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RESUMO

O céancer de mama é uma doenca agressiva cuja incidéncia e mortalidade tem aumentado nos
altimos anos. Por esse motivo tem despertado preocupacao por parte das politicas de satde
publica, sendo alvo de pesquisas internacionais e nacionais. Dentre os tratamentos para o0
cancer de mama tem-se a radioterapia, que se emprega radiagdo ionizante, no entanto com
limitacBes devido a seus efeitos toxicos nos tecidos normais. O desenvolvimento de drogas de
origem vegetal associado ao tratamento de radioterapia € promissor, uma vez que estas
substancias modificam os efeitos da radiagdo minimizando seus danos ao paciente. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito in vitro do extrato aquoso da propolis (EAP) sobre
a viabilidade celular de células da linhagem de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 e
sobre a viabilidade celular de células mononucleadas do sangue periferico humano (PBMC).
As células foram irradiadas com radiacdo de baixa LET (Linear Energy Transfer) de acordo
com a cinética de doses pré-determinadas (2 e 5 Gy) e suplementadas com EAP nas
concentracbes de 0,5% e 1%, 5% e 10%. As coletas pds-irradiacdo foram realizadas nos
tempos pré-estabelecidos de 24, 48 e 72 horas. O presente estudo mostrou que as radiacdes
ionizantes produzem efeito de diminuigéo significativa nos parametros de viabilidade celular
em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Enquanto que no grupo de células
suplementadas com EAP em adic¢do deradiacdo, os danos causados foram minimizados. No
que diz respeito as células de adenocarcinoma de mama MDA-231, verificou-se que houve
uma reducdo no nivel de sobrevivéncia dessas células quando submetidas a radiacdo, ao passo
que esse efeito foi potencializado no momento em que a cultura de células foi suplementada
com extrato aquoso de propolis. A suplementacdo com extrato de propolis no tratamento de
radioterapia ofereceu uma protecdo bastante mensuravel contra danos as células PBMCs.
Além disso, o extrato de propolis potencializa a apoptose celular de celulas de
adenocarcinoma de mama radio resistente. Os resultados através desta investigacdo podem
servir como subsidio para a utilizacdo do extrato de prdpolis potencializando os efeitos do

tratamento radioterapico em pacientes com cancer de mama.

Palavras chaves: cancer, mama, radiacdo e propolis



ABSTRACTS

Breast cancer is a aggressive diseasewhose, incidence and mortality hasves increased in recent
years. For this reason it has raised concern about public health policies, being the target of
research worldwide. Among the treatments for breast cancer is the radiation therapy,
whichapplieuses ionizing radiation, however, with limitations due to is its toxic effects on
normal tissues. The development of drugs of vegetal origin associated to the treatment of
radiotherapy, has become very promising, since these substances modify the effects of the
radiation minimizing its damages to the individual. The aim of the present study was to
evaluate the in vitro effect of the propolis extract on the cell viability of MDA-MB-231 line
adonocarcinoma cells and on the cell viability of human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). The cells were irradiated with Low LET radiation (Linear Energy Transfer)
according to the kinetics of predetermined doses (2 and 5 Gy) and supplemented with propolis
extract at the concentrations of 0.5% and 1%, 5% and 10%. Post-irradiation collections were
performed at the pre-established times of 24, 48 and 72 hours. The present study showed that
ionizing radiation is accompanied by a significant decrease in cell viability parameters in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). While in the group of cells supplemented with
propolis extract plus radiation, there was a decrease in the damage caused by these radiations.
With regard to MDA-231 breast adenocarcinoma cells, there was a significant reduction in the
survival level of these cells when subjected to radiation, whereas that effect was potentiated at
the time the cell culture was supplemented With propolis extract. Supplementation with
propolis extract in the treatment of radiotherapy offers a very measurable protection against
cell damage to PBMCs. On the other hand, the propolis extract potentiates the cellular
apoptosis of adenocarcinoma cells of resistant breast radio. The data obtained through this
investigation can serve as a subsidy for the use of the propolis extract, potentializing the

effects of radiotherapy treatment in patients with breast cancer.

Key words: cancer, breast, radiation and propolis
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1- INTRODUCAO

O cancer é considerado um problema de satde pablica, especialmente entre os paises
em desenvolvimento, onde € esperado que, nas proximas décadas, o impacto do cancer na
populacdo corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025.
Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulmao (1,8 milhdo), mama (1,7milhao),
intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram pulméo
(16,7%), préstata (15,0%), intestino (10,0%), estbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres,
as maiores frequéncias encontradas foram mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao (8,7%),
colo do utero (7,9%) e estdmago (4,8%) (INCA, 2015).

No Brasil foram estimados para 2016/2017 aproximadamente 57.960 novos casos de
cancer de mama, com um risco estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres. Os fatores
de risco que contribuem para o aumento do desenvolvimento do cancer de mama sao:
envelhecimento, vida reprodutiva da mulher, historico familiar de céncer de mama, alta
densidade do tecido mamaério, consumo de alcool, excesso de peso, sedentarismo e exposi¢do

a radiacdo ionizante (INCA, 2015).

Neste contexto, as terapias utilizadas no tratamento do céancer sdo: cirurgias
conservadoras e/ou radicais, radioterapia complementar, quimioterapia e/ou hormonioterapia,
fundamentada de acordo com a andlise da técnica da Imuno-histoquimica (IHQ) (GODINHO
&KOCH, 2004).

Neste sentido, a radioterapia apresenta grande eficiéncia sendo um método capaz de
destruir células tumorais, empregando feixe de radiagdes ionizantes. No entanto, estas
radiacdes, podem interagir com os tecidos, dando origem a elétrons rapidos que ionizam o
meio e criam efeitos quimicos como a hidrdlise da dgua e a ruptura das cadeias de DNA. As

interacdes causadas por estas radiagdes podem resultar em morte celular através de varios
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mecanismos, desde a inativacdo de sistemas vitais para a célula até sua incapacidade de
reproducédo (INCA, 2015).

Dentre as linhagens tumorais submetidas a radioterapia consideradas potencialmente
mais agressivas, podendo produzir recidivas, vale menciona-se a linhagem de
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 que é considerada radioresistente, sendo
necessarias altas doses de radiacdo para a obtencdo da diminuicdo de sua viabilidade celular
(FALCAO et al., 2015).

Neste contexto, concomitantemente ao tratamento de radioterapiao paciente pode ser
induzido ao um estado de imunussupressdo, devido a morte das células mononucleadas do
sangue periférico (PBMCs), sendo neste caso consideradas radiosensiveis. Estas células
desempenham papel importante na defesa do organismo durante o tratamento radioterapico,
fornecendo aporte fisiolégico ao paciente para resistir ao tratamento, reduzindo a propria
imunossupressao e, consequentemente, potencializando a resposta imunologica do paciente
durante e ap6s o tratamento (FALCAO et al., 2015).

As investigacOes sobre terapias adjuvantes ao tratamento de radioterapia tem se
ampliado. A fim de reduzir as complicacBes causadas por esse método, tem sido usado de
radioprotetores eficazes e ndo toxicos (KIM &YOUN, 2006). Todavia muitos compostos
sintéticos testados tem apresentado um sucesso limitado, levando a efeitos prejudiciais
(WEISS & LANDAUER, 2009).

Na expectativa de reduzir tais efeitos, muitas substancias que ocorrem naturalmente
tém sido consideradas como candidatas para a radio protecdo, nesse grupo destacam-se 0S
antioxidantes que sdo substancias encontradas em muitos produtos naturais e possuem
potencial para neutralizar os efeitos causados pela radiagdo (BENKOVIC et al., 2009).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes, consiste em que o &tomo de hidrogénio ativo

do antioxidante é abstraido pelos radicais livres R* e RO" com maior facilidade do que os


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1687850716300255#bib24
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hidrogénios alilicos da moléculas insaturadas. Assim formam-se espécies inativas para reacéo
em cadeia e um radical inerte (A’) procedente do antioxodante. Este radical, estabilizado por
ressonancia ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar reac¢des oxidativas (FOOD, 2009).

