e a partir de pellets.

Em um estudo, Nascimento (2023) analisou o potencial antioxidante das flores do ltpulo
e as propriedades farmacologicas para tratar gota, diabetes do tipo 2 e doenga de Alzheimer, a
partir dos extratos produzidos por extragdo Soxhlet (hexano e metanol). No ensaio antioxidante
ABTS, demonstrou capacidade elevada do xanthohumol em inibir esse radical céation. Este

resultado apresenta uma semelhanga com o trabalho realizado, mesmo que o produto usado para
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obter os extratos ndao foram os pellets, isto, refor¢a que independente do material utilizado, ha
sim uma atividade antioxidante vista pelo método ABTS.

Outro teste realizado para avaliar a atividade antioxidante e quantificar os compostos
fendlicos totais ¢ a metodologia que utiliza o reagente Folin Cicateau. A avaliagdo destes
compostos fenolicos totais nas distintas amostras demonstra o potencial da capacidade
antioxidante dos extratos. Os resultados obtidos do estudo de compostos fenolicos totais estdo
dispostos na Figura 3.

Figura 3 — Teor de compostos fenodlicos totais utilizando 3 variedades de lupulo analisadas (El dorado, Ekuanot e
Hércules) e 3 tipos de extragdo (agitacdo magnética, ultrassom e a frio). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Legenda: Mag.- Agitacdo Magnética; Ult. — Ultrassom; A frio — A frio; Eld. — Eldorado; Ekua. — Ekuanot; Herc.
— Hércules.
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Os extratos das variedades Ekuanot (37,06 mg EAGg™) e El dorado (34,56 mg EAGg
1), ambos obtidos por ultrassom, apreentaram maior concentracio de compostos fendlicos
totais. J& o menor resultado, foi encontrado no extrato Hércules extraido por Agitacdo
Magnética (15,73 mg EAGg™).

Por se tratar de um método que determina a concentragao total de compostos fendlicos,
e estes sao conhecidos por seu potencial antioxidante, foi possivel indicar que os extratos de
Ekuanot e Eldorado foram os que apresentaram maior concentragdo desses compostos pelo
método Ultrassom. Ja o extrato da variedade Hércules, foi o extrato que apresentou a menor
concentracdo de compostos fendlicos totais.

Estes resultados, apesar de obtidos a partir de uma metodologia diferente das outras
realizadas até entdo, ABTS e DPPH, demonstraram que os extratos de Ekuanot e El dorado pelo
método de Ultrassom foram os que apresentaram maior concentracdo de compostos fendlicos,

reforgando mais uma vez que a alta concentragdo dos compostos fendlicos esta relacionada a
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alta capacidade antioxidante destas amostras, como ja evidenciado pelos ensaios ABTS e
DPPH.

Kowalczyk et al. (2013) observaram que os extratos aquosos das variedades de lapulo
Marynka apresentaram uma maior capacidade de eliminagao de radicais livres em comparagao
com os extratos da variedade Magnum. Isso pode ser explicado pela maior quantidade de
compostos fendlicos totais nos extratos de lupulo Marynka , que sdo conhecidos por suas
propriedades antioxidantes. Este resultado ¢ similar aos encontrados no presente trabalho, pois
algumas variedades se mostraram superiores ao analisar os compostos fenodlicos, como a
variedade Ekuanot e El dorado obtidas pelo método Ultrassom, que otimizou a extracao.

Almeida et al. (2019) caracterizaram os compostos bioativos do lupulo cultivado em
grande escala no Brasil, comparando-o com a mesma variedade proveniente dos Estados
Unidos e aplicou os extratos resultantes em filmes poliméricos ativos. Os resultados revelaram
que a amostra de lupulo brasileiro exibiu uma atividade antioxidante superior em comparagao
com a amostra dos Estados Unidos. Essa diferenca pode ser atribuida ao maior teor de
compostos conhecidos por sua atividade antioxidante. O formato utilizado para tal estudo foi
na forma de pellets. A forma utilizada do lipulo no presente trabalho também foi em formato
de pellets, isto garante a mdaxima integridade dos compostos presentes no lapulo,
consequentemente, sua atividade antioxidante.

Santana (2020) comparou os perfis quimicos de lupulo da variedade Columbus,
cultivado no Brasil e nos EUA, e viu que a relagdo do amargor estd interligada com
concentracdo de compostos fendlicos, ou seja, quanto maior a concentragdo de compostos
fendlicos nota-se o aumento do nivel de amargor do lupulo. Isto pode ser visto no trabalho em
questdo, pois as variedades de lupulo que mostraram maiores valores nos resultados de
compostos fenolicos (Ekuanot e El dorado) sdo os lapulos que foram adquiridos
comercialmente com teor mais alto de amargor.

Silva (2020) quantificou os compostos fendlicos em folhas de H. lupulus e encontrou
valores de 75,50 mg EAGg™! para o extrato etanolico bruto e 91,85 mg EAGg™! para o extrato
hidrometanoélico . As menores concentragdes de fendlicos obtidas no presente trabalho podem
ter sofrido influéncia do solvente usado, j4 que Silva (2020) utilizou etanol e metanol,
possibilitando extrair maiores quantidades de compostos fendlicos.

Estudo desenvolvido por Arruda et al. (2021) analisou extratos hidroetanolicos nas
variedades Canastra e Columbus e esses expressaram maiores teores de compostos fenoélicos,
35,10 e 31,09 mg EAGg!, respectivamente. Ja as variedades Spalt e Saaz apresentaram

menores teores, 15,22 ¢ 14,31 mg EAGg™'. Resultados similares foram reportados no presente
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trabalho, entretanto no estudo de Arruda et al. (2021) foram utilizados lupulos de aroma, que
tem uma menor concentracao de alfa 4cidos, quando comparados com o lupulo de amargor. Alé
disso, a extracao foi feita com etanol, que possibilitou uma melhor extracdo dos compostos
fenolicos.

Ja Albara (2022) quantificou os compostos fenolicos em extrato etandlico das folhas de
H. lupulus da variedade Columbus, pelo método de Folin-Ciocalteu. O resultado identificado
foi de 29,25 mg EAG g'!. Este resultado apresentou-se semelhante aos encontrados na pesquisa,
pois as variedades trabalhadas sdo lapulos de amargor.

Os resultados obtidos comparados com os resultados dos autores ja citados
anteriormente reforgam a hipétese de que os extratos vegetais com niveis mais elevados de
compostos fenodlicos demonstram um maior potencial antioxidante (Justo et al., 2008). Essa
associacao entre a concentragao de fenolicos e a atividade antioxidante robustece a importancia
desses compostos no desenvolvimento de produtos com propriedades bioativas??.

Na tabela 1 estd exposto os resultados da atividade antioxidante, em mg EBHT g,
determinados pelo método do Complexo Fosfomolibdénio e do Poder Redutor em relagdo ao

padrao antioxidante BHT (Butilhidroxitolueno).

