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Avaliacao do efeito citotoxico/antitumoral do extrato encapsulado de
trub

Evaluation of the cytotoxic/antitumor effect of encapsulated trub extract
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Tatiani Diisman Tonin 4, Elisangela Disman ®

RESUMO

O Trub é obtido no processo de fervura do malte da cerveja, sendo uma pasta com particulas de lapulo,
compostos fendlicos e proteinas coloidais. Por sua composi¢do, este residuo industrial pode possuir
propriedades benéficas na area da saude. O objetivo do trabalho foi avaliar o extrato puro de trub e de
encapsulado contendo 10% do extrato de trub, em células tumorais mamarias humanas in vitro, pelo teste do
MTT, por 24, 48 e 72 horas. O extrato puro de trub apresentou efeito citotéxico para as células tumorais nas
concentracdes de 1000 pg mL-* (24 horas), 100, 300, 400, 500 e 1000 pug mL-* (48 horas) e 300 até 1000 pg
mL1 (72 horas). O extrato de trub (10%) encapsulado com zeina — quitosana apresentou atividade
antitumoral/citotoxicidade nas concentra¢des de 10, 50, 100, 200, 400 e 500 pg mL? (24 horas), 100 pg mL?
(48 horas) e 1000 pg mL1 (72 horas). A nano zeina contendo 10 % de extrato apresentou citotoxicidade
concentracdes de 5 e 300 pg mL! (48 horas) e 100, 300 e 1000 pg mL-! (72 horas). Os dados indicam que o
extrato de trub possui compostos com atividade antitumoral para as células mamarias humanas.
PALAVRAS-CHAVE: Cancer de mama; Extrato de trub; Viabilidade celular.

ABSTRACT

Trub is obtained in the process of boiling beer malt, being a paste with particles of hops, phenolic compounds
and colloidal proteins. Due to its composition, this industrial waste may have beneficial properties in the health
area. The objective of the study was to evaluate the pure trub extract and encapsulated containing 10% of trub
extract, in human breast tumor cells in vitro, by the MTT test, for 24, 48 and 72 hours. The pure trub extract
showed cytotoxic effect for tumor cells at concentrations of 1000 ug mL* (24 hours), 100, 300, 400, 500 and
1000 pg mL1 (48 hours) and 300 to 1000 pg mL-* (72 hours). The trub extract (10%) encapsulated with Zeina
- chitosan showed antitumor/cytotoxicity activity at concentrations of 10, 50, 100, 200, 400 and 500 pug mL!
(24 hours), 100 pg mLt (48 hours) and 1000 pg mL?t (72 hours). The nano zeina containing 10 % extract
showed cytotoxicity concentrations of 5 and 300 pug mL* (48 hours) and 100, 300 and 1000 pg mL (72 hours).
The data indicate that trub extract has compounds with antitumor activity for human breast cells.
KEYWORDS: Breast cancer; Trub extract; Cell viability.
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O Trub quente é o segundo produto obtido apds a etapa de fervura da cerveja, sendo
uma pasta com particulas de lapulo, compostos fendlicos e proteinas coloidais instaveis de
alto peso molecular (COSTA et al., 2021). O trub ndo possui aplicacdo no comércio devido
ao fato de possuir uma complexidade maior e um amargor presente.

Na composicao do trub se destacam as proteinas, acidos do lapulo, fibras, pectina e
xantohumol (XN). O XN é gerado no processo de fervura do trub que pode ser convertido
no isoxantohumol (IXN). O XN ndo possui efeitos significativos para a aplicacdo em
farmacos e na saude, porém o IXN, apresenta caracteristica anti-inflamatorias, acéo
fitoestrogénica e efeito anticancerigeno (SILVA et al., 2023a).

O trub quente é formado por aproximadamente 85% de agua e a parte de matéria
seca por aproximadamente 50% de carbono organico total, 8% de nitrogénio total, 50% de
proteina e 2-5% de cinzas. O trub é manejado como fertilizante ou para aterros por conter
um alto poder calorifico superior, baixo poder calorifico inferior por causa de sua alta
umidade, sendo de dificil descarte (WOLNY-KOLADKA et al., 2021).

O cancer, também conhecido como tumor maligno, é o crescimento desordenado de
células, que se multiplicam e dividem-se rapidamente, se agrupando formando tumores
(INCA, 2020). De acordo com os dados da OPAS (2020), a segunda principal causa de
morte no mundo é o cancer, ficando atrds somente de doencas cardiovasculares.

Segundo o o6rgdo Internacional de padronizacdo (International Standard
Organization), 1SO 10993 (ISO, 1992), o teste de citotoxicidade € o ensaio inicial para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para fins biomédicos. E um método in
vitro que consiste na interacdo entre o material e uma cultura de células provinda de
mamiferos, verificando as alteracfes celulares. O ensaio de brometo [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil tetrazolium], conhecido como MTT, avalia a atividade metabdlica e a
viabilidade celular, sendo um ensaio laboratorial, usado para caracterizar a citotoxicidade e
proliferacdo, medindo a funcao mitocondrial da célula (BOCHNIE et al., 2015).

Assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar o extrato puro de trub e de
encapsulados contendo 10% de extrato de trub, em células tumorais mamarias humanas
in vitro.

MATERIAIS E METODOS

SOLUQAO TRATAMENTO

As solugbes tratamento foram produzidas em parceria com a Profa. Dra. Lilian
Tatiani Dusman Tonin, da UTFPR Campus Apucarana. O extrato de trub quente foi
preparado pesando-se 1,0000 g do coproduto trub quente desidratado com 50,0 mL de
solvente EtOH:H20 70:30 (v/v), agitacdo em shaker, a 150 rpm, durante 4 h a 60 °C. As
nanoparticulas foram preparadas pelo método de precipitacdo antissolvente,
encapsulando-se o extrato em nanoparticulas de zeina e zeina revestida com quitosana.
Com o auxilio do vortex, estes foram diluidos em 1 mL de meio de cultura. Mediante a essas
solucdes foram preparadas nas concentracdes testes em: 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400,
500 e 1000 pg mL-1 de meio de cultura com soro bovino fetal.

ATIVIDADE CITOTOXICA/ANTITUMORAL/ANTIPROLIFERATIVA

A linhagem de células tumorais humanas mamarias (MCF-7), gentilmente cedidas
pelo Laboratério de Mutagénese e Monitoramento Ambiental da Universidade Estadual de
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Maringa-UEM, foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo 10 mL de meio
de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen — Carlsbad, CA,
EUA) e incubadas em incubadora com 5% de CO: e temperatura de 37 °C.

Pararealizar o teste de atividade citotoxica/antitumoral foi utilizado o ensaio de MTT
[3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide], de acordo com o protocolo
sugerido por Mosmann (1983), com modifica¢des. Foram utilizadas placas de cultivo de 96
pocos onde, em cada poco, foram semeadas 1x10* células tumorais MCF-70. Apé6s 24
horas, o meio de cultura de cada poco foi descartado e adicionou-se 100 yL de meio
completo para os grupos: controle negativo (CO") (meio de cultura), controle positivo (CO™)
com o agente citotéxico metil metanossulfanato (MMS 500 uM) e os tratamentos para as
diferentes concentracfes de cada amostra.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, ap0s esse tempo, 0 meio de
cultura foi substituido por 100 uL de meio de cultura ndo suplementado, acrescido de MTT
(0,167 mg mL™). A placa foi incubada novamente por mais 4 horas, sendo descartado esta
solucéo apos este tempo e adicionado 100 uL de dimetilsulféxido para solubilizar os cristais
de formazan. A leitura das absorbancias foi realizada em uma leitora de microplaca (Thermo
Plate) a 492 nm.

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrao das absorbancias
e submetidos a analise de variancia (one way ANOVA), seguido do teste de Dunnet (n=4),
com o uso do programa Action Stat (p<0,05). Os valores percentuais de viabilidade celular
(VC) foram estimados pela razdo da absorbancia do tratamento pela absorbéancia do
controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Com relacao as células tumorais de mamarias tratadas com o extrato puro de trub
(Figura 1), pode-se observar que no tempo de 24 horas somente a concentracdo de 1000
pug mL? resultou em absorbancia média inferior a do controle negativo. No tempo de 48
horas as concentracdes de 100, 300, 400, 500 e 1000 pug mL* apresentaram este efeito. E,
no tempo de 72 horas, as concentracdes de 300 até 1000 ug mL-* obtiveram absorbancias
inferiores ao controle negativo, indicando a citotoxicidade e a atividade antitumoral deste
extrato. Inclusive, as viabilidades celulares nas concentragGes de 1000 pg mL* atingiram
64,53% (24 horas), 69,85 % (48 horas) e 50,01 % (72 horas) (Tabela 1).

O xantohumol é um dos polifendis mais importantes do lupulo, pois tem agéo anti-
inflamatoria contra células cancerosas, tendo capacidade de prevenir doencgas hepaticas e
cardiacas (SILVA et al., 2023b). Este pode ter sido o responsavel pelo efeito
citotoxico/antitumoral do extrato puro de trub para as células tumorais mamarias.