Desse modo, 0s antioxidantes presentes na prépolis, bem como substancias
flavondides como o éster feniletil do acido cafeico (CAPE), no qual podem fazer com a
prépolis apresente propriedadesantiviral (BURDOCK, 1998; FISCHER et al., 2005),
antiinflamatéria (ANSORGE et al., 2003), antioxidante (SCHELLER et al., 1989) e
antiparasitaria (DECASTRO; HIGASHI, 1995; DANTAS et al.,2006; BANKOVA et al.,
2000).

Dessa forma, considerando a relevancia do tema e a abordagem da utilizacdo de
produtos naturais da regido Amazoénica nos tratamentos de doencas graves na atualidade,
como € caso do cancer, os resultados qualitativos do referido estudo quando finalizados
incluem uma melhor compreensédo do efeito do extrato aquoso de prépolis sobre a viabilidade
das células PBMC’s e de linhagens de adenocarcinoma de mama. Nesta perspectiva,
pretende-se com esse estudo demonstrar o efeito estimulante do nivel de sobrevivéncia das
células mononucleares do sangue periférico e citotdxico sobre as células de cancer de mama.

A investigacdo do papel de produtos naturais, como a préopolis, em estudos in vitro e in
vivo, quando finalizados, deverdo fornecer suporte para os tratamentos radioterapicos atuais,
eprovavelmente diminuir o tempo de tratamento, elevando a sua eficiéncia, uma vez que o
efeito radioprotetor da propolis contribui para a eficiéncia do sistema imunoldgico em
resposta ao fracionamento de doses de radiacdo prescritas nos planejamentos radioterapicos

em diversos tipos de tumores (EBEID et al.,2016).
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Cancer de mama

O cancer ocorre através do resultado de falhas cumulativas em um dos mais
organizados sistemas do organismo que € de controle multiplicativo de células. As células
cancerosas apresentam caracteristica instdvel conferindo malignidade as mesmas,
influenciando primariamente o poder de invaséo e disseminacdo que o tumor possui, podendo

atingir limites adjacentes, sistema linfatico e a corrente sanguinea (CUNHA et al., 2010).

O numero de mulheres que morrem por cancer de mama tem aumentado, e em nivel
mundial esta moléstia perde o lugar apenas para o cancer de pulmdo (CANTINELLI et al.,
2006). Segundo dados levantados pelo Instituto Nacional de Céancer — INCA (2002), os
principais sinais e sintomas de cancer de mama sdo ndédulos na mama e/ou axila, dor mamaria
e alteragcdes da pele que recobre a mama, como abaulamentos ou retracbes com aspecto
semelhante & casca de laranja.

De acordo com Smeltzeret al. (2006) os tumores de mama localizam-se,
principalmente, no quadrante superior externo, e em geral, as lesGes séo indolores, fixas e
com bordas irregulares, acompanhadas de alteraces da pele quando em estagio avancgado.

Essa doenca pode ser controlada através da deteccdo precoce, na qual a lesdo se
restringe ao parénquima mamario, com um tamanho de no maximo trés centimetros,
permitindo o uso de recursos terapéuticos menos mutiladores e maior possibilidade de cura
(INCA, 2004). Dentre os exames realizados para a deteccdo precoce de cancer de mama
estdo: o exame clinico de mamas (ECM), mamografia e 0 autoexame de mamas (AEM)

(INCA, 2002).
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A base do tratamento para o cancer é composta essencialmente pela intervencdo
cirurgica, radioterapia, quimioterapia, e atualmente, vem se desenvolvendo propostas de uso
de nanoterapias (CUNHA et al.,2010).

A escolha da terapia para o cancer pode ocorrer com base na utilizagdo de um método
apenas, ou promovendo a combinacdo entre os métodos, visando a destruicdo das células
cancerosas, porém, tanto a radioterapia como a quimioterapia, atingem células normais,
fazendo com que o tratamento, muitas vezes, ocorra em intervalos regulares que possibilitem

a recuperacao das células normais do tecido acometido (LEMOS et al.,2004).

2.2 - Radioterapia

Radioterapia (RT) é a modalidade mais comum para o tratamento de cancer humano,
cerca de 80% dos pacientes com cancer precisam ser submetidos a radioterapia em algum

momento ou outro, seja para fins de curativo ou paliativo (PAUL et al., 2011).

A radioterapia usa radiacbes gama no tratamento do cancer. A radiagdo ionizante
danifica células do corpo humano, mas tecidos saudaveis possuem maior poder de
regeneracdo que tecidos doentes. O objetivo da radioterapia é atingir o tumor com uma alta
dose, danificando o minimo possivel os tecidos saudaveis vizinhos (MURAD & KATZ,
1996). Os efeitos das radiacbes em mamiferos vém sendo estudados nos dltimos 20 anos,
através da andlise de diferentes mecanismos, como danos e reparos ao acido
desoxirribonucléico (DNA), reacBes antioxidantes, apoptose e danos celulares, mutagénese e
respostas imune adaptativa (LIU et al., 2003). O tratamento com radiacdo em longo prazo

provoca efeitos tanto ao sistema imune adaptativo quanto ao inato (LIU et al., 2003).

Conforme Standish et al. (2008), em seu estudo realizado para avaliar o estado imune
de mulheres que se submeteram ao tratamento de cancer de mama com RT, mostrou que as

pacientes apresentaram deficits imunoldgicos, como a reducdo da secrecdo de
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imunoglobulinas IgM, 1gA e 1gG ; linfopenia; diminuicdo no nimero total de células T; baixa
atividade natural das células assassinas (NK) e baixos niveis de citocinasapoptdticas.

A exposicdo a radiacdo ionizante causa quebra de fita simples do DNA, rupturas de
filamentos duplos, causando dano nas bases de DNA-proteina e ligacdes cruzadas no DNA
gendmico. Entre eles, as rupturas de filamentos duplos é a lesdo mais critica, que pode levar a
instabilidade gendmica e morte celular. Os diversos efeitos em células e tecidos,
especialmente no DNA sdo bastante conhecidos através de estudos sobre células isoladas,
tecidos e todo organismo apds a exposicdo em altas doses (SCOTT, 2003; STANDISH,
2008).

O Cobalto caracteriza-se como uma radiacédo de baixo LET (Linear Energy Transfer) e
vem sendo comumente utilizado em tratamento de RT. A radiacdo ionizante mesmo em
baixas doses e com baixas taxas de doses, seus efeitos no sistema imune podem ser
supressores ou estimulatérios (UNSCEAR, 2008).

Acredita-se que 0 aumento da resposta imune inata e especifica € um dos mecanismos
da eficacia da radiacdo de corpo inteiro com baixas doses (SAFWAT, 2000). As
consequéncias do aumento da resposta imune inata sdo a ativacdo da resposta inflamatoria
caracterizada por infiltrados de neutréfilos e mudancas na ultraestrutura caracteristica de
macrdéfagos no tecido alvo. A ativacdo desses fagocitos caracterizada por aumento da
atividade lisossomal e da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) caracteriza-se como uma

resposta especifica (LORIMORE et al., 2001).

2.3 - Células de linhagem tumoral — adenocarcinoma de mama MDA-MB-231

A primeira linhagem celular humana foi utilizada em um laboratério de Baltimore ha
mais de 50 anos por George Gey (GEY GO et al., 1952). Esta linhagem celular recebeu o

nome de Hela - apdsser doada por Henrietta Lacks, a senhora de quem derivava a linhagem
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celular, que tinha carcinoma cervical. A visdo de Gey abriu 0 caminho para a cultura de
células como a conhecemos hoje, permitindo que o seu desenvolvimento generalizado fosse
uma importante ferramenta experimental na pesquisa do cancer. Um dos principais beneficios
do uso de linhagens de células cultivadas na pesquisa de cancer é que eles oferecem um
suprimento infinito de uma populacdo de células relativamente homogéneas que é capaz de
auto-replicacdo em meio de cultura celular padrdo (HOLLIDAY & SPEIRS, 2011).