Tabela 1. Valores das atividades antioxidantes equivalentes ao padrdo antioxidante BHT (mg equivalente ao BHT
por g do extrato de lipulo) das 3 variedades (El dorado, Ekuanot e Hércules) de lupulo analisadas e 3 tipos de
extracdo (agitagdo magnética, ultrassom e a frio).

Legenda: Mag.- Agitagdo Magnética; Ult. — Ultrassom; A frio — A frio; Eld. — Eldorado; Ekua. — Ekuanot; Herc.
— Hércules.

Complexo fosfomolib. Poder Redutor
mg EBHT g! mg EBHT g!

Eld-Mag 48,5C 18,9D
Eld-Ult 55,6 A 356 A
Eld-A frio 52,6 B 32,6 B
Ekua-Mag 485 C 26,6 C
Ekua-Ult 57,3 A 37,1 A
Ekua-A frio 51,2B 31,7B
Herc-Mag 41,8 D 16,5E
Herc-Ult 51,6 B 26,2 C
Herc-A frio 50,3 B 24,8 C

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.
Fonte: Elaboragao propria.

Ao analisar os resultados obtidos do complexo fosfomolibdénio e do poder redutor, ¢
possivel estabelecer uma similaridade entre os resultados. Destaca-se que o maior resultado
obtido para ambos os testes, da reducdo do complexo fosfomolibdénio e poder redutor foram

pelo extrato Ekuanot (57,3 € 37,1 mg EBHT g respectivamente), proveniente da extragdo por
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Ultrassom seguido pelo Eldorado (52,6 € 32,6 1 mg EBHT g! de modo respectivo), também
pelo método Ultrassom. J4 o menor resultado obtido da reducdo do complexo fosfomolibdénio
e do poder redutor foi o da variedade Hércules (41,8 e 16,5 1 mg EBHT g™!) pela metodologia
de Agitacdo Magnética.

Os resultados dos testes DPPH, ABTS e compostos fenolicos encontram-se em
harmonia com as tendéncias observadas nos ensaios da reducao do complexo fosfomolibdénio
e do poder redutor. Essas similaridades se aplicam tanto as variedades de lapulo investigadas
quanto aos métodos de extragdo, pois, evidencia que os extratos das variedades Ekuanot e El
dorado, e o método de extracdo por Ultrassom, apresentaram maior atividade antioxidante
(p<0,05)e, o extrato de Hércules pelo método por Agitacio Magnética expressou os menores
resultados.

Niknejad ef al. (2015) apontou a capacidade do extrato de lipulo em doar elétrons para
a reducdo do complexo Fe** (ferricianeto) para Fe?" (ferrocianeto), assim, estes resultados
indicam essa propriedade no extrato aquoso de lupulos de amargor, 0 mesmo acontece com o
presente trabalho, pois os resultados indicam tal atividade no método do Poder Redutor.

George et al. (2015) realizou o ensaio de fosfomolibdénio do extrato de lapulo e
constatou que a sua capacidade antioxidante total foi superior ao do extrato de mirtilo, que
apresenta muito mais compostos fenolicos que o lupulo, em todas as concentracdes testadas (1;
0,1; 0,01 € 0,001 mg/mL). Isto ocorre devido as diferentes substancias quimicas que apresentam
atividade antioxidante, como as substancias alifaticas que ndo contem o anel aromatico. Este
resultado corrobora com o vigente estudo, pois o0s extratos apresentaram atividade
principalmente nas variedades Ekuanot e El dorado, na hipotese de conter maiores
concentragdes de compostos antioxidantes.

Kolenc et al. (2023) avaliou a atividade antioxidante de extratos de lipulo com
diferentes genotipos, oriundos de distintos paises (Eslovénia, Canadd, Bélgica, EUA, Russia,
Japdo, Inglaterra). Para comparacdo, os a-acidos e PB-acidos foram utilizadas para testar o
potencial antioxidante. A atividade antioxidante de extratos hidroacetonicos purificados de
lupulo foi investigada usando o método de Capacidade de Reducdo Férrica do Plasma
(FRAP). Entre as variedades de lapulo, o extrato hidroacetonico Savinjski golding apresentou
o maior valor de FRAP (101,6 umol TE/g DW) e o HAE Styrian Eureka exibiu o menor valor
de FRAP (63,5 umol TE/g DW). A fracdo rica em a-4acidos e B-acidos do extrato de lupulo
purificado apresentou o maior valor geral de FRAP (121,3 umol TE/g DW). Foi relatado um
sinergismo entre os diferentes compostos do lupulo, que podem ser responsaveis pelos

resultados obtidos. A presente pesquisa, exibe uma similaridade com o estudo apresentado, ja
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que a maior atividade antioxidante apresentada pela metodologia do Poder redutor foi dos
extratos da variedade Ekuanot e Eldorado, lupulos de amargor, que possuem uma porcentagem
superior de a-acidos presentes em sua composicao.

A variagao na capacidade antioxidante dos extratos, conforme apontada pelas diferentes
metodologias, sugere que a composicdo complexa desses extratos pode conter componentes
que podem ou ndo participar dos mecanismos de reagdes especificas utilizados nas diversas
abordagens de avaliacdo da atividade antioxidante. Isso ressalta a complexidade e a diversidade
dos compostos presentes nos extratos de lupulo e a necessidade de mais analises, com mais

testes antioxidantes, para entender plenamente sua capacidade antioxidante.

4 CONCLUSAO

Embora os extratos dos lupulos tenham demonstrado atividade antioxidante em todas as
analises realizadas, as variedades Ekuanot e Eldorado se destacaram de maneira positiva. Além
disso, ao considerar a metodologia de extracdo, o método extrativo por ondas ultrassonicas se
destacou por proporcionar a maior extragao dos compostos com propriedades antioxidantes.

Esses resultados sdo de grande importdncia ndo apenas para a compreensao da
capacidade antioxidante das variedades de lupulo, mas também por indicar os métodos de
extracdo que permitem uma melhor aplicagdo industrial destes extratos em produtos com
propriedades antioxidantes e também trabalhd-los em organismos vivos para ver a atuagdo

destes antioxidantes em processos oxidativos naturais.
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RESUMO: O cancer ¢ uma doenca que apresenta crescimento desordenado de células anormais
no corpo. Os compostos bioativos presentes no lupulo t€ém despertado interesse, devido as suas
atividades relacionados a doengas degenerativas e cronicas, onde os processos oxidativos
desempenham um papel central. Destaca-se a capacidade antioxidante dessas substancias, que
pode atenuar ou prevenir a oxidagao de substratos, reduzindo o estresse oxidativo. Além disso,
observa-se que o consumo de compostos derivados do lupulo esta associado a efeitos anti-
inflamatorios e imunomoduladores. Considerando que os compostos fenolicos podem exibir
atividade antioxidante, tratamentos eficazes contra alguns tipos de cancer sdo conduzidos com
base nesses compostos fitoquimicos. Isso ocorre porque os radicais livres, considerados
potentes agentes carcinogénicos, podem ser neutralizados por compostos antioxidantes. Assim,
o objetivo desse trabalho consistiu em avaliar o efeito dos extratos aquosos de lupulo (El
dorado, Ekuanot e Hércules) por meio do teste de tumores epiteliais em células somaticas de
D. melanogaster (ETT). Foi realizado trés experimentos: isolado, co-tratamento e poOs-
tratamentoutilizando trés extratos por métodos distintos de extrag¢ao (agitagdo magnética, a frio
e ultrassom), e posteriormente feito o tratamento foi analisado os seguimentos de 100 moscas
para cada tratamento. O estudo confirmou que os trés extratos de lapulo, ndo apresentaram
atividade carcinogénica, ou seja, ndo induziu tumores; exibiu a¢do moduladora sobre a
doxorrubicina e agdo protetora sob as células somadticas. Assim, os extratos de lupulo
apresentam grande potencial no auxilio ao combate aos processos oxidativos e
consequentemente ao cancer.

