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CARVALHO, Nanashara Coelho de. Avaliacdo da atividade antineoplasica do extrato
etandlico da propolis G6 baiana. 68 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundacédo
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gonc¢alo Moniz, Salvador, 2013.

RESUMO

O cancer é uma doenca caracterizada pelo processo proliferativo descontrolado de
células transformadas. Devido a possibilidade de metédstase, 0 melanoma cutaneo é
considerado um dos canceres mais agressivos. Produtos naturais derivados de
plantas e outros organismos tém sido utilizados como fonte para o desenvolvimento
de quimioterapicos empregados no tratamento de diversos tipos de cancer, inclusive
do melanoma. A propolis € um produto natural produzido por abelhas a partir de
exudatos de brotos e botdes florais, e apresenta uma composicédo quimica complexa
que influéncia sua atividade bioldgica. O presente trabalho propde a investigacdo da
atividade antineoplasica do extrato etandlico da prépolis G6 baiana (EEPG6), que
apresenta uma composicdo quimica distinta de outras propolis, principalmente pela
auséncia de flavondides. A citotoxicidade do EEPG6 frente a diferentes linhagens
neoplasicas foi determinada através do modelo de incorporacéo de timidina tritiada.
O padrao de morte celular e a influéncia das espécies reativas de oxigénio foram
avaliados em células da linhagem B16-F10 apés tratamento com a EEPG6. A
eficacia da propolis G6 em reduzir o desenvolvimento neoplasico foi determinada em
camundongos da linhagem C57BIl/6 portadores de melanoma subcutédneo. Os
resultados encontrados demonstram uma atividade do EEPG6 frente a diferentes
linhagens malignas, com valores de Clsp variando entre 13,2 pg/mL e 24,1 pg/mL.
Através da dupla marcacdo com a anexina V e iodeto de propidio, e ensaio de
ativacao de caspase-3 foi possivel determinar que o tratamento com o EEPG6 induz
a morte celular por apoptose. Esses dados corroboram com o padrao morfolégico de
células, alteracéo do potencial transmembranico mitocondrial, fragmentacdo do DNA
e blogueio do ciclo celular encontrados em células tratadas com a prépolis G6 e que
sdo alteracOes caracteristicas da morte celular por apoptose. No modelo murino de
melanoma subcutaneo, o tratamento com a EEPG6 na dose de 200 mg/kg foi capaz
de inibir em cerca de 81,72% o peso médio dos tumores. Desse modo, a propolis G6
baiana revela-se como uma fonte de substancias com potencial antineoplasico na
terapia convencional.

Palavras chave: Melanoma, Produtos naturais, Propolis.



CARVALHO, Nanashara Coelho. Evaluation of the antineoplastic activity of the
ethanol extract of G6 propolis from Bahia. 68 f. il. Dissertation (Masters) - Oswaldo
Cruz Foundation, Gong¢alo Moniz Research Center, Salvador, 2013.

ABSTRACT

Cancer is a disease process characterized by uncontrolled proliferation of
transformed cells. Due to the possibility of metastasis, cutaneous melanoma is
considered one of the most aggressive cancers. Natural products derived from plants
and other organisms have been used as a source for the development of
chemotherapeutic agents used in the treatment of various cancers, including
melanoma. Propolis is a natural product produced by bees from exudates shoots and
buds, and has a complex chemical composition that influence their biological activity.
This study aims to investigate the anticancer activity of ethanol extract of G6 propolis
from Bahia (EEPG6), which has a different chemical composition of other propolis,
especially in the absence of flavonoids. The cytotoxicity of the EEPG6 against
different neoplastic strains was determined using the model of tritiated thymidine
incorporation. The pattern of cell death and the influence of reactive oxygen species
were assessed in cell line B16-F10 after treatment with EEPG6. The effectiveness of
propolis G6 in reducing neoplastic development was determined in mice of strain
C57BL/6 bearing subcutaneous melanoma. The results demonstrate the EEP G6
activity against different strains malignant, with 1Cso values ranging from 13.2 mg/mL
and 24.1 mg/mL. Through the double staining with Annexin V and propidium iodide,
and testing the activation of caspase-3 was determined that treatment with EEPG6
induces cell death by apoptosis. These data corroborate with the cell morphology,
alteration of mitochondrial transmembrane potential, DNA fragmentation and cell
cycle arrest found in cells treated with propolis G6 and changes which are
characteristic of apoptotic cell death. In a murine model of subcutaneous melanoma,
treatment with EEPG6 at a dose of 200 mg/kg was able to reduce the average weight
of the tumors in about 81.72%. Thus, G6 propolis from Bahia appears as a source of
potential anticancer substances in conventional therapy.

Keywords: Melanoma, Natural products, Propolis.
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1 INTRODUCAO

O céncer € um importante problema de saude publica e representa uma das
causas mais relevantes de mortalidade no mundo (LOPEZ, 1990; JEMAL, et al.,
2010; CHEN et al., 2013; GOMPEL et al., 2013; HUSSAIN & SULLIVAN, 2013). No
Brasil, o tipo de cancer mais frequiente € o de pele, representando cerca de 25% de
todos os tumores malignos registrados no pais. Dentre os trés principais tipos de
cancer de pele (melanoma, carcinoma basocelular e carcinoma escamocelular), o
melanoma € considerado o mais grave devido a possibilidade de desenvolvimento
de metastases, apesar de representar apenas 4% das neoplasias malignas deste
orgao (INCA 2012). Em 2010, foram notificadas 1.507 mortes em decorréncia desse
tipo de cancer no Brasil e para o0 ano de 2012, as estimativas indicavam 6.230 novos
casos da doenca (INCA, 2012).

O melanoma é originado nos melanécitos e seu tratamento consiste nha
ressecc¢ao cirargica do tumor, associado a quimioterapia e a radioterapia. Quando ha
metastase, esta doenca torna-se incurdvel na maioria dos casos (INCA, 2012).
Células cancerosas frequentemente adquirem resisténcia a quimioterapia, devido ao
aumento da capacidade de reparo do DNA e altera¢cdes nos mecanismos associados
a morte celular (GATTI & ZUNINO, 2005). Além disso, 0s agentes quimioterapicos
convencionais que atuam sobre a proliferacdo celular descontrolada, através da
inibicdo da sintese de &cidos nucléicos, induzem efeitos colaterais indesejaveis
(HOSKIN & RAMAMOORTHY, 2008) como nauseas, vOmitos, imunossupressao,
miocardiopatia, alopecia, carcinogénese, mutagénese, entre outros (DAUGSCH et
al., 2007), por agirem de forma n&do-especifica. Desse modo, o uso desses farmacos
exige que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade (ALMEIDA et al.,
2005).

Durante os ultimos 30 anos, o rastreio sistematico de milhares de extratos
vegetais levou ao isolamento de varios agentes antineoplasicos, o que evidencia o
interesse pelo reino vegetal como fonte de novas estruturas biologicamente ativas e
toxicidade reduzida (KOCH, 1992).

A prépolis € uma substancia natural de aspecto resinoso produzida por
abelhas a partir de exudatos de brotos e botdes florais de diversas plantas, com
composicdo quimica dependente da biodiversidade da regido visitada pelas abelhas
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(PAPOLO et al., 2009). Assim, a fonte botanica e a sazonalidade sao fatores que
consequentemente tém influéncia sobre as propriedades biologicas da propolis
(SIMOES-AMBROSIO et al., 2010).

Devido a composicdo quimica complexa e variavel da propolis, suas
atividades bioldgicas séo distintas: antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante,
imunomodulatéria, citotoxica, anticariogénica e antitumoral (CABRAL et al., 2009).
Porém, ainda ha escassez deinformacfes cientificas sobre os inumeros tipos de
préopolis, visto que as mesmas séo substancias nao-tdxicas bastante diversificadas e
necessitam ser investigadas como fontes de novas substancias bioativas
(DAUGSCH et al., 2007).

Evidéncias baseadas na medicina complementar e alternativa tém
demonstrado o uso de propolis para tratar ou apoiar o tratamento de diversas
doencas (DAUGSCH et al., 2007). Recentes trabalhos demonstram que a propolis
apresenta atividade contra diferentes linhagens tumorais in vitro, tem potencial de
inibir o crescimento das células, induzir a apoptose e interferir no ciclo celular
(PAPOLO et al., 2009; LIN et al., 2010; PRATSINIS et al., 2010).

No Brasil, a prépolis foi classificada em doze tipos diferentes com base em
suas caracteristicas fisico-quimicas: cinco no grupo sul (grupo 3 = G3), seis no
grupo nordeste (grupo 6 = G6) e um tipo nas regides sudeste e centro-oeste (grupo
12 = G12), (PARK et al., 2002). A prépolis G6 originada da Mata Atlantica da Bahia é
distinta de outros tipos de prépolis, especialmente devido a auséncia de flavondides
e a presenca de elementos apolares (CASTRO et al., 2009). Dentre as espécies
vegetais visitadas pelas abelhas no litoral Norte da Bahia, uma das regides de
ocorréncia da propolis tipo 6, destacam-se a Hyptis fruticosa Salzm. Ex Benth.,
Conocliniopsis prasiifolia (DC.) R.M.King & H.Rob., e a Spermacoce verticillata L.
Elas sdo descritas na literatura por sua atividade antiinflamatéria, analgésica, acao
vasorelaxante e anticonvulsiva (ROSAS-ROMERO et al., 2002; SANTOS et al.,
2007; MENEZES et al., 2007).

Neste contexto, o presente trabalho propde a investigacdo do potencial
antineoplasico do extrato etanolico da propolis G6 através da avaliacdo dos seus
efeitos em modelo experimental de melanoma murino, bem como sua agéo inibitéria
frente a diferentes linhagens neoplasicas in vitro e seu possivel mecanismo

citotoxico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

O cancer descreve um grupo heterogéneo de doencas que possuem como
caracteristica singular o surgimento de células anormais que proliferam
descontroladamente, independentes de estimulos externos. Por outro lado, células
normais gerenciam a producdo de promotores do crescimento ou de fatores
inibidores, garantindo o controle proliferativo e funcional do tecido (GUTSCHNER &
DIEDERICHS, 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), esse grupo de
doencas € uma das principais causas de morte, levando a ébito cerca de 7,6 milhdes
de individuos (aproximadamente 13% de todas as mortes) no ano de 2008. Deste
total, 70% das mortes ocorrem em paises de baixa e média renda. As previsdes
indicam gque esses numeros tendem a aumentar com uma estimativa de 13,1
milhdes de mortes no mundo em 2030. Os principais tipos de cancer que levam a
Obito sdo: pulméao (1,37 milhdes), estbmago (736 mil), figado (695 mil), colorretal
(608 mil), mama (458 mil) e cancer cervical (275 mil) (OMS, 2013).