Em relacdo ao cancer de mama, a primeira linhagem celular a ser estabelecida foi BT-
20 em 1958 (LASFARGUES & OZZELLO, 1958). No entanto, foram mais 20 anos, antes de
estabelecer linhagens de cancer de mama, mais difundidas, incluindo a série MD Anderson
(CAILLEAU et al., 1978). Estas células foram isoladas por Cailleau e colegas em 1973, a
partir de uma amostra de efuséo pleural de um pacientes com cancer de mama que morreram

desta doenca no Hospital Anderson (Houston, EUA) (CAILLEAU et al.,1974).

Muito antes do surgimento das modernas técnicas de perfil molecular, os
histopatologistas reconheceram que o cancer de mama era heterogéneo através de observacoes
morfoldgicas. A classificacdo baseou-se nas seguintes medidas: tipo histologico, grau
tumoral, estado dos linfonodos e presenca de marcadores preditivos, como ER e, mais
recentemente, receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2).0O
desenvolvimento de perfis moleculares usando microarrays de DNA provou essa
heterogeneidade, demonstrando atraves do perfil de expressdo génica e a expressao imuno-
histoquimica de ERa, receptor de progesterona (PR) e HER2 que o cancer de mama pode ser
classificado em pelo menos cinco subtipos: luminal A, luminal B, HER2, Basal e normal

(PEROU et al., 2000).

Neste contexto, a linhagem de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 (Figura 1) é
classificada como um subtipo basal, os tumores basais sdo dificeis de tratar, sdo mais

biologicamente agressivos e muitas vezes tém um mau prognostico, esta linhagem celular
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tém apresentado resisténcia a quimioterapia e radoterapia (HOLLIDAY & SPEIRS, 2011;
FALCAO et al., 2015). Desse modo, como o fendtipo basal é caracterizado pela falta
deexpressao de ERa, PR ¢ HER2, em alguns casos é referido como triplo negativo

(HOLLIDAY & SPEIRS, 2011).
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Figura 1 — Microscépia Optica células de MDA-MB-231
Fonte: (Falcdo et al., 2015)

A linhagem de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 é amais utilizada para o
estudo experimental in vitro de cancerda mama hormono-independente. Verificou-se que
estas células tém um rapido crescimento em meio de cultura enriquecido, em parte, por uma
regulacdo autocrina de fatores de crescimento de células que se segregam para o meio. Eles
possuem receptores de membrana abundantes para o factor de crescimento epidérmico (EGF)
(MARTINEZ - CARPIO et al., 1999). Estudos bioquimicos e genéticos com estas células tém
contribuido grandemente para a pesquisa do cancer da mama e o desenvolvimento de drogas

para ajudar a combaté-lo (HOLLIDAY & SPEIRS, 2011).

2.4 - PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS (PBMCS)
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O Sistema Imunologico (SI), assim como 0s outros sistemas organicos, tem funcao
fisioldgica, atuando no sentido de manter a homeostasia do organismo, alterada por estimulos
induzidos por fatores internos ou externos. A resposta imune contra fatores externos,
incluindo pat6genos, e fatores internos, como células tumorais, tem sido estudada ao longo
dos tempos como sendo responsavel pelos mecanismos de defesa. Para isto o Sl conta com
células e moléculas que atuam de maneira inespecifica, denominada imunidade inata, atuando
como primeira linha de defesa (entenda-se: retorno ahomeostasia) contra patdégenos, enquanto
que a permanéncia destes € capaz deestimular outras células — linfécitos- que se adaptam a
estes estimulos externos, tornando-se mais especificas na tentativa de dar continuidade a
homeostasia do Organismo (PINHEIRO, 2007).

As celulas mononucleares do sangue periféerico (PBMC ) sdo populacbes de células
sanguineas do SI que possuem um ndcleo redondo. Essas celulas consistem
em linfocitos ( células T, células B e células NK) e mondcitos (macréfagos) (DELVES,
2006). O procedimento de extracdo dessas células, érealizado com ficoll, um polissacarideo
hidrofilico, em que separa camadas de sangue por centrifugacdo em gradiente, que separard o
sangue em uma camada superior de plasma, seguida de uma camada de PBMCs e uma fracdo
inferior de células polimorfonucleares (tais como neutrofilos e eosindfilos ) e eritrocitos
(MIYAHIRA, 2014).

Essa populacdo de células tem sido largamente utilizada por muitos cientistas que
realizam pesquisas nos campos da imunologia (incluindo distarbios auto-imunes ), doencas
infecciosas, doencas malignas hematoldgicas, desenvolvimento de vacinas, imunologia de
transplantes e triagem de alto rendimento. Em muitos casos, as PBMCs sdo derivadas

de bancos de sangue (MIYAHIRA, 2014).
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2.5 — Radioprotetores

Os danos celulares sdo atribuidos primariamente aos efeitos maléficos dos radicais
livres. Sendo assim, perdura ha mais de seis décadas a busca por agentes protetores ideais que
desempenhem o papel de diminuir esses danos oriundos da exposicdo a radiacdo. Estes
compostos com propriedades de neutralizar estes radicais sdo considerados particularmente

promissores como agentes radioprotetores (SANTOS, 2011).

Essas substancias agem através da via “scavenging” de radicais livres produzidos pela
radiacdo. Levando-se em consideracdo a vida extremamente curta dos radicais livres, estes
agentes necessitariam estarem presentes no meio celular, preferencialmente, antes da
exposicdo a radiacdo para neutralizar as propriedades destrutivas dos radicais livres
(HOSSEINIMEHR, 2007). Os radio protetores mais conhecidos sdo 0s compostos aminotidis,
como cisteina, cisteamina e AET (brometo de 2-aminoetilisotiuréia) (HALL, 2000; WEISS &

LANDAUER, 2009).

Dessa forma, had necessidade de identificar compostos ndo tdxicos, efetivos e
convenientes para protecdo humana dos efeitos adversos da radiacdo ionizante. Diversos
compostos tém sido testados para a sua eficacia radioprotetora. Todavia, todos esses
compostos produzem efeitos colaterais indesejaveis, como nausea e vOmitos e sdo
considerados toxicos nas doses necessarias para a radioprotecdo, o que limita 0 seu uso na
pratica médica (VIJAYALAXMI et al., 2004; SHIRAZI et al., 2007).

Atualmente, muitos compostos sintéticos testados apresentam um sucesso limitado,
substancias com propriedades antioxidantes que ocorrem naturalmente, como enzimas
enddgenas (glutationa, superdxido dismutase, catalase) ou hormonios (melatonina), vitaminas
(vitaminas C e E), carotendides e flavonoides, tém despertado um interesse particular cada

vez maior (WEISS & LANDAUER, 2009).



26

2.6- Abelha Tetragona Clavipes (Bord)

Os meliponineos ou abelhas sem ferrdo, estdo presentes em grande parte das regides
tropicais da Terra, ocupando praticamente toda a América Latina e Africa, além do sudeste
asiatico e norte da Australia. Estas abelhas constituem um grupo de abelhas formado por mais
de 300 espécies conhecidas em todo o mundo, sdo caracterizadas por serem sociais e
possuirem o ferrdo atrofiado impossibilitando o seu uso. Alias, essa € a razdo pela qual sdo
popularmente chamadas de abelhas sem ferrdo, elas possuem uma grande importancia no
ecossistema brasileiro. Essas abelhas sdo os principais responsaveis pela polinizacdo da
grande maioria das espécies vegetais do nosso pais. Além disso, seus produtos (mel,
geopropolis, etc.) sdo utilizados pela populacdo rural como medicamentos e existe uma forte
cultura popular do seu criatério e da apreciacao de seus produtos. Os meliponineos ou abelhas
sem ferrdo fazem parte da Subfamilia Meliponinae da familia Apidae, essa sub-familia divide-
se nas tribos Meliponini e Trigonini que compreendem 52 géneros e as mais de 300 espécies

de abelhas sem ferrdo identificadas (Freitas, 2003)

Devido ao seu papel como polinizadoras de culturas agricolas e na producdo de mel,
cera e propolis, as abelhas sem ferrdo possuem grande importancia econémica, 0 que se

observa principalmente em Apis mellifera e em outras abelhas eussociais (Kerr et al.,1996).

