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1. Introducao

A avaliagdo da viabilidade celular ¢ um parametro fundamental na pesquisa biomédica,
fornecendo informagdes essenciais sobre o status celular em resposta a diferentes estimulos! 2.
A investigag¢do do potencial antitumoral de novos produtos naturais obtidos da biodiversidade
amazonica perpassa pela triagem inicial em modelos in vitro®. O ensaio MTT baseia-se na
conversao do sal de tetrazolio em formazan pela agcdo de desidrogenases mitocondriais
presentes em células metabolicamente ativas®*. De forma similar, o ensaio de resazurina
também avalia a atividade metabdlica, mas por meio da conversdo do corante em resorufina
fluorescente>®. Ja o ensaio de captagdo de vermelho neutro (VN) é fundamentado na capacidade
das células vivas de incorporar e reter o corante nos lisossomos atestando a integridade da
membrana lisossomal”®!8. A utilizagdo conjunta desses métodos permite uma analise mais
robusta, uma vez que, tais abordagens avaliando os diferentes mecanismos celulares podem
mitigar as limitagdes de uma unica técnica, aumentando a confiabilidade dos resultado’2.

No cenério da prospecc¢ao de produtos naturais com atividade antitumorais, destaca-se
a propolis, uma substincia resinosa produzida pelas abelhas com complexa composigdo
quimica, rica em flavonoides e outros metabdlitos secundarios®!%!!, Particularmente, a propolis
de abelhas-sem-ferrao, cuja criagdo ¢ fomentada pela meliponicultura, tem ganhado destaque
por sua relevincia econdmica e ecoldgicall. Apesar do conhecimento sobre a atividade
citotdxica da propolis de algumas espécies contra células tumorais!!: 12, o potencial especifico
da propolis produzida pela abelha Frieseomelitta longipes da Amazdnia permanece ainda pouco
explorado, representando uma lacuna cientifica relevante.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo comparar, o perfil de
citotoxidade dos extratos de propolis da abelha sem ferrdo Frieseomelitta longipes por meio de
ensaios de viabilidade distintos em linhagem tumoral de pulmao.