Palavras-chave: Antioxidante, Carcinogenicidade, Fitoterapia, Humulus lupulus.
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ABSTRACT: Cancer is a disease that presents disordered growth of abnormal cells in the body.
The bioactive compounds present in hops have aroused interest due to their activities related to
degenerative and chronic diseases, where oxidative processes play a central role. The
antioxidant capacity of these substances stands out, which can attenuate or prevent the oxidation
of substrates, reducing oxidative stress. In addition, it is observed that the consumption of
compounds derived from hops is associated with anti-inflammatory and immunomodulatory
effects. Considering that phenolic compounds can exhibit antioxidant activity, effective
treatments against some types of cancer are conducted based on these phytochemical
compounds. This is because free radicals, considered potent carcinogens, can be neutralized by
antioxidant compounds. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of aqueous
hop extracts (El Dorado, Ekuanot and Hércules) by testing epithelial tumors in somatic cells of
D. melanogaster (ETT). Three experiments were carried out: isolated, co-treatment and post-
treatment using three extracts by different extraction methods (magnetic agitation, cold
agitation and ultrasound), and after the treatment the segments of 100 flies for each treatment
were analyzed. The study confirmed that the three hop extracts did not present carcinogenic
activity, that is, they did not induce tumors; they exhibited a modulating action on doxorubicin
and a protective action on somatic cells. Thus, hop extracts have great potential in helping to
combat oxidative processes and consequently cancer.

Keywords: Antioxidant, Carcinogenicity, Phytotherapy, Humulus lupulus.

1 INTRODUCAO

A origem da palavra “cancer” deriva do grego “karkinos”, que significa caranguejo.
Este termo foi primeiramente empregado por Hipdcrates, considerado o pai da medicina (Inca,
2011). O surgimento do cancer ¢ um processo complexo, envolvendo fatores que podem ser
genéticos, metabolicos e ambientais, mas, independentemente da origem etiologica, sdo
distinguidos por um meio inflamatdrio precoce e caracterizados por interagdes discretas com o
sistema imunolédgico na progressdao da doenga (Tzanakakis et al., 2019).

O cancer trata-se de um grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento desordenado
de células anormais no corpo, formando tumores que podem invadir tecidos proximos e se
espalhar para outras partes do organismo, processo conhecido como metéstase (Inca, 2021).

A carcinogénese, que € a formacgdo do cancer, ainda ¢ imprecisa. Além da carcinogénese
quimica, as vias moleculares enddgenas e a interacdo de produtos quimicos ambientais com
genes e vias metabolicas desempenham papéis significativos nos mecanismos que impulsionam
a carcinogénese (Peters; Gonzalez, 2018).

O uso de plantas com finalidades terapé€uticas ocorre a milhares de anos, o primeiro
registro foi datado aproximadamente no ano 2.800 a. C. Essa pratica ancestral evidencia a longa
tradicdo de empregar plantas na prevencdo e tratamento de doengas (Wang et al., 2012).

Atualmente, a evidéncia cientifica confirma que os compostos quimicos encontrados em plantas
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medicinais tém a capacidade de proteger as células contra eventos carcinogénicos, atuando de
forma a combater a promogao e a progressao de tumores (Guim, 2022).

As plantas contém compostos bioativos, como vitaminas, compostos fenolicos e
pigmentos. Esses metabdlitos, tal como os compostos fendlicos, atuam como antioxidantes,
pois apresentam a capacidade de retardar ou inibir a oxidag@o de diversos substratos, oferecendo
assim uma importante protecdo para o organismo humano (Halliwell; Gutteridge, 2000).

O lupulo, identificado cientificamente como Humulus lupulus, ¢ uma planta de regioes
tropicais e possui uma extensa histéria de uso medicinal na Europa. Sua notavel riqueza em
diversos compostos fitoquimicos tem despertado atencdo global. Esses compostos,
responsaveis ndo apenas pelo aroma e sabor distintivos das cervejas, também exibem potencial
para aplicacdo em contextos medicinais (Silva et al., 2022).

Os compostos bioativos presentes no lipulo tém despertado interesse, especialmente
devido as suas atividades relacionados a doengas degenerativas e cronicas, onde os processos
oxidativos desempenham um papel central. Destaca-se a capacidade antioxidante dessas
substancias, que pode atenuar ou prevenir a oxidagdo de substratos, reduzindo o estresse
oxidativo. Além disso, observa-se que o consumo de compostos derivados do lupulo esta
associado a efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores (Zugravu ef al., 2022).

No final do século XX, houve avancos significativos no desenvolvimento de testes de
genotoxicidade e mutagenicidade para avaliar o potencial carcinogénico de diversos agentes.
Estas metodologias possibilitam a avalia¢do da toxicidade de substancias ao identificar fatores
de risco quimicos (Sousa et al., 2017).

A utilizagdo de organismos modelo € uma ferramenta valiosa para detectar potenciais
carcindgenos e entender os efeitos a longo prazo da exposi¢do a substancias simples e até
mesmo as mais complexas (Rocha, Sousa e Morais, 2018). A Drosophila melanogaster tem
sido fundamental para estudar as bases moleculares e genéticas do cancer humano, ajudando a
identificar os mecanismos de agdo de vias relacionadas ao cancer (Sharpe et al., 2023). A
mesma apresenta um processo evolutivo muito similar ao que acontece com os seres humanos,
assim, a investiga¢do sobre a indugdo e propagacdo de tumores nas moscas oferece uma base
crucial para a compreensao da origem do cancer em humanos (Lima et al., 2018).

O método utilizado para avaliar o teste de tumores epiteliais (ETT), viabiliza a detecc¢ao
de clones de tumores epiteliais, e utiliza duas linhagens mutantes de D. melanogaster,
denominadas mwh e wts. A linhagem mwh é mantida em homozigose recessiva para o marcador
mwh no cromossomo 3, apresentando um fendtipo de pelos multiplos nas asas, enquanto a

linhagem wts possui o marcador wts no cromossomo 3, conservado em homozigose na presenca
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do balanceador cromossomico TM3, Sb, atuando como um gene supressor de tumor quando
expresso em fenotipo selvagem (Amaral; Reis; Orsolin, 2021).