A espécie Tetragona Clavipes (Bord) é uma abelha sem ferrdo bastante agressiva,
principalmente nas horas quentes do dia, quando se defende, valentemente, mordiscando a
pele ou se enrolando nos cabelos de quem tente chegar perto de sua colmeia. Apresenta
deposicdo de prépolis como comportamento defensivo. Nidifica em ocos de arvores, de
preferéncia, vivas. Na regido do Rio Xingu e Suid missu, ha grande quantidade de ninhos em
Pequizeiros (Pequi). A abelha Bora é encontrada no Acre, no Amazonas, no Amap4, na Bahia,

no Espirito Santo, em Goiés, no Maranhdo, em Minas Gerais, no Mato Grosso do Sul, no
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Mato Grosso, no Para, no Parana, no Rio de Janeiro e em S&o Paulo. O corpo da abelha Bora
é alongado, com coloracdo marrom-escura. Possui as asas mais longas que a extensdo do

corpo. Lembra bastante a abelha Jatai, s6 que € maior (Freitas, 2003).

2.7 - Flavonoides e prépolis

Os flavonoides tém sido alvo de grande interesse cientifico e terapéutico, devido as
suas propriedades. Estes compostos representam uma classe de pigmentos encontrados nas

plantas, derivados de benzo-y-pirona (HAVSTEEN, 2002).

Os resultados obtidos através de estudos epidemioldgicos tém mostrado uma
associacao direta entre o consumo de frutas/vegetais e o risco diminuido de varios tipos de
cancer, incluindo o de mama, célon, laringe, pancreas e prostata (ROSS & KASUM, 2002;
RITHIDECH et al., 2005). Esses possiveis efeitos protetores de flavonoides, juntamente com
suas atividades antioxidativas e “scavenger” de radicais livres, observados tanto em estudos in
vivo (ORSOLIC et al., 2007; BENKOVICet al., 2008a) como in vitro (BENKOVIC et al.,
2008b), tem propiciado um interesse publico sobre o consumo de flavonoides para seus
potenciais beneficios a salde.

A concentracdo de flavonoides nos vegetais de modo geral € baixa e a sua extragdo é
extremamente trabalhosa, o uso de prépolis tem sido uma alternativa atrativa, pois este
produto das abelhas contém uma concentragdo mais alta de flavonoides, cerca de 25 — 30 %
do seu peso seco (BENKOVIC et al., 2008b).

A propolis é um produto resinosoencontrado na colméia (Figura 1), coletado por
abelhas de varias fontes de planta e é utilizada pelas abelhas para selar eventuais aberturas na

colméia e para eliminar possiveis invasores (BANSKOTA, 2001).
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Figura 2- (A) Propolis deposnada no |'nter|or‘ da colmela (B)deposu;a de ropolls na tampa da
colméia da abelha Bora (Tetragona clavipes)

Segundo Havsteen (2002), em uma amostra tipica de propolis sdo encontrados cerca
de 25 diferentes tipos de flavonoides em concentragdes significativas, o que sugere que 0
extrato de propolis retém a maioria das propriedades bioquimicas comumente associadas aos
flavonoides, isto €, efeito antioxidante e “scavenging” de radicais.

Neste sentido, tem aumento o interesse no cultivo de abelhas, devido seus produtos,
dentre os produtos apicolas, a prépolis, que vem sendo usada em medicina popular por
séculos, se destacando tanto pelas suas propriedades terapéuticas como atividades
antimicrobiana (DAUGSCH et al., 2007), anti-inflamatdria, antioxidante, imunoestimuladora,
cicatrizante, anestésica e anticarcinogénica (PARK et al., 1998), quanto pela possibilidade de
aplicacdo nas industrias farmacéuticas e alimenticias. Essas propriedades farmacoldgicas
estdo relacionadas a mais de 300 compostos que tém sido identificados em prépolis
(ISHIHARA et al., 2009).

A investigacdo realizada na propolis originaria da Europa e China possibilitou a
identificacdo de varios tipos de flavonoides e ésteres de acido fendlico (CAPE) (Figura 3),
engquanto que a prépolis brasileira € composta principalmente de artepilina C (&cido 3,5-

diprenil-4-hidroxicinamico), terpendides e acido p-cumarico (CHEN et al., 2004).
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HO

Figura 3 - Estrutura quimica do CAPE
Fonte: (WU et al.,2011)

Artepilina C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) é o principal componente
biologicamente ativo Fenolico encontrado na prépolis verde, coletado da planta Baccharis
dracunculifolia no Sudeste do Brasil (PARK et al., 2004). Artepillin C possui acdo
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatéria, antigenotoxica, antiangiogénica e propriedades
anticancerigenas (MATSUNO et al., 1997; WATANABE et al., 2011). A estrutura deste

derivado de &cido hidroxicinamico é apresentadona Figura 4.

OH
Z

X CHj,

H,C. =~ OH CHj,

CHj
Figura 4 - Estrutura quimica da artepilina C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico)

Fonte: (SZLISZKA et al., 2012)
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No entanto, a prdpolis procedente da regido sul do Brasil ndo contém artepelina C na
sua composicdo, mas é relativamente rica em flavonoides, incluindogalangina, apigenina,
crisinae pinocembrina (LI et al., 2007). A principal origem boténica da propolis dessa regido
foi identificada como sendo Myrceugenia euosma (Myrtaceae), um cultivo abundante no sul

do Brasil, quase na fronteira com o Uruguai. (ITO et al., 2001).

2.7- Interferéncias da natureza na qualidade e na producéo da prépolis

Os componentes quimicos presentes na propolis sdo determinados principalmente
pelas caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colméia (KUMAZAWA et al.,
2004). Entretanto, a composicdo da propolis também varia sazonalmente em uma mesma

localidade (SFORCIN et al., 2000).

De acordo com a investigacdo realizada por Silici & Kutluca (2005) existemvariagdes
na composi¢cdo entre amostras de propolis coletadas em uma mesma regido, por diferentes
racas de Apis mellifera. Como consequéncia desta composicdo quimica diferenciada da
propolis, ocorre também uma variacdo nas suas atividades farmacoldgicas.Ndo s6 a
composi¢do quimica da prépolis é determinada pelas caracteristicas da vegetacdo da regido,

mas também as reservas de pélen e mel (MENEZES, 2005).

Outros fatores bem como as diferengas genéticas das abelhas que coletam a resina e a
origem geogréfica das substancias nela presentes tornam a composi¢do quimica da prépolis
complexa (BARBOSA, 2009). Hernandez et al. (2010), inferem que duas ou mais espécies
vegetais contribuem para a producdo da propolis cubana. Por isso, embora seja um produto de
origem animal, alguns compostos quimicos da prépolis sdo derivados da fonte boténica

utilizada pelas abelhas, principalmente aqueles com acao bioldgica (SALATINO et al., 2005).
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Segundo Daugsch et al. (2007) um novo tipo de propolis de coloracdo vermelha foi
verificado em colméias encontradas ao longo do litoral e dos rios do Nordeste do Brasil,
apresentando caracteristicas fisico quimicas e biol6gicas diferenciadas das demais ja

estudadas.

De acordo com a origem boténica e a composic¢do quimica, a propolis brasileira foi
classificada em diferentes grupos. Porém, essa classificagdo ainda é subestimada, uma vez que
as abelhas podem coletar resina numa grande variedade de plantas (SILVA, 2008). Devido a
ampla diversidade vegetal existente no Brasil para a retirada de resina e producdo da prépolis,
até agora apenas algumas variedades tiveram a origem botéanica identificada (PARK et

al.,2002).

De acordo com Park et al.(2004), o alecrim, assa-peixe, aroeira e eucalipto séo alguns
exemplos de onde as abelhas buscam a matéria prima para a producdo da prépolis. Segundo
Aguero et al.(2010), as fontes de resinas e exsudatos vegetais disponiveis variam de regiao

para regido e dependem do clima, solo e outros fatores.