2. Material e Métodos

O presente estudo estd inserido no bioma Amazoénico, com foco no municipio de
Iranduba, no interior do Amazonas. A espécie de abelha sem ferrdo, Frieseomelitta longipes
(Smith, 1854), foi escolhida por sua ocorréncia natural na regido, seu potencial na produgado de
propolis e seu manejo por meliponicultores locais. As colonias foram mantidas em caixas
padronizadas de madeira do modelo do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
disponiveis em tamanho de 25x25 cm para ninhos maiores de 15x15 cm para os menores. As
coletas foram realizadas no més de outubro e as amostras coletadas com espatulas esterilizadas
em alcool 70% e com o uso de luvas sendo armazenadas em frascos de vidro estéreis a -20 °C.
A obtengdo dos extratos seguiu a metodologia adaptada descrita por Bankova et al.1? sendo
extraida por maceracao estatica durante 24 horas, seguida de extragao assistida por ultrassom
por 30 minutos 4 temperatura ambiente. O extrato foi concentrado em evaporador rotativo a 40
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°C, com purificagdo em cartuchos de extragdo em fase solida (SPE-C18) com diferentes
proporcdes de metanol e agua. Os extratos de propolis de Frieseomelitta longipes (EPFL) foram
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) a 200 mg/mL e armazenados em microtubos a -20 °C
para uso posterior. A linhagem celular A549 (ATCC® CCL-185™), derivada de carcinoma
pulmonar humano, foi mantida em frascos T75 com meio DMEM/F12 suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SBF) e 1% de solucdo de antibiotico cultivadas na estufa a 37 °C com 5%
de CO». A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de metabolizagdo do reagente
resazurina, MTT ¢ VN e como contagem e marcacdo com azul de tripano. Células foram
plaqueadas em placas de 96 pogos, na densidade de 2 x 10* células/pogo. Apds 24 horas de
tratamento com concentragdes variando de 325 a 100 pg/mL de EPFL. Os controles positivos
e negativos consistiram de células tratadas com DMSO a 20% e células ndo tratadas,
respectivamente. No ensaio de resazurina, apos 24 horas de tratamento, os pogos foram lavados
com solugdo salina 1X e incubados por 3 horas com meio contendo resazurina (3mM) e em
seguida conduzida a leitura da absorbancia em 570nm e 595nm'4. J4 no ensaio de de marcagio
lisossomal com VN, apds 24 horas do tratamento e lavagem com PBS1X, as células foram
incubadas com solu¢do de meio com VN (4mg/mL) por 4 horas e realizada a absorbancia a
540nm!”- 18, A viabilidade celular foi também avaliada utilizando o ensaio fundamentado na
conversao do brometo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), em cristais
roxos de formazano3. Assim, apds tratamento e lavagem com PBS1X, as células foram
incubadas com solucdo de MTT (5mg/mL) por 3 horas. Posteriormente, a solugao foi removida
e os cristais de formazano foram solubilizados com solu¢do de isopropanol 0,04 N HCI, e
realizada a leitura da placa a 595nm. Todas as etapas de leituras foram realizadas no leitor de
placa laboratorio de purificagdo de biomoléculas do CAM/UFAM. Para confirmar a morte
celular induzida pelo tratamento EPFL, foi utilizado o teste de exclusdo do corante azul de
tripano, quantificando o nimero de células viaveis?’. Para tal, as células foram tratadas com 100
ug/mL de EPFL por 24 horas. Como controle de morte, foi utilizado Paclitaxel a 50 uM. Apds
esse periodo, as c€lulas foram isoladas por remog¢ado enzimatica com solugdo de Tripsina-EDTA
(0,05%), e inativada com meio com SFB e apos centrifugacdo, marcadas com solugdo azul de
tripan (0,04%) e contadas camara de Neubauer. Os dados obtidos foram expressos como
médiaterro padrdo da média (SEM). Para determinar os valores de CI50, foi realizada analise
de regressao ndo linear, e as andlises estatisticas foram conduzidas com o software GraphPad
Prism 9, utilizando andlise de varidncia one-way ANOVA para avaliar a significancia das
diferencgas entre os grupos.

3. Resultados e Discussao

O efeito citotéxico de EPFL foi avaliado por meio de trés métodos de viabilidade
distintos: resazurina, MTT e vermelho neutro, em duplicatas de amostras coletadas em
Iranduba. Nos ensaios, observou-se que um efeito dose dependente do tratamento com EPFL
na viabilidade celular (Figura 1) com similar padrdo para os ensaios de MTT e resazurina. De
forma distinta de tais métodos, no ensaio de VN, todas as concentragdes testadas afetaram a
viabilidade. Essa diferencga se reflete nos valores de CI50, que foram de 219 + 8,23 pg/mL para
resazurina, 293,5 + 11,54 ug/mL para MTT e 146,5 = 8,31 pg/mL para vermelho neutro (Tabela
1, EPFL El). Na segunda amostra de EPFL, coletada (E2), um perfil semelhante foi observado
(Figura 1B). Os valores de CI50, foram de 304,6 + 3,04 pg/mL para o ensaio de resazurina,
208,3 + 12,04 pg/mL para MTT e 138,7 = 10,29 pg/mL para VN (Tabela 1, EPFL E2).

Os ensaios de metabolizacao avaliados pela resazurina ¢ MTT sdo indicadores da
atividade mitocondrial das células 13- 1415 A resazurina, um corante indicador redox, é reduzida
a resorufina pelas células metabolicamente ativas, resultando em um sinal fluorescente ou
colorimétrico. O MTT, por sua vez, ¢ um sal de tetrazdlio que, ao ser clivado pelas



desidrogenases mitocondriais, forma cristais de formazano, cuja quantificagdo também indica
a viabilidade celular. Ambos os ensaios sao amplamente utilizados devido a sua facilidade de
execucdo e sensibilidade!”. Para confirmar se reducdo na viabilidade observada nesses ensaios
estava de fato relacionada a morte celular, foi utilizado o ensaio de exclusdo do corante azul de
tripano. O principio desse ensaio baseia-se na capacidade das células vidveis de excluirem o
corante devido a integridade de sua membrana celular, enquanto células com membranas
danificadas permitem a entrada do corante?. Surpreendentemente, mesmo na concentragdo de
100 ug/mL, considerada ndo citotdxica com base nos resultados de MTT e resazurina, o EPFL
induziu uma quantidade expressiva de células mortas em comparacdo com o controle nao
tratado, sendo superior ao grupo controle positivo de morte induzido pelo antineoplasico
Paclitaxel.