Diversas alteracdes genéticas e epigenéticas direcionam células normais a
malignidade. Tais alteracbes participam em vias oncogénicas, permitindo a
proliferacdo e disseminacdo das células malignas (VALDESPINO-GOMEZ &
VALDESPINO-CASTILLO, 2010). Associados aos fatores genéticos existem
componentes externos que contribuem para a carcinogénese, como: o uso do
tabaco, o consumo de &lcool, o habito alimentar e sedentarismo (estes sé&o
considerados os principais fatores de risco exdégenos para o desenvolvimento de
cancer) (OMS, 2013). Além destes fatores, agentes fisicos, como a radiacdo, e
agentes biologicos, como os virus podem influenciar o processo carcinogénico,
induzindo mutaces em genes que codificam oncoproteinas e proteinas supressoras
de tumor (RALPH et al., 2010; LUO et al., 2013). O envelhecimento € outro fator
relacionado ao cancer, ja que, quanto mais velho o individuo, maior o acumulo de
modificacdes genéticas (mutacbes somaticas) e suscetibilidade a alteracdes
celulares malignas (INCA, 2012).

Para que as células cancerosas tornem-se independentes de sinais

proliferativos, elas adquirem habilidades fisiologicas fundamentais, como:
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autossuficiéncia na produgcéo de fatores de crescimento, insensibilidade a sinais
antiproliferativos, resisténcia a morte programada (apoptose), potencial replicativo
ilimitado, inducdo de angiogénese, invasdo tecidual e metastase (HANAHAN &
WEINBERG, 2011).

A apoptose € um mecanismo de morte celular essencial altamente
conservado e importante para o desenvolvimento normal e a supressao da
oncogénese (CUI et al., 2007). O processo apoptoético pode ser desencadeado por
diferentes estimulos que resultam na ativacdo de caspases, atraves da via
extracelular, por meio de receptores de membrana (e.g., fator de necrose tumoral —
TNF e FAS) ou da via intracelular (via mitocondrial) Considerando que as alteracdes
de vias apoptéticas sdo comuns em tumores, este processo torna-se um alvo para a
terapia do cancer (RUFINI & MELINO, 2011).

2.2 Cancer de pele

O cancer de pele € comumente dividido em dois tipos: o ndo melanoma
(carcinomas basocelular e escamocelular) e 0 melanoma. Aumentos rapidos nas
taxas de incidéncia de neoplasias da pele tém sido observados (VAN DER GEER et
al., 2013). O céancer de pele ndo melanoma € o mais incidente no Brasil,
representando aproximadamente 1/5 dos casos novos de cancer. Sua taxa de
mortalidade é uma das mais baixas por apresentar altos indices de cura. Por outro
lado, o melanoma, responsavel por apenas 5% dos casos de cancer de pele,
apresenta uma alta letalidade pela sua capacidade de desenvolvimento de
metastases (INCA, 2003).

Nos Estados Unidos, a cada ano, mais de 68.000 americanos sao
diagnosticados com melanoma e outros 48.000 séo diagnosticados com uma forma
precoce da doenca que envolve apenas o epitélio de revestimento (carinoma in situ).
Além disso, mais de 2 milhGes de pessoas séo tratadas para carinoma basocelular
ou escamocelular (NCI, 2011).

A exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) é a causa dominante associada as
neoplasias de pele. A principal medida adotada para a prevencao desses canceres é
a reducdo a exposicao solar, embora haja incerteza quanto as variacdes no efeito
desse fator, de acordo com a magnitude e o tempo da exposi¢cao. Para o melanoma,
a incidéncia intermitente e cumulativa extensa ao sol, sobretudo na infancia e
adolescéncia, pode causar o maior risco (GOLDMAN & BENNETT et al., 2001). Este
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tipo de cancer de pele pode surgir ainda em &reas aparentemente protegidas da
exposicdo solar como as genitalias, por exemplo, contrariando o conhecimento
convencional de que sdo associados a radiacdo UV (RAGNARSSON-OLDING,
2004).

2.3 Melanoma Cutaneo

O melanoma € o tipo de cancer de pele mais agressivo, com elevado
potencial metastatico e resisténcia aos agentes citotoxicos. Diversas publicacbes
tém demonstrado o aumento em suas taxas de incidéncia (HOANG &
EICHENFIELD, 2000; FIGUEIREDO et al., 2003; ALGAZI et al., 2010), respondendo
por 80% das mortes por cancer de pele (MORENO NOGUEIRA et al.,, 2013). O
melanoma cutaneo pode ser curado se tratado prematuramente, revelando a
importancia do seu diagndstico precoce (AZEVEDO & MENDONGCA, 1992). Ao
evoluir para o estagio metastatico, seu tratamento torna-se extremamente dificil e
ndo ha terapias atualmente disponiveis (FERRARI JUNIOR et al., 2008; MANDALA
& VOIT, 2013).

A proporcdo de tumores removidos em estagios iniciais tem aumentado
principalmente em paises onde ha& programas educacionais dirigidos aos
profissionais da area médica e a populacdo em geral, levando a uma taxa de
sobrevida em cinco anos para cerca de 90%. Contudo, dados nacionais revelam que
a maioria dos diagndsticos de melanoma é feita em estagios avancados da doenca,
com poucas chances de sobrevivéncia (PEREGRINO et al., 2004).

O melanoma ocorre predominantemente entre caucasianos (PAILOOR et al.,
2012), ocupando o quinto lugar entre os tipos mais comuns de cancer quanto a
diagnésticos novos da enfermidade em homens, e é 0 sétimo tipo mais comum em
mulheres norte-americanas, com estimativas no ano de 2010 de 68.130 mil
diagnosticos de melanoma nos EUA, com 8.700 mil mortes. Neste pais, sdo gastos
aproximadamente 1,9 bilhdes de dodlares a cada ano para o tratamento dessa
doenca (NCI, 2010). No Brasil, de acordo com dados do INCA, no ano de 2012
foram estimados 3.170 novos casos de melanoma cutaneo para homens e 3.060
novos casos para mulheres (INCA, 2012).

O melanoma é um tipo de cancer originado nos melandcitos (células
produtoras de melanina) (INCA, 2012) que pode se iniciar tanto na pele como em

outros tecidos pigmentados (olhos, intestinos, es6fago, meninges, mucosa oral e
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anogenital) (NCI, 2012). A interacao entre diversos fatores exdgenos e endodgenos é
associada ao risco de desenvolvimento desse tipo de cancer. a exposicao
intermitente e cumulativa ao sol (cerca de 65% dos melanomas sao relacionados a
radiacdo UV); exposicdo quimica; a cor da pele e cabelos (peles claras e cabelos
loiros ou avermelhados); alta propensdo a queimaduras e baixa capacidade de
bronzeamento; presenca de nevus (mais de 50 nevos adquiridos), presenca de
nevus grandes maiores que 6 mm, xeroderma pigmentoso e IMuUNOSSUpPressao
(BANDARCHI et al., 2010).

O melanoma primario geralmente apresenta trés fases clinicas e morfologicas
de desenvolvimento: primeiro, os melandcitos transformados proliferam acima da
membrana basal epidérmica; depois, invadem a derme papilar (fases de crescimento
in situ e crescimento radial invasivo); por fim, adquirem a capacidade de crescimento
tumoral (crescimento vertical) (GUERRY IV et al., 1993).

O melanoma cutdneo € subdividido em quatro tipos clinicos principais:
melanoma expansivo superficial (mais frequente), melanoma nodular, melanoma
lentiginoso e melanoma lentiginoso acral, sendo o diagndstico baseado em
avaliacdo clinica e analise anatomopatoldgica levando em consideracdo os niveis
de Breslow (espessura vertical da lesdo em milimetros), e os critérios de Clark
(invasao tumoral nas diferentes camadas da pele) (CHARMICHAEL & WILSON,
1992; TOVO et al, 2005; SPATZ et al., 2010).

O melanoma expansivo superficial € o tipo mais comum (cerca de 50% - 75%
dos casos) e pode acorrer em qualquer local e idade. As lesbes apresentam
pigmentacao variada e disseminacdo pagetdide na epiderme; o melanoma nodular
(cerca de 15% - 35% dos casos) ndo apresenta fase de crescimento radial e pode
ser nodular, polipdide ou pedunculado; o melanoma lentiginoso maligno representa
cerca de 5% - 15% dos casos e ocorre em areas da pele expostas ao sol, como a
face e extremidades superiores de pacientes idosos. E caracterizado por atrofia
epidérmica, com formacdo de ninhos celulares e extensédo aos anexos cutaneos; o
melanoma lentiginoso acral ocorre em superficies palmar, plantar, leito ungueal.
Ulceracbes e melanoniqua podem ocorrer. Representa cerca de 5% - 10% dos
casos, com maior incidéncia entre afro-descendentes e asiaticos (CLARK JR et al.,
1969; BANDARCHI et al., 2010).

Tumores de pele melanoma apresentam aparéncia morfologica e

imunofenotipica heterogénea e suplOe-se que essa heterogeneidade esta
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relacionada a subclones geneticamente diferentes, evolugcdo clonal e o
microambiente do tumor. Essas caracteristicas contribuem para a progressao
tumoral e resisténcia aos tratamentos (KONG et al., 2010). A sequéncia de eventos
em gue melandcitos normais se transformam em células de melanoma ainda é mal
compreendida, mas é sabido que a maioria dos melanomas cutdneos apresenta
mutagdes ativadoras em proto-oncogenes NRAS ou BRAF, componentes da via de
transducdo de sinal Ras-Raf-Mek-Erk (MAPK) (MANDALA & VOIT, 2013),
relacionada com a proliferacéo celular (SILVA et al., 2009).

Outra caracteristica importante relacionada a célula de melanoma é a sua
resisténcia a apoptose, que coincide com a baixa expressdo de proteinas pro-
apoptoticas. Deste modo, moléculas anti-apoptéticas podem proteger essas células
da morte por apoptose além de acentuar seu fenétipo agressivo (PLOTZ et al., 2013;
HARTMAN et al., 2013). Nesses tumores, 0os componentes moleculares associados
a apoptose incluem reguladores positivos (apoptéticos) e negativos (anti-
apoptoticos). Os primeiros incluem moléculas como p53, Noxa, PUMA, Bax, TNF,
TRAIL, Fas/ FasL, PITSLRE, interferons e o c/KIT/SCF. Os ultimos incluem Bcl-2,
Bcl-XL, Mcl-1, NF-KB, survinina, livina e ML-IAP (HUSSEIN et al., 2003).

A resisténcia a quimioterapia em pacientes portadores de melanoma tem sido
associada a efeitos de proteinas anti-apoptéticas da familia Bcl-2 (BEDIKIAN et al.,
2006). O gene Bcl-2 codifica uma proteina integral da membrana mitocondrial
externa envolvida no bloqueio da apoptose em alguns tipos celulares, como

linfocitos (KORSMEYER, 1992; SUTTON et al., 2012; GENE, 2013).