Considerando que os compostos fenolicos podem exibir atividade antioxidante,
tratamentos eficazes contra alguns tipos de cancer sao conduzidos com base nesses compostos
fitoquimicos. Isso ocorre porque os radicais livres, considerados potentes agentes
carcinogénicos, podem ser neutralizados por compostos antioxidantes (Chaves; Ramos, 2023).
Assim, o objetivo desse trabalho consistiu em avaliar como os extratos de lupulo (El dorado,
Ekuanot e Hércules) ricos em alfa 4cidos se portam por meio do ETT em células somaticas de
D. melanogaster, a fim de analisar houve uma atividade com capacidade de neutralizar e/ou

diminuir a formagao tumoral nas moscas ocasionadas pela doxorrubicina.

2 MATERIAL E METODOS

A realizacdo de testes in vivo em organismos como as D. melanogaster, também
conhecidas como moscas-das-frutas, ¢ uma etapa importante para corroborar juntamente aos
resultados obtidos em estudos in vitro. Os estudos in vivo podem fornecer informagdes valiosas
sobre como os antioxidantes presentes nos extratos de lupulo afetam os organismos e podem
ser mais representativos das condigdes reais do corpo humano. Portanto, foram realizados testes

usando esse organismo modelo.

2.1 Drosophila melanogaster

As estirpes de D. melanogaster utilizadas foram:

1) wts/TM3, Sbl: Esta linhagem apresenta um alelo letal (wts) localizado no
cromossomo 3, e ¢ mantida em equilibrio genético pelo balanceador cromossdmico TM3, que
possui multiplas inversdes. Além disso, essa estirpe exibe a caracteristica fenotipica de cerdas
curtas devido a uma mutagdo dominante conhecida como stubble (Sb). A linhagem foi obtida
através do Bloomington Drosophila Stock Center da Universidade de Indiana, EUA, sob o
registro n° Bloomington/7052.

2) mwh/mwh: As moscas da linhagem mwh possuem uma mutagdo no cromossomo
3 que resulta em multiplos pelos nas asas (3-0,3). Essa mutagao ¢ caracterizada por trés ou mais
pelos em cada célula e ¢ mantida em homozigose, uma vez que ¢ uma mutagdo viavel. Esta
estirpe foi gentilmente fornecida pelo Dr. Ulrich Graf, do Instituto de Ciéncia Animal da ETH

Zurique, localizado em Schwerzenbach, Suiga.
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O modelo in vivo utilizado foi cultivado e mantido em frascos contendo
meio de cultura padrio a base de banana (1230 mL de 4gua; 16,5 g de agar; 234 g de banana;
37,5 g de fermento biologico e 1,5 g de nipagin em po) para D. melanogaster, no Laboratorio
de Citogenética e Mutagénese (LABCIM), do Centro Universitario de Patos de Minas, em Patos
de Minas — MG.

A D. melanogaster ¢ considerada um eximio modelo experimental, pois € util em testes
de toxicologia genética, como também em estudos de processos de reparo de DNA

(Nepomuceno, 2015).

2.2 Agente quimico

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) ¢ um antibidtico antraciclico, que atua como
medicamento antitumoral, principalmente através dos processos de oxidacdo/reducao,
resultando na producdo de radicais livres altamente reativos e toxicos, ocasionando mudancas
na morfologia celular, interferindo diretamente no material genético, induzindo a apoptose nas
células cancerosas (Furtado e Lopes, 2019; Rocha ef al., 2022). A agao citotoxica da DXR esta
atribuida a sua a¢do na enzima topoisomerase I, que exibe atividade proliferativa em células,
para isto, a DXR estabiliza o complexo DNA-topoisomerase 11, o que impede o processo de
multiplicagdo celular (Figueiredo ef al., 2023).

Este composto vem sendo estudado ha muitos anos e por se tratar de um antibiotico
antitumoral, pode desencadear efeitos por agir diretamente no DNA e induzir mutagdes e
tumores (Chabner e Calabresi, 1996). Assim, no presente estudo, a DXR foi utilizada como
controle positivo, comercialmente conhecido como Rubidox® (Lote 1147130, Fab.: 03/2022;
Val.: 03/2024), o qual apresenta atividade recombinogénica e carcinogénica comprovada em
D. melanogaster (Amaral; Reis; Orsolin, 2021). No experimento foi utilizada uma solucdo de
DXR a 0,4 mM diluida em 4gua filtrada por osmose reversa, tal concentracao foi baseada em
estudos anteriores que demonstrou promover a inducdo de tumores epiteliais no organismo

modelo (Vasconcelos et al., 2017; Amaral; Reis; Orsolin, 2021).

2.3 Teste de Tumor Epitelial (ETT)
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No ensaio in vivo, foi considerada as mesmas concentragdes dos extratos de lupulo
usadas nos testes in vitro (10000, 8000, 6000, 4000 e 2000 pg/mL). O ETT seguiu de acordo
com a metodologia proposta por Costa ef al. (2011), no qual os extratos primeiramente foram
submetidos ao teste de toxicidade (TX) que avaliou a sobrevivéncia de 50 moscas expostas ao
composto.

Para avaliar a toxicidade, foram usadas larvas heterozigotas wts+/+mwh obtidas através
do cruzamento entre fémeas virgens wits/TM3, Sbl com machos mwh/mwh. As larvas
resultantes deste cruzamento (72 horas) foram submetidas a um tratamento crénico com os
extratos e suas distintas concentragdes por 48 horas. As cepas foram mantidas sob condigdes
laboratoriais ideais, a uma temperatura de 25 + 4 °C e umidade relativa de 65%, dentro de uma
camara tipo B.0O.D, conforme descrito por Costa et al. (2011).

O TX avaliou se em alguma concentragdo, os extratos em estudo (Ekuanot, El dorado e
Hércules) apresentaram concentragdes toxicas e subtoxicas nas D. melanogaster. As larvas de
terceiro instar (72 horas) foram quantificadas e alocadas em tubos individuais, cada um
contendo 1,5 g de meio de cultura (puré€ de batata) com 5,0 mL de diferentes concentragdes dos
extratos em estudo (10000, 8000, 6000, 4000 e 2000 pg/mL), replicadas em triplicata para o
calculo da média. O niimero de moscas sobreviventes em cada tratamento foi contabilizado
como um indicador da toxicidade do composto, seguindo a mesma metodologia descrita por
Orsolin et al. (2016) e Brandao et al. (2022). Apds a analise de sobrevivéncia foi definida que
a concentracdo ideal a ser trabalhada aos respectivos tratamentos.