A Nano zeina — quitosana contendo 10% de extrato de trub apresentou atividade
antitumoral/citotoxicidade nas concentracdes de 10, 50, 100, 200, 400 e 500 pug mL*, no
tempo de 24 horas, na concentracdo de 100 pg mL*?, no tempo de 48 horas, e na
concentracédo de 1000 pg mL, no tempo de 72 horas (Figura 2). As viabilidades celulares
atingiram 64,41 % (24 horas) na concentracdo de 400 ug mL*%, 68,32 % (48 horas) na
concentracdo de 300 ug mL? e 68,63 % (72 horas) na concentracdo de 1000 pug mL?
(Tabela 1). Os dados indicam que o extrato de trub e, os compostos com atividade
antitumoral, conseguiram ser liberados de forma eficaz desta capsula, apesar de nao ter
terem atingido o nivel de citotoxicidade do extrato puro.
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Figura 1 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais mamarias humanas tratadas por
24, 48, 72 horas com as concentracdes (ug mL™?) do extrato puro de Trub.
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CO-: Controle Negativo;, CO+: Controle Positivo. * Resultado estatisticamente
diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).

Tabela 1- Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais mamarias humanas, tratadas
com as concentragGes (ug mL™?) dos extratos de Trub puro e dos encapsulados contendo 10% do
extrato de trub, por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT

Trub puro Nano zeina — quitosana Nano Zeina
Grupos

24h | 48h | 72n | 24n | a8h | 72n | 24n | 48n | 72n
CO- [100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00
CO+ |57,97 41,09 22,60 | 37,16 40,30 34,62 | 43,90 44,70 29,65
5 | 90,70 114,23 86,78 | 86,46 83,08 87,45 |116,30 58,11 93,01
10 |100,00 87,11 100,51| 73,36 79,63 87,99 |104,56 62,68 90,43
50 | 9302 8851 10568| 6547 8524 91,48 [10591 73,60 88,13
100 | 89,48 71,04 111,18| 66,91 6659 82,88 | 91,08 68,71 78,49
200 | 9552 84,38 81,04 | 71,82 9537 93,88 |103,69 72,45 82,63
300 |107,50 76,72 73,04 | 77,41 6832 9558 10504 61,02 7592
400 | 90,81 77,41 6887 | 6441 9526 96,51 | 93,68 97,19 86,02
500 | 9517 77,36 61,85 | 7298 81,14 90,55 |102,25 8597 82,63
1000 | 64,53 69,85 50,01 | 81,35 82,76 68,63 | 96,66 79,00 79,17

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.

O xantohumol € um agente quimiopreventivo de amplo espectro do cancer, ou seja,
ele age por inibicdo do crescimento tumoral em estégio inicial, inibe a atividade metabdlica
de pré-carcindgenos e induz enzimas cancerigenas-desintoxicantes. Os autores realizaram
testes in vitro em células de cancer de mama (MCF-7), mesma utilizada no presente estudo,
cancer de colon (HT-29) e cancer de ovario (A-2780). O extrato de xantohumol inibiu a
proliferacdo de células MCF-7 e A-2780 em forma dose-dependente com dois dias de
tratamento (STEVENS e PAGE, 2004).

Ja Nano zeina contendo 10 % de extrato de trub (Figura 3) apresentou absorbancias
médias menores que a do controle negativo nas concentracdes de 5 e 300 pug mL™?, no
tempo de 48 horas, e nas concentracdes de 100, 300 e 1000 pug mL* no tempo de 72 horas.
No tempo de 48 horas, as viabilidades celulares nas concentracdes citadas foram de
58,11% e 61,02 %, respectivamente (Tabela 1). No tempo de 72 horas foram de 78,49%,
75,92% e 79,17%, respectivamente. Os dados mostram que esta nano foi mais eficiente na
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liberacdo dos compostos com atividade citotdxica do extrato de trub para o meio cultivo que
a nano zeina. Apesar disso, assim como a nano zeina-quitosana, ndo atingiu o nivel de
citotoxicidade do extrato puro.

Figura 2 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais mamarias humanas
tratadas por 24, 48, 72 horas com as concentracdes (ug mL1) da Nano zeina-quitosana contendo
10% do extrato de trub.

©
'_5 0,6 7

N)

=

< 04 1

(é * . ok . * *  M24h
e 012 T *%* .48h
(@)

§ 0.0 O72h

CO-CO+ 5 10 50 100 200 300 400 500 1000
Grupos

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo. * Resultado estatisticamente diferente do
controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).

Figura 3 - Absorbancia média e desvio-padrédo de células tumorais mamarias humanas tratadas por
24, 48, 72 horas com as concentragdes (ug mL™) da Nano Zeina contendo 10% de extrato de trub.
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CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo. * Resultado estatisticamente diferente do
controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).

CONCLUSAO

Por meio deste estudo foi possivel concluir que os extratos de Trub na forma pura e
encapsulada apresentaram citotoxicidade/atividade antitumoral para a linhagem celular
tumoral maméria. Diante dos dados do presente trabalho indica-se que outras linhas
tumorais e normais devam ser avaliadas, buscando identificar melhor atividade biol6gica
do extrato de Trub puro e encapsulado.
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