As abelhas desenvolvem o mecanismo de polinizacdo cruzada entre as flores de
algumas espécies de arvores que dependem desse processo para o seu desenvolvimento, nesse
sentido, a extincdo de espécies de abelhas causada pelo desmatamento, podera causar, em
longo prazo, um desequilibrio nas populacbes destas espécies que sdo interrelacionadas

(WITTER et al., 2009).

Segundo Antunes et al. (2012) inumeros fatores contribuem para a reducdo
populacional de abelhas nativas, dentre os quais se destacam: a destruicdo de colbnias na
colheita do mel, desmatamento, principalmente arvores de grande e médio porte que possuem

troncos 0cos, 0s quais servem para a sua nidificacéo e falta de recursos florais.
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Nessa perspectiva, € necessario o controle através do resgate e salvamento de abelhas
nativas, dessa forma, é possivel minimizar os impactos ambientais decorrentes de atividades
de supressdo da vegetacdo, seja para implantacdo de reservatorios de usinas hidrelétricas ou
outros empreendimentos que demandem a retirada de arvores nativas, contribuindo para que
os polinizadores permanecam na area do entorno do reservatorio e mantendo um ndmero
minimo de coldnias na populacdo intercruzante e a variabilidade genética na éarea de

reproducdo (INTERCOOP, 2013).

Dessa forma, estudos visando a identificacdo da fonte vegetal e caracterizacdo de
compostos biologicamente ativos da propolis associadas as suas atividades bioldgicas e
terapéuticas, tém recebido uma atencdo especial nestes ultimos anos (DAUGSCHet al., 2007).
Sendo assim, a conservagdo das espécies vegetais vizinhas a colméia, possui um papel
importante na determinacdo da composicdo da prépolis produzida pelas abelhas e que

apresentam diversos potenciais farmacoldgicos.
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3-OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade celular da linhagem de adenocarcinoma mamario MDA MB-231
e de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) antes e ap6s a exposicao a radiacdo
gama com Cobalto-60 sem e com associacdo de concentracBes de extrato aquoso de prépolis

da abelha Tetragona clavipes, considerando a cinética de tempo.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do extrato da prépolis de Tetragona clavipes sobre a viabilidade
celular de linhagem de células do sangue periférico humano (PBMC) em estudo in vitro,

irradiadas com doses de radiacdo ionizante pré-estabelecidas.

- Avaliar o efeito do extrato da propolis de Tetragona clavipes sobre a viabilidade
celular de linhagem de adenocarcima de mama (MDA-MB-231) radioresitente, irradiadas

com doses de radiacéo ionizante pré-estabelecidas.

- Avaliar a presenca classes de substancias do grupo fenilpropandides (flavondides e

taninos); terpendides (esteroides e triterpendides) e glicosideos (Saponinas).
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CAPITULO |

RADIOPROTECAO IN VITRO DE CELULAS MONONUCLEADAS DO
SANGUE PERIFERICO ATRAVES DE EXTRATO AQUOSO DE
PROPOLIS DE TETRAGONA CLAVIPES
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RESUMO

O céancer de mama adquiriu uma importancia notavel nos ultimos anos, sendo motivo de séria
preocupacdo por parte das politicas de saude publica devido a sua alta incidéncia e
mortalidade, especialmente no Brasil. Dentre os tratamentos para o céncer de mama a
radioterapia e quimioterapia apresentam limitacfes devido aos seus efeitos toxicos nos tecidos
normais bem como alteragdo no sistema imunoldgico. E promissor o desenvolvimento de
drogas de origem natural que induzem protecdo ao sistema imunoldgico de pacientes de
radioterapia e quimioterapia, se estes compostos venham a inibir a deplecdo do numero de
células circulantes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a presengaou nao de
compostos fendlicos no extrato aquoso da prépolise qual seu efeito sobre a viabilidade celular
de células mononucleadas do sangue periférico humano (PBMC). Grupos controle (GC),
controle irradiado (GCI), irradiado exposto a propolis de Tetragonaclavipes (GIE), em
triplicata, foram estabelecidos. O extrato foi preparado a partir do triturado da amostra de
prépolis e &gua. Foi realizado ensaio de prospec¢do quimica em tubos. As células foram
irradiadas com baixa LET (Linear Energy Transfer) com cinética de doses pré-determinada de
2 e 5 Gy e suplementadas com extrato de prépolis nas concentracdes de 0,5%, 1%, 5% e 10%.
As coletas pés-irradiacdo foram realizadas nos tempos pré-estabelecidos de 24, 48 e 72 h.
Teste de viabilidade pela técnica do MTT foi aplicado. Este estudo demonstrou que em
cinética de doses de irradiacdo ocorreu uma diminuicado significativa da viabilidade celular em
PBMC. No entanto, em GIE, exposta ao extrato da prépolis observou-se um aumento da
viabilidade celular, principalmente nas concentracdes de 5 e 10% do extrato em cultura,
mesmo a 5 Gy. Os achados demonstram que PBMC in vtro irradiadas exposta a extrato
aquoso da prépolis de Teragonaclavipesencontram uma protecdo ao agente exdgeno. Esse
estudo abre uma perspectiva relevante acerca do papel da prépolis como agente adjuvante na

protecdo do sistema imunoldgico de pacientes submetidos a radioterapia de mama.

Palavras chaves: Cancer, radiacdo, extrato, prépolis e PBMC.
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ABSTRACT

Breast cancer has acquired a notable importance in recent years, and is a serious concern on
the part of public health policies due to its high incidence and mortality, especially in Brazil.
Among the treatments for breast cancer, radiotherapy and chemotherapy have limitations due
to their toxic effects on normal tissues as well as changes in the immune system. It is
promising the development of drugs of natural origin that induce protection to the immune
system of radiotherapy and chemotherapy patients, if these compounds will inhibit the
depletion of the number of circulating cells. The present study aimed to evaluate the presence
or absence of phenolic compounds in the aqueous extract of propolis and its effect on the
cellular viability of human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Control groups
(GC), irradiated control (GCI), irradiated exposed to propolis of Tetragona clavipes (GIE), in
triplicate, were established. The extract was prepared from the crushed sample of propolis and
water. A chemical prospecting test was carried out in tubes. Cells were irradiated with low
LET (Linear Energy Transfer) with pre-determined dose kinetics of 2 and 5 Gy and
supplemented with propolis extract at concentrations of 0.5%, 1%, 5% and 10%. Post-
irradiation collections were performed at the pre-established times of 24, 48 and 72 h.
Feasibility test by the MTT technique was applied. This study demonstrated that in kinetics of
irradiation doses there was a significant decrease in cell viability in PBMC. However, in GIE,
exposed to the propolis extract, an increase in cell viability was observed, especially at
concentrations of 5 and 10% of the extract in culture, even at 5 Gy. The findings demonstrate
that irradiated PBMC in vtro exposed to the aqueous extract of the propolis of Teragona
clavipes find a protection to the exogenous agent. This study opens a relevant perspective on
the role of propolis as an adjuvant in protecting the immune system of patients undergoing

breast radiotherapy.

Key words: Cancer, radiation, extract, propolis and PBMC.
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1- INTRODUCAO

O céancer de mama é um tumor maligno hormono-dependente, responsavel pela maior
parte da mortalidade relacionada ao cancer em mulheres. Enquanto avangos no tratamento e
prevencdo do cancer de mama tém surgido ao longo da Ultima década, a resisténcia a
multiplas drogas tem sido uma das principais causas do agravamento desta morbidade como

reflexo da falha no tratamento radioterapico e quimioterapico (ALLER et al., 2009).

A radioterapia representa parte integrante do tratamento primaria conservador do
carcinoma mamario, com o objetivo de se obter um melhor controle tumoral in situ (ZUCALI,
1992; LIU, 2009). Segundo Perez et al. (2001), os protocolos conformacionais 3D utilizados
no planejamento para o tratamento de cancer de mama, consideram que a exposi¢ao da mama
deve ser realizada em dois campos opostos tangenciais, em fracoes de 1,8 a 2,0 Gy diérios, se

estendendo por cinco dias semanais, em multiplas fragdes até o acimulo de 45 a 50 Gy.