2.4 Terapias convencionais para o tratamento do cancer

Os tratamentos disponiveis e comumente utilizados para o cancer sdo a
radioterapia, a quimioterapia, a imunoterapia e a remoc¢ao cirargica do tumor. A
combinacdo dessas técnicas é necessaria na maioria dos casos. Os agentes
antineoplasicos mais empregados incluem os alquilantes polifuncionais como a
mostarda nitrogenada, as nitrosuréias, a ciclofosfamida, a cisplatina e o bussulfan;
0s antimetabodlitos como a 6-mercaptopurina, o 5-fluoruracil e o metotrexato; os
antibiéticos antitumorais como a mitomicina C, a actinomicina D, a daunorrubicina e
a adriamicina; os inibidores mitéticos como a vincristina, vimblastina e o etoposideo
e outros agentes ndo agrupados em uma classe farmacoldgica especifica, como a

dacarbazina e a L-asparaginase (INCA, 2012), sumarizados na tabela 01.
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Tabela 1. Agentes antineoplasicos mais empregados na clinica, seus mecanismos de acao, suas

indicacdes e efeitos colaterais associados.

Classe Agente Mecanismo Indicagbes Efeitos Colaterais
Farmacoldgica Antineoplésico de Comuns
Acéo
Alquilantes Ciclofosfamida Atuam Carcinoma, Nauseas e vomito;
Clorambucil ligando-se e leucemia, Depresséo da
Mecloretamina inativando o linfomas, medula 6ssea;
Melfalan DNA, inibindo  mieloma, Alopécia;
Tio-TEPA a divisdo neuroblastoma, Ulceracfes nas
Bussulfan celular. neoplasias de mucosas;
ovario, Alteracdes cutaneas;
seminoma de Hepatoxicidade;
testiculo Nefrotoxicidade;
Cardiotoxicidade;
Antimetabdlitos  Metotrexato Substituem ou  Carcinomas, Anorexia;
Azauridina interferem na  leucemias, Alteracoes
Citarabina utilizagdo do rabdomiossarco  heurologicas;
5-fluoruracil metabdlito ma, neoplasias ~ Necrose tecidual;
6-mercaptopurina  essencial, sio  de ovario e Dor;
6-tioguanina denominados  sistema Diarreia;
também de Nervoso. Constipacao
antagonistas intestinal etc.
competitivos.
Hormdnios Fluoximesterona Efeito Neoplasias de
Esteréides Propionato de linfocitico préstata, mama
testosterona (blogueio de e endométrio.
Dietil-estilbestrol mitose),
Etinil-estradiol antiinflamatéri
Prednisona o,
Prednisolona antiedematoso
Hidroxiprogestero , diminui¢&@o
na da atividade
Medroxiprogester  secretora das
ona células

Produtos
Naturais

Outras

Vimblastina
Vincristina
Actinomicina D
Adriamicina
Bleomicina
Mitomicina C
Mitramicina
L-asparaginase

Hidroxiuréia
Isétopos

neoplasicas.

Bloqueio da
mitose
impedindo a
divisdo celular;
inibicdo da
sintese de
RNA.

Bloqueio da
sintese de

Carcinomas,
leucemias,
linfomas,
neuroblastoma,
nefroblastoma,
hepatomas,
sarcomas de
partes moles,
rabdomiossarco
ma, neoplasias
do sistema
nervoso.

Hodgkin,
melanoma,
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radioativos DNA; leucemia,
Mitotano alquilagéo; carcinoma do
Procarbazina supressdoda  cortex adrenal.
BCNU secrecao

aumentada de
esterdides das
supra-renais.

Adaptado de AMATO NETO et al., 1975.

Modalidades atuais de tratamento do cancer utilizam diferentes agentes para
bloguear etapas importantes envolvidas na divisdo celular, assim como etapas
especificas de vias moleculares que séo vitais para a sobrevivéncia das células
cancerosas. Entretanto, a utilizacdo desses agentes pode ser limitada por efeitos
toxicos sob as células normais saudaveis (GUDDATI, 2012). Além disso,
células neoplasicas podem adquirir resisténcia a multiplas drogas (MDR: multidrug
resistance), que pertencem a classes quimicas distintas, mas que sao lipofilicas
como, por exemplo, as antracicilinas, os taxanos, as podofilotoxinas e os alcalbides
da vinca (NOOTER & HERWEIJER, 1991).

A resisténcia adquirida a drogas e/ ou a resisténcia intrinseca primaria é a
maior causa de falha no tratamento do céancer (DIZDAREVIC & PETERS, 2011) e
esta associada a capacidade que as células tém em reduzir o acumulo intracelular
da droga através da expressdo de genes MDR que codificam glicoproteinas de
membrana que funcionam como “bombas” de efluxo para moléculas lipofilicas
(CHIN, et al., 1989).

Apesar das pesquisas significativas a fim de compreender as doencgas
neoplasicas, a taxa de sucesso para medicamentos oncoldgicos é relativamente
muito baixa. Um desafio importante é a concepc¢do de novas substancias quimicas
altamente seletivas para as células cancerosas de modo a minimizar os efeitos
colaterais (DUTT & MADAN, 2013).

2.4.1 Terapias convencionais para o tratamento de melanoma

A dacarbazina foi aceita como medicamento padrdo para o tratamento do
melanoma em 1970, por induzir uma sobrevida de aproximadamente 7 meses
(KUSHNIR & MERIMSKY, 2013). Pouco progresso no tratamento médico de
melanoma metastatico tem sido observado por causa da auséncia de terapias
sistémicas efetivas, devido principalmente a resisténcia de células de melanoma a

apoptose induzida por agentes terapéuticos, tais como a quimioterapia, irradiacao, e
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imunoterapia (ZHANG et al., 2006). Contudo, o entendimento da heterogeneidade
molecular desta doenga e a identificacdo dos varios mecanismos de resisténcia as
terapias especificas apdiam fortemente o uso de abordagens terapéuticas
combinatodrias (HELFAND et al., 2001).

Apesar de extensivas pesquisas e sucesso parcial obtido pelo uso de
anélogos de platina, nitrosoureas, taxanos, alcaldides de vinca e citocinas, a
guimioterapia sobre o0 melanoma invasivo ainda nao é efetiva. Desse modo, a busca
por novas terapias com maior eficacia e poucos efeitos colaterais sdo necessarias
(JANJETOVIC et al., 2011).

O vemurafenibe (Zelboraf®), um inibidor de proteinas oncogénicas BRAF
V600 e membros da familia RAF quinases (ARAF, BRAF e CRAF), foi aprovado pela
FDA em 2011 para o tratamento de pacientes com melanoma mutante BRAF V600
irressecavel ou metastatico (RAVNAN & MATALKA, 2012; DIAS et al.,, 2013).
Contudo, esse inibidor RAF esta associado a aquisi¢do de resisténcia por células de

melanoma BRAF-selvagem e a efeitos colaterais (LE et al., 2013).

2.5 Produtos naturais no tratamento do cancer

Os produtos naturais sdo uma das fontes mais ricas na obtencdo de
substancias eficazes na quimioterapia (CURT, 1996). Estratégias para amenizar ou
reverter processos carcinogénicos através da utilizacdo de substancias naturais ou
sintéticas, individualmente ou como terapias combinadas, emergiram como uma
abordagem promissora para reduzir o risco de cancer (CHATURVEDI et al., 2008).
Cerca de 70% das substancias anticancer conhecidas sdo produtos naturais ou
derivados destes (KARIKAS, 2010).

Em particular, plantas representam a base da medicina tradicional, sendo
utilizadas h& milénios por diversas sociedades com os primeiros registros datando
de cerca de 2600 AC., na Mesopotamia, e que ainda tém grande importancia para o
tratamento de diversas doencas, inclusive para o tratamento do cancer (CRAGG &
NEWMAN, 2013). O potencial de produtos naturais como agentes anticancer foi
reconhecido na década de 1950 pelo Instituto Nacional do Cancer dos EUA (NCI),
que ja identificou cerca de 3000 espécies de plantas que demonstraram atividade
anticancerigena. Desde entéo, varios estudos tem contribuido para a descoberta de
novos produtos naturais com tal potencial (DESAI et al., 2008; FERREIRA et al.,
2011).



21

Os antimitéticos mais estudados tém origem vegetal, como 0s taxanos
(paclitaxel e docetaxel) e os alcaléides da vinca (vincristina e vinblastina) cujo alvo
celular sdo os microtubulos do fuso mitético (RAO et al., 2012). Estes, quando estéo
comprometidos, desaceleram ou blogueiam a mitose e induzem a apoptose
(JORDAN & WILSON, 2004). Um composto sintético derivado da cantaridina,
substancia encontrada em besouros (Mylabris), foi ativa na inducéo da apoptose sob
linhagens humanas de carcinoma hepatocelular (CHIEN et al., 2002).

O potencial quimiopreventivo de substancias de origem vegetal para o
cancer, esta relacionado a grande variabilidade de efeitos biologicos induzidos por
esses compostos como a capacidade antioxidante, antiinflamatoria, reguladora do
sistema imune e hormonal, a supressao da proliferacédo celular e da angiogénese e a
inducdo da apoptose (KHAN et al., 2008; ARAVINDARAM & YANG, 2010; GULLET,
et al., 2010; VADODKAR et al., 2012; WANG et al., 2012; PRATHEESHKUMAR et
al., 2012).

2.6 A propolis

A propolis é uma substancia natural de caracteristica resinosa produzida por
abelhas da espécie Apis mellifera Linnaeus, a partir de exudatos vegetais derivados
de vérias fontes botanicas, contendo em sua composicao cera e saliva de abelhas. E
utilizada na colméia como componente vedante, além de proteger contra a invasao
de intrusos (FRANCHI et al., 2012; SAWICKA et al., 2012).

A prépolis € um dos poucos apoterapicos que manteve sua popularidade
durante um longo periodo de tempo (CASTALDO & CAPASSO, 2002). Os registros
do seu uso pela medicina popular datam de 300 AC. (BANSKOTA et al., 2001).
Devido a sua propriedade antiputrefante, a propolis era utilizada pelos egipcios nos
processos de embalsamamento, para preservar seus mortos. Gregos e romanos
usavam a prépolis como antisséptico e cicatrizante; os incas, como um agente
antipirético e farmacopéias londrinas do século 17 listavam a prépolis como um
medicamento oficial (SFORCIN & BANKOVA, 2011).

Nos dias atuais, a propolis tem sido utilizada por muitos povos no preparo de
alimentos e bebidas com a finalidade de melhorar ou prevenir doencas como o
diabetes mellitus, inflamacdes, doencas cardiacas e cancer (BURDOCK, 1998;
BANKOVA et al., 1998). A partir do conhecimento empirico sobre as suas

propriedades medicinais, a propolis tem sido alvo de diversos estudos cientificos
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com a finalidade de elucidar suas propriedades quimicas e biologicas, determinando
assim, suas possiveis substancias ativas e mecanismos de acdo (SFORCIN et al.,
2005).