Baseando no resultado obtido no TX foi realizado em triplicata o ETT nos formatos:

1) isolado: as larvas do terceiro estagio (72 horas) lavadas e submetidas aos extratos (5
mL) isolados por 48 horas;

2) co-tratamento: as larvas do terceiro estagio (72 horas) lavadas e submetidas aos
extratos isolados (5 mL) e a DXR (0,4 mM) (5 mL) simultaneamente, por 48 horas;

3) pré-tratamento: as larvas do segundo estagio (66 horas) lavadas e tratadas com a
extrato (5 mL). Apds 6 horas, as larvas foram lavadas e submetidas tratamento cronico com a
DXR (0,4 mM) (5 mL).

Foram utilizados 2 controles:

1) Controle negativo, dgua obtida por osmose reversa, tratamento cronico (48
horas);

2) Controle positivo com DXR a 0,4mM, tratamento cronico (48 horas);

Apo6s o periodo de metamorfose, realizou-se a coleta das moscas, acondicionadas em

frascos, as quais foram preservadas em etanol a 70% para analises. As moscas portadoras do
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genotipo wes+/+mwh foram separadas e identificadas com base na presenca de pélos
fenotipicamente selvagens (longos e finos). As moscas adultas que apresentaram pélos curtos e
grossos (TM3, Sb1/mwh) foram excluidas, uma vez que nao possuem o gene em estudo (wts).

Contabilizaram-se 100 moscas para tratamento de cada teste, tratamentos, co-
tratamento, pré-tratamento e controles. Os tumores foram visualizados nos segmentos das

moscas e contabilizados em tabelas (Anexo A).

2.4 Analise estatistica

As comparagdes estatisticas das taxas de sobrevivéncia (TX) de D. melanogaster foram
conduzidas usando o teste Qui-quadrado (X?) para razdes de amostras independentes. Todos 0s
resultados foram analisados usando o GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, EUA). Para a significancia estatistica, considerou-se p < 0,05. J4 o teste ETT, foi avaliado
pelo teste U ndo paramétrico de Mann, Whitney e Wilcoxon, com nivel de significincia p <

0,05, utilizando-se o Prophet 5.0 (Phophet Software).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a toxicidade das cinco concentragdes dos extratos de lapulo
utilizando o organismo modelo D. melanogaster. A concentragdo dos extratos a serem
trabalhadas no ETT foram definidas a partir do resultado do teste de toxicidade (Figura 1), que
avaliou se o composto seria toxico e/ou letal, e consequentemente a sobrevivéncia das moscas
expostas a estes extratos.

Os dados obtidos direcionaram a definicdo da concentragdo de uso dos extratos do
lapulo Ekuanot, El dorado e Hérkules em 2000 pug mL ™' para os trés métodos extrativos. A
Figura 1 demonstra que evidenciou de todas as concentragdes testadas, nenhuma apresentou
dose letal ou toxica, e poderiam ser utilizadas para o teste de ETT, porém, a concentragdao que
mostrou sobrevivéncia superior a 70%, foi a de menor concentragdo (2000 ug mL ™). Resultado
similar foi encontrado no controle negativo (CN), que apresentou mais de 70% de moscas
sobreviventes. Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) foram notadas nos métodos
a frio nas concentragdes 8000 pg mL™! (El dorado) e 10000 ug mL™! (El dorado, Ekuanot e
Hércules); no método por Agitacdo Magnética na concentragdo 10000 ug mL™! (El dorado e

Ekuanot); e pelo Ultrassom, na concentracio 8000 ¢ 10000 ug mL ™! (El dorado e Ekuanot).
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Tais diferengas observadas sdo estatisticamente justificaveis e podem ser atribuidas a

diminuicdo da taxa de sobrevivéncias das moscas.
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Figura 1: Taxas de sobrevivéncia de Drosophila melanogaster expostas ao controle negativo (dgua osmose reversa) e as cinco concentracdes dos diferentes tipos de extrato do
lupulo (El dorado; Ekuanot e Hérkules) em relagdo aos métodos de extragdo A) A frio, B) Agitacdo Magnética e C) Ultrasson. * Valor de significancia estatistica p < 0,05.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Apo6s definida a concentragdo a ser trabalhada no ETT, os individuos passaram pelo
tratamento com os trés extratos de lipulo e seus métodos distintos de extracao, primeiramente,
de forma isolada como explicito na Tabela 1. As frequéncias de crescimento tumoral para
extrato El dorado foram 0,07, 0,06 ¢ 0,04; 0,12, 0,12 ¢ 0,17 para o Ekuanot; ¢ 0,15, 0,19 ¢ 0,16
tumores/mosca para Hércules, enquanto a frequéncia de tumores no controle negativo foi de
0,18. Com estes resultados pode-se constatar que estes extratos ndo foram carcinogénicos, ou
seja, ndo tiveram a capacidade de induzir tumores no modelo experimental utilizado, uma vez
que nao houve diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (p<0,05).

Esta relacdo atribuida aos resultados encontrados foi feita juntamente ao resultado
encontrado do controle negativo. As moscas tratadas somente com o controle negativo, sendo
esta a 4gua de osmose reversa, apresentaram uma frequéncia de 0,18 tumores/mosca. Esta leve
inducdo de tumores ¢ algo esperado e se deve a predisposi¢dao genética intrinseca deste modelo
de organismo (Silva, Vasconcelos e Oliveira, 2022).

E notével a diferenca estatistica entre os controles negativo e positivo, dada a frequéncia
de tumores contabilizados ETT. O controle positivo se mostrou sensivel a indu¢do tumoral,
apresentando um aumento significativo (p<0,05) quando relacionado ao controle negativo. Em
outras pesquisas, ja foi evidenciado que a DXR ndo ¢ seletiva, mas causa danos em células
saudaveis da D. melanogaster. A DXR atua intercalando-se no DNA, inibindo a replicacao do
DNA e a sintese de RNA, o que leva a apoptose das células cancerosas. Este processo ¢
facilitado pela geracdo de radicais livres que danificam o DNA, proteinas e membranas
celulares (Silva; Marques; Aratijo, 2021; Morais ef al., 2019; Santos; Orsolin; Lahlou, 2018).

Em um ensaio isolado, analisando o extrato aquoso de roma, foi visto que 0 mesmo nao
apresentou efeito carcinogénico, o que significa que ele nao induziu a formagao de tumores nas
moscas tratadas. Este resultado sugere que os compostos bioativos presentes no extrato, como
antocianinas, taninos e 4acidos fendlicos, possuem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias e pro-apoptoticas que podem neutralizar os radicais livres e proteger o DNA de
danos. Quando utilizado em cotratamento, o extrato de roma mostrou um efeito modulador
sobre a DXR, potencializando seus efeitos anticarcinogénicos (Santos; Orsolin; Lahlou, 2018).