E promissor o desenvolvimento de drogas de origem vegetal que induzem a
radioprotecdo ao sistema imunologico de pacientes sob radioterapia, se estes compostos
venham a inibir a alteracdo fenotipica celular e a deplecdo do nimero de células circulantes.
Assim, torna-se importante identificar compostos nao toxicos, efetivos e de baixo custo que
possam servir de protecdo imunoldgica em pacientes submetido ao tratamento de cancer, a

fim de evitar doencas oportunistas.

Muitos compostos sintéticos estdo sendo testados e apresentam um interesse particular
cada vez maior, porem apresentam um sucesso limitado, Essas substancias possuem
propriedades antioxidantes que ocorrem naturalmente, como enzimas enddgenas (glutationa,
superdxido dismutase, catalase) ou hormonios (melatonina), vitaminas (viaminas C e E),

carotenoides e fitoquimicos (flavondides, curcumina) (WEISS & LAUDAUER, 2009). Esses
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compostos em geral sdo toxicos nas doses necessarias para a radioprotecao, o que limita o uso

clinico (VIJAYALAXMI et al.,2004; SHIRAZI et al.,2007).

A propolis é uma mistura resinosa coletadas por abelhas de diversas partes das plantas
e é utilizada para selar eventuais aberturas na colméia e para eliminar possiveis invasores
(SANTOS, 2011). E conhecida por conter uma variedade de compostos quimicos como
esterdides &cidos fendlicos, ésteres de acidos fendlicos, flavonoides e terpenoides, como
CAPE e Atrtepillina C (HUANG et al.,2014). O principal componente quimico presente na
propolis é o éster fenetilico acido cafeico (CAPE). E comprovado que este composto possui
atividades biologicas importantes, incluindo antimicrobiana, antiviral, antioxidante,

antiinflamatoria e anti-cancer (PARK et al., 2009).

A suplementacdo de propolis com tratamento de radioterapia oferece uma protecédo
bastante mensuravel contra danos ao DNA causados pelas radia¢des ionizantes em leucécitos
de pacientes durante o tratamento de radioterapia (EBEID et al., 2016). Ademais, a atividade
imunoldgica proporcionada pelo uso da propolis e compostos relacionados aumenta a
regeneracdo hematopoiética e sobrevivéncia apds inducdo por radiacdo (ORSOLIC et al.,

2007).

Torna-se interessante a abordagem de utilizacdo da propolis como terapia adjuvante na
modulacdo da quimiotaxia celular associado a liberacdo da radiacdo in sito, no tratamento de
tumores localizados em areas de compressao. O monitoramento do tamanho do tumor, bem
como a inibicdo de receptores € primordial para se determinar o progndéstico do tratamento
(POTTI et al., 2002). A investigacdo sobre a acdo radioprotetora da propolis tem aumentado e
0 conhecimento de suas propriedades tem sido estuda extensivamente in vivo e in vitro ao

longo do tempo (BENKOVIC et al., 2009).
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O presente trabalho propde investigar o efeito do extrato da prépolis de Tetragona
clavipes sobre a viabilidade celular de linhagem de células do sangue periférico humano

(PBMC) em estudo in vitro, irradiadas com doses de radiacdo ionizante pré-estabelecidas.
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2- MATERIAIS E METODOS

2.1- PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO DE PROPOLIS (EAP)

A propolis bruta foi obtida na Fazenda Poranga, localizada no municipio de
Itacoatiara, Amazonas — Brasil, proveniente da colméia de espécie de abelha Tetragona
clavipes. A amostra de propolis foi levada ao laboratério de Biologia Molecular do Instituto
de Ciencias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Amazonas e mantida sobre
refrigeracdo a 4 °C. Posteriormente foi preparado o extrato da propolis, conforme descrito por

Matsushige et al. (1996) com modificacdes.

O extrato de propolis foi preparado a 20% da seguinte forma: em um Becker foi
adicionado 500 mL de &gua deionizada e 100 g de prépolis bruta triturada em liquidificador, e
guardado por 24h. A mistura foi aquecida em banho termostatizado com agua a 80°C, por
duas horas. Posteriormente essa solucdo foi turbolizada em liquidificador e filtrada em funil
de kitassato. O filtrado foi seco em banho maria durante 48h. Finalmente, o po resultante foi

ressuspendido em meio RPMI nas concentracdes 0,5%, 1%, 5%, 10%.

2.2- LINHAGENS PRE-ESTABELECIDAS E MANUTENCAO DAS CULTURAS

As PBMCs foram obtidas de voluntarios. As culturas celulares foram mantidas em
meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos
gentamicina (50 pg.pL™) e estreptomicina (500 mg.mL™Y), em frascos de cultura T-25 em

atmosfera Umida contendo 5% de CO, a 37°C.

2.3- SEPARACAO DAS CELULAS PBMC

As PBMCs de pacientes foram separadas segundo procedimento descrito por

Gazzinelli et al. (1983). O sangue heparinizado foi aplicado em tubos de 15 mL,
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siliconizados, contendo uma mistura de Ficolldiatrozato, obtida comercialmente (Organon
Teknika Corporation; Durham, NC), na propor¢do de uma parte de Ficoll - diatrozato para
duas partes de sangue. A preparacdo foi submetida a centrifugacdo por 30 min, a 1.400 rpm a
temperatura ambiente. Ao final da centrifugacdo obteve-se um anel de células mononucleares
na interface entre o Ficoll e o plasma, o qual foi cuidadosamente removido com o auxilio de
pipeta Pasteur e transferido para tubos de fundo conico de 15 mL estéreis (Falcon n° 2070). O
volume foi completado para 15 mL com solugdo RPMI-1640 (Gibco®) ndo suplementado e
fez-se outra centrifugacdo (10 min, 1.200 rpm). As células foram lavadas por mais duas vezes
(20 min, 1.200 rpm). Ao final, uma aliquota da suspensdo de células foi coletada e diluida
(1:20) em tubo Eppendorf contendo 90 uL de solucao de Turck, e o numero de células
determinado por contagem em camara de Neubauer, com o auxilio de um microscépio déptico.
A concentracdo de células foi ajustada para uma suspensdo contendo 1,0 x 10° células/mL ™
de RPMI-1640 suplementado. Toda manipulacdo das células foi realizada em condicGes

estéreis, em capela de fluxo laminar (Biological Cabinet BBL modelo 60474).

2.4- CONTROLE

O controle foi feito com culturas de PBMCs ndo irradiadas e que nao receberam o
extrato aquoso de propolis, mantidas em cultura como descrito. Utilizou-se um controle

positivo PHA — Fitohemaglutinina, responsavel por induzir a clonogenese de células.

2.5- TRATAMENTO DAS CULTURAS COM PROPOLIS

As concentracBes do extrato aquoso de propolis utilizada foram de 0,5%, 1%, 5% e
10%, da qual foi adicionado 100 uL diretamente nas culturas de PBMCs irradiadas e nédo

irradiadas, cultivadas em triplicata.
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2.6- RADIACAO E CINETICA DE DOSE

As garrafas T-25 contendo as células foram vedadas com parafilme e transportadas
dentro de um frasco pléastico rigido tampado, previamente descontaminado com alcool a 70%,
até o local de irradiacdo. Uma placa de 4 cm de material tecido equivalente foi colocada
abaixo do frasco T-25, bem como o meio de cultura foi preenchido até 5 mm de altura, em
relacdo a superficie das células aderidas.

Este procedimento foi necessario para alcancar o equilibrio eletrénico e garantir as
doses prescritas nas células aderentes. Frascos T-25 de cultura confluente foram submetidos a
irradiacdo com Co0-60, no Laboratério de Irradiagio Gama — LIG do Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear — CDTN, Universidade Federal Minas Gerais -
UFMG. Apds a exposicao, as células retornaram a incubadora de CO,. Foram utilizadas doses

de 2 e 5 Gy para células mononucleares do sangue periférico (PBMCs).