A prépolis bruta coletada de uma colméia de A. mellifera € uma mistura de
componentes, apresentando em sua composicdo basica cerca de 50% de resinas
vegetais, 30% de cera de abelha, 10% de 6leos essenciais, 5% de polen e 5% de
detritos de madeira e terra (MONTI et al.,, 1983; CIRASINO et al.,, 1987apud
MENEZES, 2005). As caracteristicas quimicas de uma prépolis sdo variaveis, sendo
determinadas pelas espécies de abelhas envolvidas na sua produgdo e por
condic¢fes fitogeograficas onde a colméia esta inserida, assim como por mudancgas
sazonais, que, por fim, podem interferir em suas propriedades biolégicas (DUARTE
et al., 2003; KUMAZAWA et al., 2004; SIMOES-AMBROSIO et al., 2011).

Um grande numero de trabalhos publicados nos dltimos anos relata as
diferentes propriedades biologicas da propolis provenientes de diversas regides:
atividade antiinflamatoria e imunomodulatoria (MACHADO et al., 2012), antioxidante
(CIGUT et al., 2011), antiviral (SHIMIZU et al., 2008), antifangica (QUINTERO-MORA
et al., 2008), antibacteriana (DIAS et al., 2012), citotéxica e antitumoral (NOMURA et
al., 2001; EL-KHAWAGA et al., 2003; TEERASRIPREECHA et al.,, 2012), dentre
outras.

Os principais compostos quimicos isolados das propolis, no geral, séao
classificados como &cidos alifaticos e aromaticos, flavonoides, alcodis, &cidos
graxos, terpenos, acUcares, aminoacidos e diversos minerais (MENEZES, 2005;
BANKOVA, 2005; SAWICKA et al.,, 2012). A tabela 2 mostra o0s principais
componentes quimicos geralmente encontrados em propolis, assim como alguns
tipos de propolis mais estudados, suas origens geograficas e seus constituintes
quimicos principais.

Tabela 2. Composicdo quimica geral de prépolis, tipos de prépolis mais difundidos, assim como
suas origens geograficas e seus constituintes quimicos principais.

COMPOSICAO TIPOS DE ORIGEM PRINCIPAIS
QUIMICA GERAL (%) PROPOLIS GEOGRAFICA CONSTITUINTES
MAIS
DINFUNDIDOS
Acidos graxos e Europa e Flavonas
Alifaticos (24-26%): América do e Flavononas
Acido glucénico, acido Alamo Norte e Acidos

fosforico, acido Regides nao- cinAmicos e



isofeldrico, acido
glutédmico etc.

Acidos aromaticos (5-
10%):

Acido benzéico, acido
caféico, acido
cinamico, acido
felrico.

Alcoois e Terpenos
(2-3%):

Glicerol, a-cedrol,
xilitol, eritritol etc.

Flavonoides (18-
20%):

Crisina, apigenina,
galangina, astaxantina
etc.

AcuUcares (15-18%):
D-altrose, D-glucose,
maltose, D-frutose,

arabinopiranose etc.

Esteres (2-6%):
Acido caféico fenetil
éster, acido cinamico,
3-metoxi-4-cinamato
etc.

Vitaminas (2-4%):
A, Bl1,B2,E, C, PP

Microelementos (0,5-
2%):

Aluminio, cobre,
magneésio, cromo,
niquel, ferro,
manganés etc.

Outros (21-27%):
Cicloexanona,
ciclopenteno, butano,
L-prolina, guanidina
etc.

Verde (alecrim)

Brasileira

Bétula

Vermelha

Mediterranea

“Clusia”

H

“Pacifico’

tropicais da

Asia

Nova Zelandia

Brasil

Russia

Brasil
Cuba
México

Sicilia
Grécia
Creta
Malta

Cuba
Venezuela

Regibes do
Pacifico
(Okinawa,
Taiwan,
Indonésia)

seus ésteres

Acidos p-
cumarinicos
prenilados
Acidos
diterpenos

Flavonas e

flavonoides

Isoflavondides

Diterpenos

Benzofenonas
polipreniladas

C-fenil-
flavononas

Tabela adaptada de (SFORCIN e BANKOVA, 2011; SAWICKA et al., 2012).
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O CAPE (acido caféico), um acido aromatico constituinte da propolis, foi
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capaz de induzir a apoptose e suprimir a transformacdo tumoral de células
(NOMURA et al., 2001). Outros estudos demonstraram a atividade anticancerigena
de flavonéides (SUN et al., 2012; ZHANG et al., 2013). Uma grande variedade de
terpendides (terpenos), fitoquimicos de origem natural usados tradicionalmente pela
medicina popular chinesa e indiana, tém exibido citotoxicidade sobre varios tipos de
células tumorais, além de prevenir e tratar diversos tipos de cénceres (RABI &
GUPTA, 2008; THOPPIL & BISHAYEE, 2011).

Recentes trabalhos evidenciam o potencial citotoxico de extratos etandlicos
de propolis sobre células de glioblastoma humano, assim como seu efeito sinérgico
junto a termozolamida (BORGES et al., 2011; MARKIEWICZ-ZUKOWWSKA et al.,
2013), aumentando a atividade inibitoria desse alquilante no tratamento de tumores
cerebrais e melanoma metastatico (NAJMAN & GADELHA, 2002). Embora varios
estudos demonstrem diversas atividades bioldégicas da propolis ou de seus
componentes isolados, ainda n&do existem dados que revelem a utilidade dessas
substancias na clinica (SFORCIN & BANKOVA, 2011). Paradoxalmente, devido a
tantas atividades bioldgicas simultaneas atribuidas a propolis, existe a desconfianca
de médicos e outros profissionais em relacao a eficacia da mesma (PEREIRA et al.,
2002).

2.6.1 A propolis G6 baiana

No Brasil, as propolis de A. mellifera foram classificadas em 12 tipos, de
acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas e regides de origem: cinco tipos da
regido sul; seis tipos da regidao nordeste; um tipo das regides sudeste e oeste
brasileira (PARK et al., 2002).

A prépolis brasileira do grupo seis, obtida da regido de Mata Atlantica do
Estado da Bahia, na regido nordeste do Brasil (prépolis G6), possui caracteristicas
distintas de outros tipos de propolis, principalmente pela auséncia de flavondides e
presenca de acidos graxos (DUARTE et al., 2003; CASTRO et al., 2009).

Embora os flavondides sejam considerados um dos principais componentes
antimicrobianos da propolis (FERREIRA JUNIOR et al., 2006), uma sub-fracio
caracterizada como uma benzofenona poliprenilada foi identificada e apresentou
uma importante atividade antimicrobiana em S. aureus e S. mutans, através da
inibicdo de glucosiltransferases in vitro (DUARTE et al., 2003; CASTRO et al., 2009).
PARDO-ABREU e colaboradores (2011), demonstraram a atividade citotoxica da

gutiferona-A (uma benzofenona poliprenilada) sobre células HepG2 de carcinoma
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hepético humano.

O potencial inibitorio do extrato etandlico obtido de amostras da préopolis verde
coletada no estado de Sao Paulo foi testado sobre células HEp-2 de carcinoma
laringeo, demonstrando efeito citotoxico (BUFALO et al., 2007). Em outro trabalho,
MESSERLI e colaboradores (1997) avaliaram o efeito do extrato etandlico seco da
propolis verde e de um dos seus principais componentes, a artepilina-C, sob a
inibicdo do desenvolvimento de neurofibroma humano em modelo xenogréafico

murino, assim como sob o bloqueio das proteinas oncogénicas PAK1.

Trabalhos tém evidenciado o potencial inibitério das prépolis brasileiras e de
alguns dos seus componentes sobre diversos tipos de células neoplasicas, como
demonstradas por LI e colaboradores (2008). De acordo com KAMIYA e
colaboradores (2012), o extrato etandlico da propolis vermelha brasileira e seu
componente isolado, o acido caféico éster fenetil € capaz de induzir apoptose em
células de carcinoma mamario MCF-7. Ainda ndo existem estudos semelhantes que
demonstrem estas atividades bioldgicas para a prépolis G6 originada da regido de
Mata Atlantica, situada no Estado da Bahia, Brasil, embora a atividade
antimicrobiana de uma substancia isolada a partir da prépolis G6 baiana ja tenha
sido relatada por CASTRO e colaboradores (2009).
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3 OBEJTIVOS

3.1 Geral

Investigar o potencial da propolis G6 baiana em inibir a proliferacéo de células

neoplasicas in vitro e em modelo experimental de melanoma.

3.2 Especificos

e Avaliar o potencial citotéxico in vitro do extrato etandlico da prépolis G6
sob células neoplasicas e células normais;

e Avaliar o efeito da prépolis G6 sobre os mecanismos de apoptose em
células B16-F10.

e Avaliar a toxicidade e o efeito do extrato etandlico da prépolis G6 sob o
desenvolvimento neoplasico em modelo experimental de melanoma

subcutaneo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BI/6 machos e
fémeas, com idade entre 08 — 12 semanas, fornecidos pelo CPqGM/Fiocruz. Os
animas foram mantidos no biotério da instituicho, em sala climatizada com
temperatura controlada (22 + 2° C), ciclo claro/ escuro de 12 h, agua e alimentagéo
ad libitum durante todo o periodo do experimento. O nimero de animais utilizado foi
reduzido ao minimo cientificamente aceito. Os protocolos experimentais foram
revisados e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais do CPqGM, sob o
n° L-IGM-012/ 09.

4.2 Células
As linhagens celulares utilizadas nos ensaios de citotoxicidade e atividade

antineoplasica foram doadas pelo Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo, SP, Brasil e

estéo listadas quanto ao histotipo e origem na tabela 3.

Tabela 3. Células utilizadas nos ensaios in vitro.

LINHAGEM HISTOTIPO ORIGEM
HepG2 Carcinoma hepatocelular Humana
HL-60 Promieloblasto/ Leucemia promielocitica aguda Humana
K562 Mieloblasto/ Leucemia mielogénica crénica Humana
Daudi Linfoblasto/ Linfoma de Burkitt Humana
B16-F10 Melanoma Murina

Esplendcitos Linfécitos, macrofagos e outros Murina

PBMC Linfécitos Humana

4.3 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram mantidas em garrafas de
polipropileno, contendo meio RPMI 1640 (Life Technologies, Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF, Cultilab,
Campinas, SP, BRA) e 50 ug/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, BRA),
em estufa umidificada a 37° C e 5% de CO,. O crescimento celular foi acompanhado
diariamente com auxilio de microscopio o6tico invertido e a troca do meio de cultivo
ocorreu sempre que o limite de confluéncia das células fosse alcancado, ou

houvesse necessidade de repor nutrientes. Para a manutengdo das linhagens
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aderentes (HepG2 e B16-F10), foi utilizada uma solugdo de tripsina EDTA a 0,25%
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) para destacar as células das garrafas de

cultura.

4.4 Propolis G6 baiana
Amostras brutas de propolis G6 produzida por abelhas Apis mellifera,

originadas da area de Mata Atlantica, cidade de Entre Rios, Bahia, S 11° 56’68 e WO
38° 04’94, na regido nordeste brasileira foram coletadas nos meses de outubro, nos
anos de 2010 e 2011. ApGs a coleta das amostras de propolis, todo o material foi
armazenado a -20°, enviado para processamento, analise quimica e producao do
extrato etandlico no Laboratorio de Bioquimica, Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, da
Universidade de Sao Paulo (ESALQ — USP), sob supervisdo do Doutor Severino

Matias de Alencatr.