A DXR gera radicais livres que podem causar danos as células saudaveis, mas os
antioxidantes presentes no extrato de roma provavelmente atenuaram esse efeito, neutralizando
os radicais livres e reduzindo o estresse oxidativo. Isso pode ser atribuido a capacidade dos
antioxidantes de prevenir a geracdo de radicais livres, neutralizar radicais livres produzidos de
forma exdgena e/ou endogena, e reparar os danos causados por eles. Além disso, os

antioxidantes podem fortalecer o sistema antioxidante endogeno do corpo, incluindo sistemas
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enzimaticos como superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Magalhaes et al.,
2010).

Os antioxidantes presentes no extrato de roma fortalecem o sistema antioxidante
endogeno através da indugdo de enzimas antioxidantes, ativacdo de vias de sinalizagdo
antioxidantes, manutencdo dos niveis de glutationa, regeneragdo de outros antioxidantes,
quelagdo de metais de transicdo e reducdo da inflamagdo. Este fortalecimento do sistema
antioxidante endogeno contribui para a protecdo das células contra os danos causados por
radicais livres e estresse oxidativo, desempenhando um papel crucial na prevengao de doencas
cronicas, incluindo o cancer (Barbosa ef al., 2010). Tais explica¢des na literatura utilizando
extratos de origem vegetal, como a roma por exemplo, podem justificar como o extrato de

lapulo, por ser uma substancia rica em fitoquimicos, agiria frente a indug¢ao tumoral.
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Tabela 1. Frequéncia de clones de tumores observados em diferentes segmentos de Drosophila Melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wts, tratadas com
os diferentes extratos de Lupulo a 2000 pg/mL™~". Os controles utilizados foram Doxorrubicina (DXR) 0,4 mM, 4dgua de osmose reversa.

Extratos: Eld — El dorado, Ekua — Ekuanot, Herc — Hércules; Métodos de extragdo: AF — A Frio; AM — Agitagdo Magnética; US — Ultrassom.

Controle positivo (+): DXR — Doxorrubicina; Controle negativo (-): Agua.

TRATAMENTO N° DE TUMORES ANALISADOS
Ne
Eld. Ekua. Herec. DXR fosea
pg mL! pg mL! pg mL! mM Olhos Cabega Asas Corpo Pernas Halter Total Frequéncia
; 0 0 0 0 100 0.022)  0.04(4) 0.0(00) 0.01(1) 0.022)  0.00(0) 18 0.18
+ 0 0 0 0.4 100 0.022)  0.37(37) 0.03(3) 0.49(49)  0.02(2)  0.04(4) 97 0.97*
T 2000 AF 0 0 0 100 0.00(0) 0.00(0) 0.01(1) 0.06(6) 0.00(0) 0.00(0) 07 0.07
2000 AM 0 0 0 100 0.00(0) 0.00(0) 0.03(3) 0.03(3) 0.00(0) 0.00(0) 06 0.06
2000 US 0 0 0 100 0.00(0) 0.00(0) 0.02(2) 0.02(2) 0.00(0) 0.00(0) 04 0.04
é 0 2000 AF 0 0 100 0.00(0) 0.01(1) 0.04(4) 0.06(6) 0.01(1) 0.00(0) 12 0.12
(L) 0 2000 AM 0 0 100 0.0000)  0.01(1) 0.01(1) 0.10(10)  0.00(0)  0.00(0) 12 0.12
§ 0 2000 US 0 0 100 0.01(1) 0.02(2) 0.06(6) 0.08(8) 0.00(0) 0.00(0) 17 0.17
0 0 2000 AF 0 100 0.0000)  0.00(0) 0.01(1) 0.07(7) 0.07(7)  0.00(0) 15 0.15
0 0 2000 AM 0 100 0.01(1) 0.04(4) 0.06(6) 0.05(5) 0.03(3) 0.00(0) 19 0.19
0 0 2000 US 0 100 0.01(1)  0.0202) 0.01(1) 0.11(11)  0.01(1)  0.00(0) 16 0.16

Diagndstico estatistico de acordo com o Teste Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05). ** Valor considerado diferente do controle positivo (p < 0,05)
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Ao avaliar os individuos de D. melanogaster tratados com os trés extratos, associados a
DXR, na forma de co-tratamento, ou seja, de forma simultanea, os resultados foram expressos
na Tabela 2, e tém-se as seguintes frequéncias tumorais: El dorado 0,09, 0,07 e 0,08; Ekuanot
0,12, 0,07 ¢ 0,13; e Hércules 0,11, 0,09 e 0,14 tumores/mosca. Em paralelo, a porcentagem de
inibicdo de tumores ficou respectivamente como: El dorado 90,7%, 92,8% e 91,7%; Ekuanot
87,6%, 92,8% e 86,6%; e Hércules 90,7%, 85,6% e 85,6%. Nota-se que esse percentual de
inibicao foi alto, mostrando que os extratos desempenharam um importante papel na redugao
dos tumores. As moscas tratadas apenas com a DXR (controle positivo) apresentaram uma
frequéncia de 0,97 tumores/mosca.

Com estas evidéncias, pode-se notar uma redugdo, estatisticamente significativa
(p<0,05), na frequéncia de tumores induzidos pela DXR. Isto sugere que estes extratos podem
apresentar uma atividade moduladora sobre a DXR, possivelmente conseguindo atenuar a a¢ao
carcinogénica da mesma. Outra hipotese é que os extratos induziram apoptose nas células
tumorais, o que resultou na redugdo da formagao de tumores nos individuos adultos. Pode-se
observar também que, mesmo sendo extratos obtidos por metodologias distintas, os resultados
apresentados foram similares, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
entre os valores da frequéncia tumoral.

Karabin et al. (2015) atribuiram que um dos mecanismos de a¢do dos flavonoides esta
ligado a inibi¢do da ativagdo metabolica de pro-carcindgenos. Flavonoides podem estimular as
enzimas de desintoxicagcdo de carcindgenos, ajudando na sua metabolizacdo e excrecdo. Foi
visto também que, nos estagios avancados do crescimento tumoral, os flavonoides suprimiram
0 processo ao inibir a sintese de DNA, reduzindo angiogénese e induzindo a apoptose das
células tumorais.

Almeida & Conto (2024) citam em seu estudo que o ltpulo ¢ rico em flavonoides, e
dentre eles, os principais sdo o xantohumol, isoxantohumol, desmethylxantohumol, 6-
prenilnaringenina, 8-prenilnaringenina e 6-geranilnaringenin. Estes compostos estdo ligados a
algumas propriedades bioldgicas, dentre os beneficios a saiude estdo as propriedades
antioxidantes e prevencao contra o cancer. Bolton et al. (2019), em sua publicacdo, apresentou
as varias propriedades anticarcinogénicas do xantohumol in vitro nos estagios carcinogénicos,
nas fases de iniciacdo, promog¢do e progressao. O xantohumol juntamente com 8-
prenilnaringenina também pode agir contra espécies reativas de oxigénio, consequentemente,
prevenindo o estresse oxidativo celular que poderiam acarretar danos as proteinas e ao DNA.