2.7- CINETICA NO TEMPO

Os frascos de culturas in vitro que foram submetidos as doses supracitadas retornaram
para estufa de CO, a 37°C ap0s a irradiacdo. Aliquotas de células irradiadas e ndo irradiadas
(controle) foram coletadas em tempos pré-estabelecidos, em 24, 48 e 72 h pos-irradiagéo,

respectivamente.

2.8- AVALIACAO DE VIABILIDADE

Sumariamente, o ensaio do MTT (metil tiazoltetrazolio - um sal amarelo que, ao ser
absorvido pelas células, foi metabolizado no interior das mitocondrias), este foi utilizado para
a verificacdo da viabilidade celular, ou seja, as células que estiveram viaveis foram capazes de
formar os cristais de formazan através da acdo das desidrogenases. Este sal é transformado

em cristais purpura denominados cristais de formazan. Os cristais formados foram
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visualizados por microscopia Optica e a viabilidade celular foi mensurada através da leitura de
densidade dptica usando-se um aparelho leitor de ELISA com comprimento de onda de 595
nandbmetros. A capacidade anti-oxidante (antioxidativecapacity — AOC) das amostras
cultivadas, avaliadas por diacetato de hidroclorofluoresceina, foram realizadas em células
obtidas das de culturas de células no tempo 0 (zero) ( antes do tratamento com radiacdo de

baixa LET).

Das triplicatas de aliquotas de distintos tempos de irradiagdo, foram plaqueadas 100
uL de amostra em cada pogo, em placas de ELISA fundo plano (12 x 8) — e mantidas em
incubacdo por 8 h. Foram adicionados 20 pL (5 mgmL™) de MTT em cada poco e as
amostras retornaram para a incubadora onde permaneceram metabolizando o MTT por 4 h.
Apds a metabolizagdo, 80 pL foram descartados de cada pogo e foram adicionados 80 pL de
isopropanol (0,04 M). As placas foram incubadas por mais 18 h. A viabilidade celular foi
mensurada pela medida da densidade Odptica (DO) utilizando a leitora de anélise de
imunoabsor¢do por ligacdo enzimética (enzyme linked immunosorbentassay — ELISA) no
comprimento de onda de 595 nm. A primeira fileira corresponde ao branco da leitora de
ELISA. As placas foram lidas com o comprimento de onda de 595 nm em aparelho de ELISA
EIx800. O teste de viabilidade celular pelo MTT teve como principio a verificacdo da
viabilidade e quantificacdo da proliferacdo celular baseada na clivagem do sal tetrazélio
(MTT). Apo6s a incubagdo das células submetidas a esse ensaio, formou- se uma solucéo
corante, e dessa forma foi possivel correlacionar a absorbancia com o ndmero de células

viaveis.
2.9- ANALISE ESTATISTICA

Os dados de densidade 6ptica obtidos por meio do teste de MTT em células PBMC,

foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
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significancia. Neste contexto, foi avaliada a interacdo entre as concentracdes de extrato
aquoso ( antes — controle sem PHA; concentragédo 0,5; 1; 5 e 10%) e o tempo de 24, 48 e 72
horas e fez-se o desdobramento da interacdo para cada dose de radiacdo (2 e a 5Gy).

Realizaram-se as andlises estatisticas no software Genes.
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3 - RESULTADOS

O ensaio de viabilidade celular pelo Metil Tiazol Tetrazélio — MTT foi realizado para
determinacdo da viabilidade e clonogénese celular. O teste teve como fundamentagdo a
clivagem do sal tetrazolio (MTT- um sal amarelo que, ao ser absorvido pelas células, foi
metabolizado no interior das mitocondrias) e foi utilizado para a verificagdo da viabilidade
celular, ou seja, células que se apresentaram viaveis foram capazes de formar os cristais de
formazan (através da acdo das desidrogenases. Basicamente, este sal foi transformado em
cristais parpura denominados cristais de formazan. Apds a incubagdo das células submetidas a
esse ensaio, formou-se uma solucdo corante, que medida através do leitor de ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), e dessa forma foi possivel correlacionar a
absorbancia através da densidade Optica apresentada com o numero de células viaveis (Figura

1).

 24horasPBMC

24 horas Controle
‘ —

Figura 1 - Campos Opticos arbitrarios em microscopia inversa (800 X) de PMBC em cultura, em
cinética de tempo para o teste de MTT.

Foi feita a avaliagdo qualitativa da viabilidade celular de PBMC expostas ao extrato da
prépolis da espécie de abelha Tetragona clavipes, em 4 concentragbes previamente
determinadas, cujas amostras foram coletadas numa cinética de tempo de 24, 48 e 72 h ap6s a
incubacdo com o extrato nas concentracdes de 0,5, 1%, 5% e 10% em comparagdo com

controle (células que ndo receberam EPA) e controle com  PHA. Utilizou-se a
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Fitohemaglutinina — PHA que é uma proteina mucofitohemaglutinina retirada de uma
variedade do Phascolus vulgaris. Esta possui excelente grau de atividade mitogénica,
bastando 0,1 - 0,2 ml para estimular a diferenciacdo basica e consequente mitose de linfdcitos

T presentes em 1 ml de sangue.

Ao avaliar o comportamento do desdobramento entre tratamento com extrato dentro
de cada tempo (Tabela 1), verificou-se que as médias de densidade O6ptica diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05%). Neste sentido, ndo houve diferenca
significativa a concentracdo que apresentou melhor influéncia em todos os tempos foi a 10%,
pois entre as médias de densidades Optica das células submetidas ao EAP a 10% e as células
submetidas ao PHA (controle positivo), ou seja, as células apresentaram 0 mesmo
comportamento tanto na presenca de PHA, proteina mitogénica que estimula a proliferacdo de

linfcitos T, como na presenca de extrato de prépolis a 10%.

Em relacdo a decomposicdo dos tempos dentro de cada tratamento com extrato ndo
houve diferenca significativa entre o tempo de exposi¢cdo ao extrato (Tabela 1). O valor das
médias de densidade Optica ndo aumentou significativamente (p<0,05%) nesse tempo com
relacdo aos demais intervalos de tempo e com os grupos de culturas celulares que ndo foram

suplementadas com propolis ou receberam menor concentragdo de prépolis.
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Tempo Viabilidade celular (DO - nm) Médias
tratamentos
# Cont. PHA Ext. Ext. 1%  Ext.5%  Ext. 10% dentro
0,5% tempo (DO —
nm)
24 1,38¢cD  2,92aA  0,99cE  1,73cC 2,62bB 3,10bA 2,12
48 1,91bD  2,95aB  1,30bE = 2,48bC 2,92aB 3,25abA 2,46
72 2,42aC  2,98aB  2,52aC  2,87aB 2,95aB 3,30aA 2,84
Médias tempos dentro 1,90 2,94 1,60 2,36 2,83 3,21

tratamento (DO - nm)

*DMS tratamento dentro tempos DMS tempos dentro
tratamento
0,1967
0,1599

Tabela 1- Perfis de viabilidade celular em densidade Optica - DO na cinética no tempo de 24, 48 e 72 h,
determinados pelo teste de MTT em cultura in vitro de PBMCs antes e ap0s a exposi¢ao as concentracdes de
0,5%; 1%; 5% e 10% de extrato aquoso de propolis (EAP). Médias seguidas pelas mesmas letras maidsculas na
HORIZONTAL nao diferem estatisticamente entre si. Médias seguidas pelas mesmas letras minGsculas na
VERTICAL néo diferem estatisticamente entre si. *DMS — Diferenca minima significativa. # células que néo
receberam tratamento com EAP.

A Tabela 2 mostra os perfis de viabilidade celular avaliada pelo teste de MTT, para
culturas de PBMCs in vitro, de suspensdo homogeinizada de células de frascos (T-25) de
cultura de PBMCs que foram irradiadas com 2Gy. Os dados mostram que ja nas 24hs ha uma
diminuicdo significativa (P <5%) de sobrevivéncia das células PBMCs anterior ao tratamento
com a propolis em relacdo as culturas de células que foram suplementadas com extrato da

propolis.