4.5 Avaliacao in vitro do potencial citotéxico

A avaliacdo da atividade citotoxica do EEPG6 foi realizada em quatro
linhagens tumorais humanas (HepG2, HL-60, K562, Daudi) e em uma linhagem de
melanoma murino (B16-F10). Além das linhagens tumorais, culturas primarias de
esplendcitos de camundongos C57BI/6 sadios e células mononucleares humanas de
sangue periférico foram utilizadas. O ensaio foi realizado através do método de
incorporacdo de metil-[*H]-timidina ou timidina tritiada. A doxorrubicina foi usada
como controle positivo (Novafarma, Anapolis, GO, Brasil) e as culturas nao-tratadas
com as substancias avaliadas receberam apenas o veiculo utilizado para solubiliza-
las (1% de DMSO, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil).

4.5.1 Avaliacdo da citotoxicidade em células tumorais

Inicialmente, células da linhagem B16-F10 e HepG2 foram adicionadas a
placas de 96 pocos (0,7 x 10° células/mL) e incubadas por 24 horas para aderéncia.
Culturas de células ndo aderentes (HL-60, K562 e Daudi) também foram realizadas
apos este periodo (0,3 x 10° células/mL). Todas as culturas foram tratadas por um
periodo de 72 horas com as substancias a uma concentragao inicial de 100 pg/mL.
Seis diluigbes subsequentes em triplicatas numa proporc¢éo de 1:3 foram realizadas.
Para a avaliacdo da cinética proliferativa, trés periodos foram estabelecidos: 24, 48 e
72 horas pos-tratamento. A timidina tritiada (1 uCi/ pogo) foi adicionada as culturas 6
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horas antes do término de cada tempo de tratamento citado. Posteriormente, as
células foram transferidas para placas-filtro com o auxilio de um coletor de células
(Brandel, Inc. Gaithersburg, MD, EUA), onde permaneceram por um periodo de 24
horas para a secagem dos filtros e 50 puL de um liquido cintilador Hidex Maxilight
(PerkinElmer Life Sciences, Groningen, GE, Netherlands) foram adicionados aos
pocos. A incorporacdo de timidina tritiada foi obtida através de um contador-g
CHAMELEON V (Mustionkatu 2, TURKU, Finland) e mensurada pelo software
Mikrowin Hidex 2000 v. 4.38 (Microtek Laborsysteme GmbH, Overath, Germany). O
porcentual antiproliferativo foi determinado pela relagdo da radioatividade
expressada pelas células tratadas e nado tratadas, assim como os valores da Clsg
(concentracéo da droga capaz de inibir 50% da populacdo exposta).

4.5.2 Avaliacdo da citotoxicidade em células normais

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos em células normais obtidas por
culturas primarias, 3 x 10° esplendcitos/mL de camundongos da linhagem C57BI/6 e
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) na densidade 0,3 x 10°
células/mL foram utilizadas. As células foram adicionadas a placas de 96 pocos e,
apos 24 horas, o tratamento e outras etapas do procedimento experimental
ocorreram como descritos previamente no item 4.5.1.

e Obtencédo de PBMC

Amostras de sangue foram coletadas e por protocolo padrdo de gradiente de
densidade com uso de Ficoll (Ficoll-Paque Plus, GE Helthcare Bio-Sciences AB,
Suécia), as células mononucleares foram isoladas. Apos a separacao, as PBMCs
foram lavadas duas vezes com solucdo salina a 0,9%, ressuspensas na
densidade desejada em meio RPMI suplementado com 20% de SBF e 50 pg/mL
de gentamicina. Para induzir a divisdo celular de linfocitos, 10 pg/mL de
concanavalina-A (ConA, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) foram
adicionadas as culturas.
e Obtencédo de esplenécitos

Camundongos da linhagem C57BI/6 foram eutanasiados em camara de CO,,
0os bacos foram retirados por incisédo cirurgica e adicionados a placas de Petri
contendo 8 mL de meio RPMI e 50 pg/mL de gentamicina. Com o auxilio do
émbolo de seringa estéril, os bagos foram macerados, as células foram lavadas
com meio RPMI, ressuspendidas na densidade desejada em meio RPMI,

suplementado com 20% de SBF e 50 ug/mL de gentamicina.
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4.6 Avaliacdo da atividade citotoxica do EEPG6 e do seu mecanismo de
acao em células B16-F10

Para os ensaios que se seguem, células da linhagem B16-F10 (0,7 x 10°
células/ mL) foram tratadas apds um periodo inicial de 24 horas em estufa a 37° C e
a 5% de CO, com concentragbes do EEPG6 (12,5; 25 e 50 pg/mL) previamente
estabelecidas com base no valor da Clsp (25 pg/mL). A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi
utilizada como droga de referéncia e o grupo controle negativo recebeu apenas o
veiculo (0,1% DMSO) usado para solubilizar as substancias testadas. O tratamento
ocorreu por um periodo de 24 horas, com excec¢do do experimento descrito abaixo,
no item 4.6.1.

4.6.1 Avaliacdo da proliferacdo de células B16-F10 - método de MTT

Células B16-F10 foram adicionadas a placas de 96 pocos e tratadas por 24,
48 e 72 horas. Ao término de cada periodo de incubacdo, as placas foram
centrifugadas por 1500 rpm e 10 minutos, o0 sobrenadante foi retirado e cada pogo
recebeu 150 pL de meio fresco (RPMI 1640 sem fenol red, GIBCO) contendo 0,5
mg/mL de MTT (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA). As placas foram incubadas
por mais 3 h e centrifugadas novamente. O sobrenadante foi desprezado e para
solubilizar o precipitado de formazan gerado, 150 pL de DMSO foram adicionados
aos pocos. A absorbéncia correspondente ao numero de células viaveis foi
mensurada apos 30 minutos em espectrofotometro (SpectraMax 190 Microplate
Reader, Molecular Devices, EUA) a 595 nm (MARINHO-FILHO et al., 2010).

4.6.2 Avaliacao da viabilidade celular e da influéncia de ROS apdés tratamento

de células B16-F10 com EEPG6 — Contagem por Trypan Blue

Células B16-F10 foram adicionadas a placas de 24 pocos por um periodo de
24 h para atingirem confluéncia. Apés este periodo, as células foram tripsinizadas
(tripsina a 0,25%), centrifugadas por 1500 rpm e 10 minutos, lavadas e
ressuspendidas em 90 pL de meio e 10 pyL do corante trypan blue. Para avaliar a
interferéncia de ROS sobre o efeito da EEPG6, as células foram pré-tratadas com
um agente antioxidante: NAC (N-acetil-L-cisteina) a 5 mM, 1 h antes das
substancias serem adicionadas. Em seguida, a contagem (100 células por amostra)
foi realizada levando em consideracdo a exclusdo do trypan por células viaveis, em
camara de Neubauer, por meio de microscopio 6tico (Olympus CX41). A
porcentagem de células viaveis foi determinada em relacéo ao controle ndo tratado.

4.6.3 Analise morfolégica — Coloracao por hematoxilina e eosina
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Apbés o periodo de tratamento com o EEPG6, células B16-F10 foram
tripsinizadas e uma aliquota (90 pL) de cada amostra foi citocentrifugada a 2000 rpm
por 5 minutos. A fixacdo das células foi realizada com metanol por 1 minuto, as
laminas foram coradas com hematoxilina e eosina, e entdo, com o auxilio de
microscoépio 6tico (OlympusBX41, Toquio, Japdo) as alteracdes morfologicas foram
avaliadas (FERREIRA et al., 2011).

4.6.4 Andlise morfolégica por microscopia de fluorescéncia - Laranja de
Acridina/ Brometo de Etidio (LA/BE)

Apés o periodo de tratamento de 24 h, as células B16-F10 foram

tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
descartado apos centrifugacao. As células foram ressuspendidas em 20 pL de meio.
Uma solugéo (2 pL) contendo 100 pg/mL de laranja de acridina/ LA (Sigma Chemical
Co. St Louis, MO, EUA) e brometo de etidio/ BE (Sigma Chemical Co. St Louis, MO,
EUA) foi adicionada as amostras. A analise dos tipos celulares presentes foi
realizada em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX41), através de contagem
diferencial de 300 células por amostra, seguindo a classificacdo: células viaveis,

células apoptéticas e células em apoptose tardia/ necroticas.

4.6.5 Avaliacao do perfil de morte celular — Externalizacio de fosfatidilserina

A avaliacdo do perfil de morte celular (apoptose/ necrose) foi realizada pela
técnica de citometria de fluxo. Células B16-F10 foram tratadas com o EEPG6. Apos
o tratamento, as células foram marcadas com anexina V-FITC e iodeto de propidio
(PI) (BioSource, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. As células foram
adquiridas e analisadas no citbmetro de fluxo FACSCalibur através software
CellQuest (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EUA). A proporcao de
células em apoptose foi determinada pela porcentagem de anexina quantificada,
apos a exclusdo das células positivas para iodeto de propidio (necrose/ apoptose

tardia).

4.6.6 Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial

Apos o tratamento por 24 h com o EEPG6, células B16-F10 foram diluidas
numa solucéo de rodamina 123 (5ug/mL em salina a 0,9%) e incubadas a 37°C na
auséncia de luz por 15 minutos. Apés esse periodo, as células foram centrifugadas a

1200 rpm por 5 minutos e uma incubacé&o adicional de 30 minutos, no escuro a 37°C
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em salina a 0,9% foi realizada. Logo em seguida, a emissédo de fluorescéncia foi
detectada por citometria de fluxo.

4.6.7 Ensaio de ativacdo de caspase-3

A atividade de caspase-3 foi avaliada através do kit colorimétrico de protease,
de acordo com as recomendacdes do fabricante (BioVision). O método é baseado na
deteccdo espectrofotométrica do cromoéforo p-nitroanilida (pNA) apos clivagem dos
substratos X-pNA, onde X representa a sequéncia de aminoacidos reconhecidos por
caspases especificas: Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-pNA para a caspase-3. Inicialmente,
células B16-F10 tratadas com o EEPG6 por 24 h foram centrifugadas e lisadas em
gelo. A quantidade de proteina no lisado foi determinada utilizando-se o ensaio para
dosagem de proteina pelo método ja descrito por Bradford (BRADFORD, 1976). Em
seguida, 100 pg de proteinas foram incubadas com o substrato em placa de 96

pocos. A densidade 6ptica das amostras foi medida a 405 nm em espectrofotdmetro.

4.6.8 Andlise do ciclo celular

A determinacdo do conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases
do ciclo celular, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o PI (iodeto de
propidio) como agente fluorogénico. Apos 24 h de tratamento com o EEPG6, o
sobrenadante foi coletado, os pog¢os foram lavados com solugéo salina a 0,9% de
NaCl, as células foram tripsinizadas (tripsina EDTA a 0,25%) e centrifugadas
juntamente com o sobrenadante por 5 minutos e 1200 rpm. As células foram diluidas
com a solucédo de lise (200 pL) contendo 0,1 % de triton X-100 e 2 ug/mL iodeto de
propideo em PBS, na auséncia de luz e a 37°C. Ap6s 30 minutos, as células foram
adquiridas e analisadas em citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson

Biosciences, San José, CA, EUA) através do software CellQuest.