Astray et al. (2020) avaliaram a acdo antiproliferativa de xantohumol, xantohumol C e

extrato bruto de lipulo em células de cancer de mama humano, e ap6s dois dias de incubagao,
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0 composto que apresentou a inibicdo de crescimento mais evidente foi o xantohumol C,
seguido do extrato bruto, e por ultimo o xantohumol. Em outro estudo, Oliveira, Souza e
Magalhaes-Guedes (2022) mostraram que o xantohumol € capaz de inibir a atividade da enzima
CYPIA de fase 1, prevenindo assim a fase inicial da carcinogénese. Além disso, o xantohumol
¢ um indutor de NADH (quinona redutase), que sensibiliza alguns metabolitos pro-
carcindgenos indutores, como a atividade de algumas enzimas da familia do citocromo P450
(CYPI1BI1, CYP1AI1, CYP3A4, CYP2E1) e inibe a acdo do 7-etoxiresorufina-O-desetilase
(EROD), que sao enzimas de oxidagdo e metabolizagdo, respectivamente.

Magalhaes et al. (2010) apontaram que a atividade do xantohumol e como ele modula a
enzima do citocromo P450, que esta envolvida na ativagcdo metabdlica de pro-carcinogénicos.
Outro mecanismo de a¢do do xantohumol ¢ a prevencao da carcinogénese. Ele faz isso inibindo
a sintese de DNA e induzindo a apoptose, além de interromper o ciclo celular na fase S e
promover a diferenciag¢do celular terminal.

Ja Comert Onder et al. (2016) examinou a antiproliferagio de extratos de 6 variedades
de H. lupulus em linhas celulares de hepatocarcinoma (Hep3B) e adenocarcinoma de colon
humano (HT-29), e os efeitos inibitdrios enzimaticos destes extratos brutos. Os autores
observaram que o extrato de metanol-1 (0,6-1 mg/mL) inibiu a prolifera¢ao celular dependente
do tempo (48/72 horas) nas células Hep3B com 70% de inibi¢do, porém a atividade inibitoria
nao foi notada em células de cancer de colon humano. Ja o extrato de acetona (0,1 mg/mL),
aumentou a proliferacdo celular em doses baixas, em 72 horas, nas células Hep3B e 48/72 horas
em células HT29. Tais efeitos foram comparados a partir de valores relativos de atividade
maxima utilizando enzimas como o -quimotripsina, tripsina e papaina, tirosinase e f -lactamase
(penicilinase). Analisando os resultados na presente pesquisa, observa-se que as porcentagens
de inibicdo de tumores foram superiores aos encontrados no trabalho mencionado, chegando a
ser superiores a 85%. Isso pode ter ocorrido devido a concentragdo utilizada de 2000 pg mL™!
e também sendo extratos aquosos, onde ndo foi utilizado nenhum outro solvente como na
pesquisa acima citada.

Sabe-se que o lupulo apresenta um grande potencial anticancerigeno, mas sua atividade
moduladora ainda ¢ pouco conhecida. Em estudo de Salviati et al., (2019) apresentou que os
acidos amargos ou alfa-acidos contidos no extrato de pellets de lupulo possuem atividade
moduladora que potencializou a fun¢do das células Natural Killer (NK), por haver um
sinergismo com interleucinas (IL-2 e IL-15), regulando de forma positiva o receptor ativador

de NKp44 nas superficies das células NK. Como resultado, houve o aumento da exocitose de
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granulos e citotoxidade contra células tumorais, sugerindo que as fragdes desses acidos amargos
sirvam como um co-estimulador de células NK.

Korpelainen & Pietildinen (2021) analisaram que a humulona (alfa-acido) teve a
capacidade de inibir o desenvolvimento do cancer de pele em camundongos, devido a
diminui¢ao das quantidades do fator de ligacdo ao DNA (NF-kB) e da proteina ativadora AP-
1, que sdo fatores de transcri¢do que regulam a expressao de genes envolvidos na inflamacao,
crescimento celular e sobrevivéncia celular. A reducao desses fatores leva a inibi¢ao de vias de

sinalizagdo que promovem a proliferacdao celular e a inflamacao, resultando em um efeito
anticarcinogénico (Blanco; Condino Neto, 2003). Os resultados encontrados na presente

pesquisa corroboram com aqueles obtidos pelos no trabalho mencionado acima, visto que os
extratos aquosos das variedades do lupulo apresentaram efeito modulador frente a DXR,
protegendo o DNA do organismo modelo contra as mutagdes causadas pela DXR. De acordo
com a literatura, citada acima, essa protegdo pode ser conferida devido a presenca de
fitoquimicos com atividade antioxidante, agindo como sequestradores dos radicais livres
causados pela DXR, protegendo de danos e a formagao do tumor.

Ao analisar o pré-tratamento, ao quais as moscas foram submetidas previamente aos trés
extratos trabalhados — El dorado, Ekuanot e Hérkules, e apos 6 horas (tratamento agudo) foi
adicionado a DXR. Os resultados foram expressos na Tabela 2, e tem-se as seguintes
frequéncias tumorais: El dorado 0,27, 0,22 ¢ 0,11; Ekuanot 0,07, 0,10 e 0,15; e Hércules 0,24,
0,17 e 0,18 tumores/mosca. As porcentagens de inibicdo de tumores, ficaram respectivamente
como: El dorado 72,1 %, 77,3% e 88,6%; Ekuanot 92,8%, 89,7% e 84,5%; e Hércules 75,2%,
82,5% e 81,4%. Estes resultados de forma similar ao ocorrido no co-tratamento, se mostraram
suntuosos, expondo que os extratos desempenharam relevante funcao protetora sob organismos

modelo.
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Tabela 2. Frequéncia de clones de tumores observados em diferentes segmentos de Drosophila Melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wts, tratadas com
os diferentes Extrato de Lupulo a 2000 pg/mL ™! associados a Doxorrubicina. Os controles utilizados foram Doxorrubicina (DXR) 0,4 mM, dgua de osmose reversa.
Extratos: Eld — El dorado, Ekua — Ekuanot, Herc — Hércules; Métodos de extragio: AF — A Frio; AM — Agitagdo Magnética; US — Ultrasson.
Controle positivo (+): DXR — Doxorrubicina; Controle negativo (-): Agua.