Essa discrepancia entre os ensaios pode ser explicada pelas diferentes vias de detecc¢ao
da viabilidade celular. Enquanto MTT e resazurina avaliam a atividade metabolica
mitocondrial, o vermelho neutro mede a capacidade das células de manter o pH lisossomal, um
indicador de integridade da membrana e fun¢io celular!®!8, A propolis, rica em compostos
bioativos como flavonoides e acidos fendlicos, pode ter multiplos mecanismos de agao,
incluindo a indu¢do de estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial'® 1. Nossos resultados
sugerem que, em baixas concentracdes, o EPFL pode inicialmente afetar a integridade
lisossomal sem comprometer a atividade mitocondrial, levando a uma subestimagdo da
citotoxicidade pelos ensaios de MTT e resazurina. O ensaio de azul de tripano, ao detectar a
perda de integridade da membrana, revelou o verdadeiro potencial do EPFL na viabilidade
celular. Além disso, ¢ importante considerar que a composicao da propolis pode variar
significativamente dependendo da origem geografica e da espécie de abelha!®, 22, As diferencas
observadas entre as amostras podem refletir variagdes na composi¢ao quimica do EPFL, o que

poderia influenciar sua atividade biologica?-?2,
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Figura 1. Curva representativa dos diferentes ensaios de viabilidade celular na linhagem A549. A) A549 -
EPFL, primeira coleta (E1) submetidas a diferentes ensaios de viabilidade (Resazurina, MTT e Vermelho Neutro),
B) A549 - EPFL, primeira coleta (E2) submetidas a diferentes ensaios de viabilidade (Resazurina, MTT e
Vermelho Neutro). Os dados sdo expressos com média + desvio padrdao (N=3).

Tabela 1: Determinacdo dos valores de CIS0 de EPASFs em AS549 por diferentes métodos de ensaio de
viabilidade. Extratos de duas coletas em periodos distintos. Os valores sdo descritos com média + desvio padrao
(n=3).

Tratamento Resazuring MTT Vermelho Newtro
pg/ml
EPFFL (El) 046 + 3,04 20354+ 11,54 146.5 + 8,31

EPFL (EZ) 219 £ 823 2083 +12.04 1387 + 10.29
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Figura 2. Ensaio de exclusdo por azul de tripano em A549. As células tratadas por 24h com concentragdo néo citotoxica de EPFL (E1) a
100 pg/mL. O tratamento com o antineoplasico PTX 50uM foi utilizado como controle de morte ****p<0,0001.

4. Conclusoes

Os resultados obtidos demonstram que os extratos de Frieseomelitta longipes (EPFL)
apresenta elevada citotoxicidade conforme evidenciado pelos diferentes métodos de viabilidade
in vitro testados. O ensaio baseado na exclusao do corante azul de tripano confirmou a morte
celular observada pelo método de marcagdo lissosomal nas células tratadas com 100 pg/mL,
concentracdo na qual ndao houve alteragdo na viabilidade pelos métodos baseados no
metabolismo mitrocondrial. Coletivamente, os resultados destacam a importancia de utilizar
mais de um método para mensurar a viabilidade celular, garantindo uma avaliagdo mais
completa e precisa dos seus efeitos sobre a viabilidade celular. Nossos achados sugerem que a
propolis amazdnica possui potencial terapéutico e justifica investigagdes adicionais sobre suas
propriedades antitumorais.

Palavras-Chave: ensaios de viabilidade celular, citotoxicidade in vitro, prospec¢do de
produtos naturais, propolis de abelhas sem ferrao.
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