4.7 Avaliacao da toxicidade aguda e atividade antineoplasica in vivo do
EEPG6

e Avaliacdo da toxicidade aguda do EEPG6

Antes da indugdo do modelo de tumor cutaneo, concentragdes diferentes (200
— 1600 mg/kg) do EEPG6 foram utilizadas com o objetivo de determinar a dose letal
para 50% (DLsg) dos animais tratados — Teste de toxicidade aguda. A avaliacao foi
feita com base em sinais toéxicos de carater geral (tremor, convulsdo, piloerecéao,

ptose, efeitos sobre a respiracdo, movimentacdo, tbnus muscular e morte),
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apresentados pelos animais ap6s 24 h da administracao oral do EEPGS6.

e Avaliacdo da atividade antineopléasica in vivo do EEPG6

Para avaliar a atividade antineoplasica do EEPGS6, células B16-F10 (5 x 10°
células/ 0,2 mL) foram injetadas pela via subcutanea no dorso de camundongos
fémeas da linhagem C57BI/6, com idade entre 8 — 12 semanas. Os camundongos
foram divididos em quatro grupos, cada um composto por 10 animais: 0 grupo
veiculo foi tido como o controle negativo e recebeu 100 uL de propilenoglicol; os
grupos EEPG6 foram tratados com o extrato da propolis nas doses de 100 mg/kg e
200 mg/kg (o extrato foi solubilizado em uma solucdo de propilenoglicol e alcool
etilico, em porcentagens de volumes de 95% e 5%, respectivamente); o quarto grupo
recebeu uma droga de referéncia ja usada na clinica para o tratamento de diversas
neoplasias malignas, a ciclofosfamida, na dose de 20 mg/kg. A ciclofosfamida foi
solubilizada em solugdo salina a 0,9% de NaCl. A relagdo dos grupos esta
sumarizada na tabela 4. O tratamento foi realizado durante os 14 dias consecutivos
apos o dia do transplante, com administracdo diaria por via oral. Apos 14 dias de
tratamento, todos os animais foram eutanasiados, sendo realizada prévia anestesia
com 10 mg/kg de xilazina (Cristalia, SP, Brasil) e 90 mg/kg de quetamina
(Vertbrands, SP, Brasil). Os tumores foram retirados e fixados em formol a 10% em

placas de petri, para mensuracdo das massas.

Tabela 4. Identificagdo dos grupos experimentais definidos para a avaliagdo in vivo da
atividade antineoplasica do EEPGS6.

GRUPO DOSE/ VOLUME VIA DE
ADMINISTRADO ADMINISTRACAO
Veiculo/Controle 100 pL ORAL

Negativo (CN)

EEPG6 (200) 200 mg/Kg (100 pL) ORAL
EEPG6 (100) 100 mg/Kg (100 pL) ORAL
Ciclofosfamida / 20 mg/Kg (100 pL) ORAL

Controle Positivo (CP)
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4.8 Andlise Estatistica

Os dados foram comparados por ANOVA seguida pelos testes de Bonferroni
ou Tukey (p < 0,05), apresentados como a média + erro padrédo da média (E.P.M).
Os valores de Clsy foram obtidos por regressao néo linear, através do programa
GRAPHPAD PRISM 5.01 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade citotdxica in vitro em células normais e em
diferentes linhagens de células neoplasicas apés tratamento com o EEPG6
A tabela 5 apresenta os valores de Clsy encontrados no ensaio de

citotoxicidade da propolis G6 e da doxorrubicina sobre células normais e diferentes
linhagens de células neoplasicas. A propolis G6 foi citotoxica para todas as linhagens
neoplasicas, com valores de Clso que variaram de 13,2 ug/mL a 24,1 pg/mL para as
linhagens de HepG2 e B16-F10, respectivamente. A doxorrubicina, utilizada como
droga de referéncia, também apresentou citotoxicidade em todas as linhagens
tumorais testadas, com valores de Clso que variaram de 0,2 pg/mL a 2,3 pg/mL para
as linhagens de HepG2 e Daudi, respectivamente.

Ao analisar a atividade citotoxica da prépolis G6 sobre células normais foram
encontrados valores de Clso para 0 EEPG6 de 15,9 pg/mL para esplendcitos e 10,0
pug/mL para células do sangue periférico (PBMC). Para a doxorrubicina, o valor de
Clso foi de 4,3 pg/mL para esplendcitos, enquanto que para PBMC, o valor de Cls foi
de 3,4 pg/mL. Esses resultados demonstram que o extrato avaliado ndo apresenta
seletividade em relacéo as linhagens neoplasicas testadas.

Apesar do EEPG6 ter apresentado valores de Clsy considerados satisfatorios
para todas as linhagens neoplasicas testadas, 0os experimentos subsequentes foram
realizados com células da linhagem B16-F10 de melanoma, pelo seu alto potencial
metastéatico e pela possibilidade dessa linhagem ser avaliada tanto in vitro como in

Vivo.
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Tabela 5. Atividade citotéxica do EEPG6 e da doxorrubicina sobre linhagens de células

neoplasicas e em células normais.

Linhagem Celular Clso (ug/mL) £ E.P.M (Erro Padrédo da Média)
EEPG6 Doxorrubicina

*B16-F10 24,1+1.3 0,4+0,2
HepG2 132+14 0,2+ 0,05
Daudi 19,8+1,8 2,3+0,6
HL-60 20,8+1,8 0,9+0,2
K562 16,4+4,2 1,6+0,3
*Esplendcito 159+0,9 4,3+19
PBMC 10,0+1,4 3,4+0,9

Valores de Clsp + E.P.M de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

*Células de origem murina.
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5.2 Avaliacdo da atividade citotoxica do EEPG6 e do seu mecanismo de
acao em células B16-F10
5.2.1 Avaliagdo da proliferacéo de células B16-F10 - Método de MTT

A figura 1 apresenta os valores de proliferacdo de células B16-F10 tratadas
com EEPG6 (12,5; 25 e 50 pug/mL) e a doxorrubicina. De acordo com os dados
obtidos nesse ensaio é possivel afirmar que o EEPG6 nas concentracbes de 25
png/mL e 50 pg/mL foi capaz de inibir de modo significativo a proliferacdo celular
gquando comparadas ao controle ndo tratado, em todos os tempos avaliados. Na
menor concentragdo (12,5 pg/mL) testada, o EEPG6 inibiu a proliferagéo celular de
modo significativo em relacdo ao controle n&o tratado a partir do tempo de 48 h. A
doxorrubicina a 0,3 pg/mL (droga de referéncia) inibiu a proliferacdo de B16-F10

significativamente apos 24 h e 72 h de tratamento quando comparada ao controle.

KRR
¥

Figura 1. Inibicdo da proliferacdo de células B16-F10 tratadas com o EEPG6. Células foram
tratadas com diferentes concentracdes do EEPG6 (12,5; 25 e 50 pg/mL). A proliferacdo celular foi
observada com base nos valores de conversdo de MTT. A doxorrubicina (0,3 pug/mL) foi utilizada
como droga de referéncia e o controle negativo foi tratado com o veiculo (0,1 % DMSO) utilizado para
solubilizar as substancias. A inibicdo da proliferacdo celular foi observada em trés tempos de
tratamento (24, 48 e 72 horas). Os dados representam a média =+ E.P.M de dois experimentos
independentes realizados em triplicata. *P < 0,05 quando comparado ao grupo controle por ANOVA

seguido pelo pés-teste de Bonferroni.
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5.2.2 Avaliacdo da viabilidade de células B16-F10 — Contagem por Trypan

Blue

A viabilidade de células B16-F10 foi realizada com a finalidade de confirmar o
efeito antiproliferativo do EEPG6, com base na exclusédo do corante trypan blue. De
acordo com a figura 6 € possivel observar uma reducgédo significativa do numero de
células vidveis quando tratadas com as maiores concentracdes do EEPG6, assim
como, quando tratadas com a doxorrubicina (0,3 pg/mL). ApGs 24 horas de
tratamento com as concentracdes de 25 pug/mL e 50 pg/mL, houve uma reducéo da
viabilidade celular em aproximadamente 45% e 60%, respectivamente, quando
comparado ao controle negativo. A menor concentragéo (12,5 pg/mL) do EEPG6 nao

foi capaz de reduzir significativamente o nimero de células viaveis.
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Figura 2. Efeito do EEPG6 sobre a viabilidade de células B16-F10. Células foram tratadas com
diferentes concentragbes do EEPG6 (12,5; 25 e 50 pg/mL) por 24 horas. A viabilidade celular foi
determinada pelo teste de exclusdo do corante trypan blue. A doxorrubicina (0,3 pug/mL) foi utilizada
como droga de referéncia. O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para solubilizar as
substancias (0,1% DMSO). Os dados apresentam a média + E.P.M de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. *P < 0,05 quando comparado ao grupo controle por ANOVA
seguido pelo pés-teste de Bonferroni.
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5.2.3 Andlise morfoldgica - Coloracdo com hematoxilina-eosina

A capacidade do EEPG6 em alterar a morfologia celular apés 24 horas de
tratamento foi avaliada apds a analise microscopica de células B16-F10 coradas
com hematoxilina e eosina (Figura 3). Alterac6es caracteristicas de apoptose como a
condensacao de cromatina e a fragmentagcao nuclear foram mais evidentes quando
as células foram tratadas com as maiores concentracfes da propolis (25 e 50
png/mL). Como esperado, o tratamento com a doxorrubicina (0,3 pg/mL) também foi
capaz de alterar a morfologia celular de acordo com as condi¢des citadas para o
EEPGS6, tipicas de processo apoptatico.

Figura 3. Aspectos morfolégicos de células B16-F10 apo6s tratamento com o EEPG6. Células
B16-F10 foram tratadas por 24 h com o EEPG6 nas concentracdes de 12,5 pg/mL, 25 pg/mL e 50
pg/mL (C, D e E, respectivamente). A doxorrubicina a 0,3 pg/mL (B) foi usada como droga de
referéncia. O efeito das substancias sobre a morfologia celular foi avaliado por comparacdo ao
controle (A) tratado apenas com o veiculo utilizado para diluir as substancias. As setas indicam
alteracdes morfoldgicas caracteristicas de processo apoptético.