TRATAMENTO N° DE TUMORES ANALISADOS
Ne Frequénci  Inibicdo
Eld. Ekua. Herc. DXR  mosca %
pg mL! pg mL! pg mL! mM Olhos Cabega Asas Corpo Pernas Halter Total

- 0 0 0 0 100 0.022)  0.04(4) 0.0(00) 0.01(1) _ 0.022) _ 0.00(0) 13 0.18 ;

+ 0 0 0 0.4 100 0.022) 037(37)  0.033)  04949)  0.022)  0.044) 97 0.97* ;
2000 AF 0 0 0.4 100 0.0000)  0.01(]) 0.02(2) 0.06(6)  0.0000) _ 0.0000) 09 0.09%* 90.7
8 2000 AM 0 0 0.4 100 0.01(1)  0.01(1) 0.02(2) 0.033)  0.0000)  0.000) 07 0.07%* 92.8
) 2000 US 0 0 0.4 100 0.0000)  0.00(0) 0.02(2) 0.06(6)  0.0000)  0.0000) 08 0.08%* 91.7
T 0 2000 AF 0 0.4 100 0.0000)  0.01(1) 0.03(3) 0.08(8)  0.00(0)  0.00(0) 12 0.12%* 87.6
(T) 0 2000 AM 0 0.4 100 0.02(2)  0.00(0) 0.01(1) 0.04(4)  0.00(0)  0.000) 07 0.07%* 92.8
0 2000 US 0 0.4 100 0.0000)  0.01(1) 0.02(2)  0.10(10)  0.0000)  0.00(0) 13 0.13%* 86.6
0 0 2000AF 0.4 100 0.0000)  0.01(1) 0.02(2) 0.08(8)  0.00(0)  0.00(0) 1 0.11%* 88.6
0 0 2000AM 0.4 100 0.01(1)  0.01(1) 0.02(2) 0.05(5)  0.000)  0.000) 09 0.09%* 90.7
0 0 2000US 0.4 100 0.0000)  0.04(4) 0.03(3) 0.07(7)  0.00(0)  0.00(0) 14 0.14%* 85.6
2000 AF 0 0 04 100 0.0000)  0.08(8)  0.11(11) _ 006(6)  0.022)  0.000) 27 0.27%* 72.1
12 2000 AM 0 0 0.4 100 0.0000)  0.00(0) 0.01(1)  0.13(13)  0.08@8)  0.000) 22 0.22%* 773
E 2000 US 0 0 0.4 100 0.01(1) 0.00(0) 0.01(1) 0.04(4) 0.05(5) 0.00(0) 11 0.11** 88.6
= 0 2000 AF 0 0.4 100 0.00(0) 0.00(0) 0.02(2) 0.04(4) 0.01(1) 0.00(0) 07 0.07%%* 92.8
; 0 2000 AM 0 0.4 100 0.02(2) 0.00(0) 0.03(3) 0.04(4) 0.01(1) 0.00(0) 10 0.10%* 89.7
0 0 2000 US 0 0.4 100 0.000)  0.00(0) 0.07(7) 0.07(7)  0.01(1)  0.00(0) 15 0.15%* 84.5
0 0 2000AF 0.4 100 0.022)  0.04(4) 0.02(2)  0.15(15)  0.01(1)  0.00(0) 24 0.24%% 752
0 0 2000AM 0.4 100 0.0000)  0.01(1) 0.03(3) 0.0909)  0.04(4)  0.00(0) 17 0.17%* 82.5
0 0 2000US 0.4 100 0.000)  0.02(2) 0.0000)  0.15(15)  0.01(1)  0.00(0) 18 0.18%* 81.4

Diagnostico estatistico de acordo com o Teste Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.

* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05). ** Valor considerado diferente do controle positivo (p < 0,05).
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Considerando o controle positivo, foi observada uma frequéncia tumoral de 0,97
tumores/mosca. Estatisticamente, houve diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao
controle negativo. A comparagao dos extratos com o controle positivo indicou um efeito
protetor, sugerindo que os extratos tém a capacidade de proteger as células somaticas de D.
melanogaster dos efeitos nocivos da DXR. De forma similar aos resultados anteriores, os
extratos obtidos por metodologias distintas ndo apresentaram discrepancia significativas entre
os valores da frequéncia tumoral.

Uma pesquisa utilizando camundongos mostrou que a humulona apresentou trés
atividades distintas: inibiu a inflamac¢ao causada por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA), inibiu o efeito promotor tumoral do TPA na formacao de tumor de pele e impediu o
edema do ouvido estimulado pelo acido araquidonico (Yasukawa; Takeuchi; Takido, 1995).
Esse efeito protetor dos constituintes do lapulo, como a humulona, pode justificar o efeito
protetor observado nas D. melanogaster no presente estudo.

Wei et al. (2018) relataram que o xantohumol induziu um desequilibrio entre os
antioxidantes intracelulares, como a superdxido dismutase, ¢ a producao de radicais livres,
amplificando a acdo apoptdtica, antimetastatica e antiproliferativa do composto. Girisa et al.
(2021) mostraram que o potencial anticancerigeno do lipulo estd associado a diversas vias de
sinalizagao (Akt, AMPK, ERK, IGFBP2, NF-xB e STAT3) e a regulacio de proteinas
especificas (Notchl, caspases, MMPs, Bcl-2, ciclina D1), além da modificagdao de marcadores
de estresse oxidativo, miRNAs e proteinas supressoras de tumores. As substancias presentes no
lupulo, devido a sua alta atividade antioxidante, podem intervir em vias de sinalizagdo e
regulacdo, o que pode ocorrer a partir da atividade de radicais livres e do consequente estresse
oxidativo.

No contexto do tratamento associado a DXR, os extratos mostraram um efeito
modulador. Pode ser que, juntamente com a DXR, os extratos sequestram radicais livres,
reduzindo os danos iniciais. Alternativamente, apos a DXR causar danos, os extratos podem
ativar proteinas das vias de apoptose, induzindo a morte das células tumorais.

No pré-tratamento, os extratos demonstraram um efeito protetor significativo. Este
efeito pode estar relacionado a protecdo contra a perda de heterozigose do gene supressor
tumoral, wts. Essa protecdo impede que as cé€lulas iniciais sofram muta¢des que levariam a
formagdo de tumores, mostrando a eficdcia dos extratos em prevenir o processo de
carcinogénese antes que ele ocorra.

Com base na literatura analisada, pode-se validar com o presente estudo que os extratos

de lupulo apresentaram trés tipos de agdo: anticarcinogénica, moduladora e protetora, sob a
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influéncia da DXR em células somaticas. Estas atividades podem ser atribuidas ao fato de os

extratos serem ricos em substincias com alto poder antioxidante.

4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o lapulo rico em alfa-acidos apresenta um grande potencial contra
o cancer. Nos testes realizados, foi verificado que houve uma acdo anticarcinogénica,
moduladora e protetora destes extratos, observando a notoria redu¢ao de tumores nas células
somaticas do organismo modelo, a D. melanogaster.

No cenario atual os alfa-dcidos tem como principal atribui¢do a industria cervejeira,
mas, esse composto tem vasta capacidade de agir como um composto que auxilie no tratamento
do cancer, e por isso, se faz necessario novos estudos, utilizado novas dosagens, outros
organismos modelos, para entender mais sobre seus mecanismos de agdo. Assim, os derivados
do lupulo podem exercer um papel importante na terapéutica do cancer, com intuito de agir

como adjunto na medicina oncoldgica e nos protocolos quimioterapicos.
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ANEXO A - Planilha Frequéncia de Tumores wts em Drosophila melanogaster
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