40

5.2.4. Analise morfolégica por microscopia de fluorescéncia — Laranja de
Acridina/ Brometo de Etidio (LA/BE)
As alteracdes morfologicas também foram investigadas através da marcacgao

com laranja de acridina/brometo de etidio por microscopia de fluorescéncia (Tabela
6). A porcentagem de células viaveis, apoptéticas e necroticas foi calculada. A
morfologia normal foi observada em cerca de 75,8% das células B16-F10 nao
tratadas. Apos o tratamento por 24 horas com o EEPG6 nas concentraces de 12,5
pg/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL, foi observada uma redugédo da viabilidade celular,
assim como um aumento do numero de células em apoptose 34,7%, 57,7% e
67,7%, respectivamente quando comparado ao controle ndo tratado. A doxorrubicina
(0,3 ng/mL) utilizada como droga de referéncia, também reduziu a viabilidade celular

e induziu o aumento de células em apoptose, como esperado.

Tabela 6. Alteracdes morfolégicas em células B16-F10 induzidas pelo EEPG6.

Viabilidade celular

Viavel Apoptose Apoptose Tardia/
Necrose
Controle 75,8+ 3,5 10,0+ 2,1 141+15
Doxorrubicina 498+ 1,7* 396+16* 11,3+0,3
EEPG6 12,5 ug/mL 534+92* 34,7+9,7* 11.8+x1,4
EEPG6 25 pg/mL 32,6+53* 57,7+5,6* 9,8+0,6
EEPG6 50 pg/mL 19,1+3,8* 67,7+32* 13,4+0,9

Dados apresentados como porcentagens de células viaveis, apoptéticas e
apoptoticas tardias/ necroticas + E.P.M de trés experimentos independentes. *P <
0,01 quando comparado ao controle negativo por ANOVA seguido pelo pos-teste de

Bonferroni.



41

5.2.5 Avaliacao do perfil de morte celular — Externalizacdo de fosfatidilserina

A avaliacao do perfil de morte celular foi avaliada a partir da externalizacdo da
fosfatidilserina (Figura 4), através da ligacdo de anexina V a fosfolipidios de
membrana celular. Os resultados obtidos demonstram maior exposicdo de
fosfatidilserina em células B16-F10 tratadas com as maiores concentracdes do
EEPG6 (25 e 50 pg/mL) apos 24 horas, com porcentagens meédias de anexina
positiva em torno de 20% e 32%, respectivamente, quando comparadas ao grupo

nao tratado.
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Figura 4. Efeito do EEPG6 sobre externalizagcdo de fosfatidilserina da membrana celular em
células B16-F10. Células foram tratadas com diferentes concentracdes do EEPG6 (12,5; 25 e 50
pg/mL) por 24 h e a externalizacdo da fosfatidilserina foi determinado por citometria de fluxo. O
controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para diluir as substancias. A doxorrubicina
foi usada como droga de referéncia (Dox = 0,3 pg/mL). Os valores correspondem a média + E.P.M de
trés experimentos independentes. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento. * P < 0,05
guando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por pos-

teste de Bonferroni.
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5.2.6 Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial

O potencial transmembranico mitocondrial foi determinado por retencao do
corante rodamina 123, analisado em citbmetro de fluxo. A figura 5 representa a
despolarizacdo mitocondrial em células B16-F10 tratadas com as concentracdes de
25 pg/mL e 50 pg/mL testadas do EEPG6 apdés 24 h de tratamento, quando
comparadas ao controle ndo tratado. Além disso, o tratamento com a maior
concentracdo do EEPG6 (50 pg/mL) induziu uma taxa de despolarizacéao

significativa em relacéo a droga de referéncia, a doxorrubicina.
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Figura 5. Efeito do EEPG6 sobre o potencial transmembranico mitocondrial de células B16-
F10. Células foram tratadas com diferentes concentra¢cdes do EEPG6 (12,5; 25 e 50 pug/mL) por 24
horas e o potencial transmembréanico foi determinado por citometria de fluxo por incorporacédo da
rodamina 123. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para diluir as
substancias. A doxorrubicina foi usada como droga de referéncia (Dox = 0,3 pg/mL). Os valores
correspondem a média = E.P.M. de dois experimentos independentes, em duplicatas. Dez mil eventos
foram analisados em cada experimento. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo

por ANOVA (analise da variancia) seguido por pOs-teste de Bonferroni.
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5.2.7 Ativacao de Caspase-3

A atividade da caspase-3 tem importante papel na inducdo da apoptose, ja
gue esta € responsavel pela clivagem de varios componentes celulares relacionados
ao reparo e controle do DNA. Assim, a dosagem da caspase-3 permite o estudo de
mecanismos apoptoticos (MEHMET, 2002). Como pode ser observado na Figura 6,
houve uma ativacéo significante da caspase-3 apos 24 horas de tratamento com 50
png/mL do EEPG6 e em células tratadas com a doxorrubicina a 0,3 pg/mL. Esse dado
sugere a participacdo da caspase-3 na apoptose de células B16-F10 induzida pelo
EEPGG.
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Figura 6. Efeito do extrato etandlico da prépolis G6 sobre a ativacdo da caspase-3 em células
do melanoma B16-F10 ap6s 24 horas de incubacdo. No grupo controle foi utilizado apenas o
veiculo (DMSO) para diluir o EEPG6. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como a droga de
referéncia (Dox). Os valores correspondem a média + E.P.M. de dois experimentos independentes
realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA

(analise da variancia) seguido por comparacdo multipla de Tukey.
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5.2.8 Analise do ciclo celular

O efeito do EEPG6 sobre a progressao das fases do ciclo celular foi avaliado
por citometria de fluxo através da incorporacdo de iodeto de propidio. A tabela 7
mostra os resultados encontrados. O EEPG6 induziu parada do ciclo celular na fase
G2/M, nas concentracdes de 25 pg/mL e 50 pg/mL (17,64% do controle n&o tratado
contra 29,54% e 36,77% das células tratadas com o EEPG6, nas respectivas
concentracbes). O aumento de células na fase G,/M foi acompanhado por uma
reducdo de células na fase Go/G;: 60,49% do controle n&o tratado contra 45,38% e
35,73% de células tratadas com 25 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente. A
doxorrubicina também induziu tais efeitos, mas, os valores foram significativos
apenas quando comparados ao controle ndo tratado e a menor concentracao
testada (12,5 pg/mL) do EEPGS6.

Tabela 7. Efeito do EEPG6 sobre as fases do ciclo celular em células B16-F10

Substéncia Concentracéo % de células em diferentes fases do ciclo celular/
(ug/mL) conteudo de DNA

Sub Gy/G; Go/G; S G,/IM
Controle - 4,03+1,03 60,49 + 1,60 11,34 +£1,72 17,64 +0,28
Dox 0,3 6,83+ 2,64 33,61 +4,81* 9,58 £0,67 40,39 £ 2,24*
12,5 4,67 +0,76 51,86 + 4,00 13,25+1,25 25,17+1,15

EEPG6

25 7,69 +0,75 45,38 + 1,45 12,05+2,55 29,54 +5,08*
50 11,97 +£1,08 35,73 £ 1,56* 8,32+0,85 36,77 +7,26*

Dados apresentados como porcentagem média + E.P.M de dois experimentos

independentes, realizados em duplicata, com dez mil eventos analisados. * P< 0,05.
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5.2.9 Avaliacao do efeito de ROS sob a atividade do EEPG6

A avaliacdo da relacdo de ROS e os efeitos citotoxicos induzidos pelo EEPG6
sobre as células B16-F10 foram realizados por contagem celular através do método
de excluséo por marcacéo com o trypan blue. Como é possivel observar na figura 7,
a viabilidade celular ap6s 24 horas de tratamento com o EEPG6 (12,5 pg/mL, 25
pmg/mL e 50 pg/mL) na auséncia ou presenca do inibidor de ROS (NAC) foi
semelhante, assim como a doxorrubicina (Dox = 0,3 pg/mL), com reducéo
significativa do namero de células quando comparadas ao controle negativo. Este
dado sugere que a acao citotdxica do EEPG6 ndo esté relacionada com a acédo de

espécies reativas de oxigénio.
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Figura 7. Efeito do EEPG6 sobre a viabilidade de células B16-F10 e sua relacdo com ROS.
Células foram tratadas com diferentes concentra¢des do EEPG6 (12,5; 25 e 50 ug/mL) por 24 horas,
na presencga ou auséncia do inibidor (NAC = 5 mM) de ROS. A viabilidade celular foi determinada pelo
teste de exclusdo do corante trypan blue. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi utilizada como droga de
referéncia. O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para solubilizar as substancias
(0,1% DMSO). Os dados representam a média + E.P.M de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. *P < 0,05 quando comparado ao grupo controle por ANOVA seguido pelo

pos-teste de Bonferroni.
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5.3. Avaliacéo da atividade antineoplasica do EEPG6 in vivo

O efeito do tratamento oral do EEPG6 em camundongos C57BI/6 portadores
de melanoma subcutaneo induzido por administracdo de células B16-F10 no dorso
dos animais esté representado na figura 8. No 14° dia ap6s o transplante do tumor, a
massa meédia dos tumores excisados dos animais controle foi de 0,6 + 0,1 g. As
massas nheoplasicas retiradas dos animais tratados com o EEPG6 (200 mg/kg)
apresentou peso médio de 0,1 + 0,05 g (cerca de 81,72% de reducdo, com P <
0,002). O peso médio dos tumores retirados dos animais tratados com a droga de
referéncia (ciclofosfamida na dose de 20 mg/kg), foi de e 0,2 £ 0,08 g, com P < 0,05.
Embora a dose de 100 mg/kg do EEPG6 tenha induzido uma aparente reducéo
(cerca de 58%) da massa neoplasica média, esse valor ndo foi estatisticamente

significante quando comparado ao grupo controle negativo.
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Figura 8 — Efeito do tratamento oral com o EEPG6 sobre o desenvolvimento de melanoma
subcutaneo. Camundongos foram tratados com EEPG6 (100 e 200 mg/kg) por via oral durante 20
dias. O controle negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir o EEPG6 (propilenoglicol). A
ciclofosfamida (20 mg/kg) foi utilizada como droga de referéncia. Os valores correspondem a média
E.P.M. de dez animais. *P< 0,002 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA
(analise da variancia) seguido pelo pés-teste de Bonferroni. *P< 0,05 quando comparado com o grupo

controle negativo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por pés-teste de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, diversos trabalhos foram publicados abordando o potencial
citotdéxico e antineoplésico de prépolis originadas de diferentes regibes e de seus
componentes quimicos (ORSOLIC et al., 2003; SEDA VATANSEVER et al., 2010;
BORGES et al, 2011; VALENCA et al.,, 2013). Este trabalho apresenta os
mecanismos envolvidos na atividade citotdxica in vitro do EEPG6 em células B16-
F10 de melanoma murino, além de demonstrar a sua atividade antineopldsica em
camundongos portadores de melanoma subcutaneo.

No intuito de determinar a atividade antiproliferativa e a citotoxicidade seletiva,
o EEPGS6 foi testado em cinco linhagens tumorais, em células normais de baco de
camundongo e em células do sangue periférico humano. De acordo com o0s
resultados obtidos nesse ensaio preliminar, os valores de Clsy encontrados para o
EEPG6 em todas as linhagens tumorais foram menores que 30 pg/mL, sendo
considerado um valor favoravel para o desenvolvimento de uma droga anticancer a
partir de extratos (SUFFNESS & PEZZUTO, 1990). Resultados similares foram
observados num estudo realizado por ISHIHARA et al. (2009). Estes autores
evidenciaram que os extratos etandlicos de prépolis brasileira e croata sdo capazes
de inibir a proliferacdo de quatro linhagens de carcinoma de coélon humano,
apresentando valores de Clsy variando entre 4 ug/mL a 41 pg/mL apés 72 h de
tratamento. Em nossos ensaios, 0 EEPG6 néo foi seletivo para células neoplasicas,
de todo modo, é possivel considerar que 0s quimioterapicos convencionais
empregados atualmente no tratamento do cancer apresentam elevada toxicidade por
serem pouco seletivos (CHEN et al., 2013).

Através dos dados obtidos pelo ensaio de MTT, foi observado que EEPG6 foi
capaz de inibir a proliferacdo de células B16-F10, e esse resultado foi confirmado
pelo teste de exclusdo do corante trypan blue. Utilizando metodologia semelhante,
BUFALO et al. (2007), demonstrou o efeito inibitério induzido pelo extrato etandlico
da propolis verde brasileira (100 pg/mL) em células de carcinoma laringeo HEp-2,
apos 24 horas de tratamento. Em outro trabalho, THIRUGNANASAMPANDAN et al.
(2012), observou o efeito citotéxico do extrato hidroalcodlico de um tipo de prépolis
indiana sobre células A549 (cancer de pulmao) e células MCF-7 (cancer de mama).
O extrato foi capaz de aumentar a morte celular em quase 50% apos 48 horas de
tratamento de maneira dependente do tempo e das concentragdes (2 — 20 pg/mL).
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O desenvolvimento de farmacos com alto potencial apoptético é de grande
interesse para o tratamento de melanoma resistente aos atuais quimioterapicos
disponiveis (BENTKE et al., 2013). A apoptose € um mecanismo de morte
molecularmente regulado que desempenha papel fundamental no desenvolvimento
tecidual, na homeostase, na progressao e controle do cancer (CHIPUK & GREEN,
2005). Esse mecanismo de supressao celular induz alteragcdes morfolbgicas tipicas,
como a condensacdo citoplasmatica e nuclear, a formacdo de vesiculas na
membrana plasmatica (blebbings), a clivagem do DNA por endonucleases
especificas e a formacéo de corpos apoptoéticos (KERR et al., 1972; COTTER et al.,
1990; KATAOKA & TSURUO, 1996).

A analise dos aspectos morfolégicos das células B16-F10 apds tratamento
com o EEPG6 demonstrou alteracBes celulares caracteristicas de apoptose como
fragmentacdo nuclear, condensacdo de cromatina e formacdo de bolhas na
superficie da membrana plasméatica. Segundo Chen et al. (2004), a propolina C, um
componente isolado de propolis taiwanesa, foi capaz de induzir fragmentacéo
nuclear e condensacédo de cromatina em células A2058 de melanoma humano apo6s
24 horas de tratamento. Outra mudanca morfologica caracteristica também
associada a morte celular por apoptose é a externalizacdo da fosfatidilserina na
membrana plasmatica e este evento pode ser identificado por ligacdo de anexina V
(WANG et al.,, 2012; LEE et al, 2013). Em nossos ensaios, um aumento de
marcacao para anexina V em células B16-F10 apds o tratamento por 24 horas com o

EEPG6 foi observado, sugerindo o efeito citotoxico associado a apoptose.

Para melhor caracterizar a via apoptotica envolvida no processo de morte
induzida pelo EEPGG6, foi avaliado o efeito do referido extrato sobre o potencial
transmembranico mitocondrial. Os resultados obtidos a partir dessa analise
demonstram que o EEPG6 alterou a integridade mitocondrial de células B16-F10
tratadas por 24 horas, corroborando com os dados encontrados nos experimentos
de proliferacdo e morfologia celular, sugerindo ainda, a participacao da via intrinseca
mitocondrial na morte celular de B16-F10 induzida pelo EEPGS6.

A morte por apoptose parece ser um mecanismo de acdo comum associado a
prépolis. Um estudo realizado por FRANCHI JR et al. (2012), mostrou que o extrato

etandlico da proépolis vermelha (100 pg/mL) encontrada na regido nordeste brasileira
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foi capaz de induzir um aumento significativo de células K562 (leucemia mieloide
cronica) marcadas com anexina V (células apoptoticas) apos 12 horas de
tratamento. EOM et al. (2010), identificou o efeito antiproliferativo da prépolis em
células leucémicas humanas HL-60. Neste trabalho, a propolis induziu a ativacéo de
caspase-3 e liberacdo de citocromo C da mitocondria, evidenciando a a¢ao inibitoria
devido a apoptose induzida por via intrinseca. De acordo com 0s nossos dados, o
EEPG6 também foi capaz de promover a ativagdo de caspase-3, quando as células
B16-F10 foram tratadas por 24 horas com a maior concentracdo da propolis. A
ativacdo de caspase-3 esta correlacionada a alteracées morfologicas (condensacao
de cromatina e fragmentacdo de DNA) e eventos bioquimicos caracteristicos de
morte celular por apoptose (PORTER & JANICKE, 1999).

Muitos farmacos anticancer tém seu mecanismo de acdo baseados na
interacdo com o DNA, agindo em células que se encontram no ciclo celular.
Farmacos ciclo especificos derivados de produtos naturais representam importantes
agentes antineoplasicos utilizados na clinica atualmente como, por exemplo, 0s
alcaléides da vinca (vincristina e vimblastina), o taxol (Placlitaxel®) e as
podofiltoxinas (ALMEIDA et al., 2005). O EEPG6 induziu parada no ciclo celular de
células B16-F10 na fase G,/M. Na fase G,/M existe um sistema de checagem
fundamental que impede a entrada da célula na fase M do ciclo celular, caso o
genoma esteja danificado (DIAZ-CANO, 2008).

Farmacos que agem sobre o ciclo celular, induzindo parada na fase G,/M,
levam a célula a morte por apoptose, e geralmente atuam sobre a topoisomerase |l
que é um alvo importante no tratamento do cancer (SHIN et al., 2010; MIZUSHINA et
al.,, 2010; KOLB et al.,, 2012). A propolina A, isolada de propolis taiwanesa,
aumentou a fragmentacdo do DNA em células de melanoma humano apds 24 horas
de tratamento, e 0 aumento de células sub-G1 foi sugestivo de apoptose. Além
disso, o mesmo composto inibiu a proliferacdo de outras linhagens celulares
cancerigenas através da morte por apoptose (CHEN et al., 2003).

Para investigar uma possivel correlacdo entre os efeitos citotoxicos do
EEPG6 e a geragéo de ROS, células B16-F10 foram previamente tratadas com um
agente antioxidante, o NAC. Foi observado que o efeito antiproliferativo do EEPG6
se manteve mesmo apds o tratamento com o antioxidante, sugerindo que a acao
citotéxica do EEPG6 independe da presenca de ROS. Em oposicéo a estes dados,

diversos trabalhos tém demonstrado que metabolismo mitocondrial esta associado a
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geracdo de espécies do oxigénio (CHENG & RISTOW, 2013) e o estresse oxidativo
pode levar a ativagdo da via intrinseca da apoptose (MARINHO-FILHO et al., 2010)
através da abertura de poros na membrana mitocondrial induzida por ROS
(SCULACHEV, 1998).

NAKAMURA et al. (2012) relatou a capacidade do extrato etandlico de
propolis brasileira em reduzir o dano oxidativo hepéatico, inibindo a peroxidagéo
lipidica e a atividade de mieloperoxidase em ratos submetidos a estresse por
imersdo em agua. FROZZA et al. (2013) demonstrou a atividade anticancer e
antioxidante da propolis vermelha brasileira em células de carcinoma laringeo Hep-2
e adenocarcinoma de célon uterino HelLa. Peixes expostos a elevadas doses de um
inseticida que tem sua toxicidade associada ao estresse oxidativo foram tratados
com um tipo de propolis do dlamo da Turquia e, apdés o tratamento, 0s niveis
teciduais de moléculas antioxidantes como a glutationa peroxidase e a catalase
aumentaram (YONAR et al., 2012).

A administracdo de células B16-F10 no dorso de camundongos C57BL/6 foi
realizada no intuito de investigar o efeito antineoplasico do EEPG6 em ensaio in
vivo. Células da linhagem B16-F10 apresentam um fendtipo extremamente
agressivo e com alto potencial metastatico quando inoculadas por via intravenosa ou
subcutéanea (FIDLER, 1975). O EEPG6 foi capaz de reduzir de maneira dose-

dependente a progressao do tumor.

Um extrato de propolis da Nova Zelandia, enriguecido com CAPE (acido
caféico éster fenetil) foi capaz de inibir o crescimento de tumores humanos de
neurofiboromatose em modelos xenograficos murinos (DEMESTRE et al., 2009). A
propolis do alamo, por exemplo, e alguns de seus componentes polifendlicos
isolados (acidos caféicos e quercetina), reduziram o nuamero de ndédulos de
carcinoma mamario em camundongos CBA e, quando o efeito antimetastatico foi
avaliado, estes constituintes apresentaram melhor resultado (ORSOLIC et al., 2003,
2004). Além disso, ORSOLIC et al. (2005) demonstrou que o tratamento combinado
de componentes sollveis extraidos de propolis croata e brasileira com o
guimioterapico epirrubicina apresenta melhor perfil antimetastatico em modelo
experimental de metastase pulmonar induzido por carcinoma mamario. BENKOVIC
et al. (2007) demonstrou o0 efeito sinérgico do tratamento com 0O quimioterapico

irinotecano e componentes soluveis de prépolis croata e brasileira sobre o
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crescimento de tumor ascitico de Erlich, bem como sobre a sobrevida dos animais

tratados.

Os dados apresentados neste trabalho demonstram que a propolis G6 baiana,
um produto de origem natural, representa um agente antineoplasico com potencial
promissor. Foi evidenciada a capacidade antiproliferativa e citotéxica do EEPG6
associada a morte celular por uma via apoptotica. Além disso, confirmamos que o
EEPG6 tem acédo antineoplasica sobre o desenvolvimento de melanoma subcutaneo

murino.

Entretanto, estudos adicionais sobre as propriedades farmacologicas,
mecanismo de acao, o isolamento e caracterizacdo de componente(s) bioativo(s), e,
sobretudo, a avaliacdo da atividade antimetastatica da prépolis G6 necessitam ser

realizados.
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7 CONCLUSAO

e O extrato etandlico da prépolis G6 baiana apresenta atividade citotoxica frente
a linhagens de células neoplasicas;

e O EEPG6 apresenta mecanismo de acdo citotoxico em células B16-F10
relacionado possivelmente a morte por apoptose com participacdo da via
mitocondrial, supostamente sem a dependéncia de ROS e com inducéo de
parada do ciclo celular em G,/M,;

e O EEPGS6 reduziu o crescimento de tumores em camundongos portadores de

melanoma murino B16-F10.
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