Verifica-se na tabela 2 o efeito toxico da radiagdo sobre as células PBMC'’s, é possivel
observar através da comparacdo do desdobramento dentro de cada tempo no controle (as
células que foram submetidas apenas a radiacdo sem extrato da préopolis) que houve diferencga
significativa representando pelas letras mailsculas nas linhas na média de densidadae Optica

das células PBMC’s.
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Considerando ainda o desdobramento do tempo dentro de cada tratamento, o resultado
da viabilidade celular submetida a concentracdo a 10% ndo apresentou diferenca significativa
entre as médias das densidades Opticas. No entanto, em relacdo ao desdobramento do tempo
dentro de cada tratamento nota-se que houve diferenca significativa em todas as

concentracOes de extrato.

Tratamento Viabilidade celular (DO - nm) Médias tratamentos x tempos
(DO -nm)
24 48 72

#Controle 0,46 cAB 0,59 cA 0,39bB 0,48

Extrato 1% 0,77bB 0,94bA 0,43bC 0,71

Extrato 10% 1,43aA 1,39A 1,35aA 1,39
Médias tempos x tratamentos 0,88 0,97 0,72

(DO -nm)
*DMS tempos x tratamentos DMS tratamento x tempos

0,1531 0,1531

Tabela 2 - Perfis de viabilidade celular em densidade éptica — DO na cinética de tempo de 24, 48 e 72 hs,
determinados pelo teste de MTT de cultura in vitro de PBMCs, antes e apds a exposicao a radiacdo na dose de 2
Gy e submetidas as concentragdes de 1% 10% de extrato aquoso de prépolis (EAP). Médias seguidas pelas
mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P <
0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras minisculas ha VERTICAL ao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (P < 0,05). *DMS — Diferenga minima significativa. # Células que néo receberam tratamento com
EAP e foram somente irradiadas.

A Tabela 3 mostra os valores médios dos perfis de viabilidade celular nas culturas
celulares de PBMCs submetidas a exposi¢cdo combinada com irradiacdo e propolis. O nivel de
viabilidade antes do tratamento com a propolis ou com radiacdo isolada apresentou dano
genotdxino menor do que aquelas somente irradiadas, tanto nas concentracbes mais baixas

(1%) associadas a 5 Gy como nas mais altas (10%) associadas a mesma dose de radiacéo.

Conforme apresentado na Figura 3, os niveis de sobrevivéncia das células PBMCs nos
trés grupos de culturas celulares que receberam somente tratamento com radiacdo reduziu

significativamente (p <0,05%). Em relacdo ao nivel de sobrevivéncia nos grupos de células
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que receberam radiacdo de 5 Gy, e expostas com o0 extrato, a viabilidade foi

significativamente mais elevada do que os niveis do controle (p < 0,05%). Considerando os

intervalos de tempo pré-estabelecidos foi observada diferenca ndo significativa no

crescimento celular das culturas de células que receberam o tratamento de radiacdo mais

prépolis e as que receberam PHA 1p/mL.

Viabilidade celular (DO - nm)

Médias tratamentos x tempos

(DO -nm)
Tratamento 24 48 72
#Controle 0,48cB 0,36cB 0,86bA 0,57
Extrato 1% 0,74bA 0,81bA 0,57cB 0,70
Extrato 10% 1,03aB 1,23aA 1,32aA 1,19
Médias tempos x tratamentos 0,75 0,80 0,91

(DO -nm)

*DMS tempos x tratamentos

0,1396

DMS tratamento x tempos

0,1396

Tabela 3 - Perfis de viabilidade celular em densidade 6ptica — DO na cinética de tempo de 24, 48 e 72 h,
determinados pelo teste de MTT em cultura in vitro de PBMCs, antes e apds a exposi¢ao a radiacdo nas doses de
5Gy, e submetidas as concentracfes de 1% e 10% de extrato aquoso de prépolis. Médias seguidas pelas mesmas
letras maidsculas na HORIZONTAL ndo diferem estatististicamente entre si. Médias seguidas pelas mesmas
letras minUsculas na VERTICAL néo diferem estatisticamente entre si.* DMS-Diferenca minima significativa. #
Células que ndo foram tratadas com EAP e foram irradiadas com doses de 5 Gy de radiacéo.
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10%.PP.+5Gy (24h) ©

Figura 2 - Campos dpticos arbitrarios em micrscopia inversa (800 X) da P BC em cultura, em concentracfes
distintas de prépolis (PP), dose de irradiagdo e cinética de tempo.

A Figura 3 ilustra alguns campos épticos arbitrarios tirados a microscopia inversa (800
X) da PMBC em frascos T-25 em cinéticas de tempo distintos, para controle e irradiacdo com
5 Gy. Os campos Opticos representam a viabilidade das células PBMC irradiadas submetidas
ao extrato de propolis, é possivel perceber que as células continuam vivas mesmo quando
receberam radiacdo e associacdo de extrato de propolis 10%. Sendo assim, foi demonstrado
que as celulas permanecem vidveis mesmo na presenca de radiacdo e foram capazes de formar

cristais de formazan em torno das mesmas pela clivagem do sal tetrazolio (Figura 3).
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4 - DISCUSSAO

O presente estudo foi proposto para investigar a influéncia da propolis brasileira,
particularmente procedente de Itacoatiara-Amazonas sobre os danos citotoxicos, bem como

sobre o potencial proliferativo de células normais PBMCs irradiadas com *Co.

Em relacdo as células PBMCs ndo irradiadas, o tratamento combinado com a propolis
(10%) estimulou o crescimento celularprincipalmente quando incubadas por 72 h, sendo
assim, a melhor concentracdo detectada nesse estudo foi a 10%. Neste sentido, a propolis
pode ser uma alternativa terapéutica importante, do ponto de vista econdmico, e
farmacologicamente eficiente, facilmente obtido, apresentando propriedades farmacéuticas (
Alencar et al., 2005).

Falcdo et al.( 2015 ) demonstraram que as células PBMC, sensiveis a radiacao,
apresentam diminuicdo da viabilidade a 2 Gy e fortemente a 10 Gy em ambas as taxas de
dose. Esse estudo corroborou com a presente pesquisa, pois as células do sangue humano
apresentaram radio sensibilidade em todas as doses de radiagdo de raio gama oriundas de Co-
60 utilizadas neste trabalho. Neste contexto, sabe-se que durante o tratamento de radioterapia,
procedimentoem que o individuo é submetido a doses de radiagdo ionizante para o tratamento
do cancer, o0 mesmo pode entrar em estado de imunossupressao, devido a morte das células

(PBMC’s) que estéo envolvidas diretamente na defesa do organismo.

Logo, o ensaio do MTT permitiu observar que a prépolis nas concentracdes testadas
mostrou um efeito protetor, diminuindo a quantidade de danos radioinduzidos nas células
PBMC’s em relagdo aos respectivos controles, nos 2 parametros analisados (Tabelas. 2 e 3).
Dessa forma, os resultados demonstraram que o extrato da propolis apresenta efeito
radioprotetor sobre as células PBMCs frente aos danos causados pela interacdo da radiacéo

ionizante com os componentes bioldgicos celulares. Esse extrato da propolis foi detectado em
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todas as concentracBes utilizadas, porém com maior efeito quando as células foram
submetidas a concentracdo de 10% de EAP, dessa forma, é possivel notar que quanto maior
foi o teor de prépolis, maior foi o efeito protetor sobre as células (Figura 2).

Embora o mecanismo exato da acdo da propolis na radioprotecdo ndo esta totalmente
elucidado, varios estudos tém mostrado que as propriedades farmacoldgicas da propolis sdo
atribuidas, principalmente, a presenca de flavonoides pela sua agdo como “scavengers” de
radicais livres (RITHIDECH et al., 2005). Tais “scavengers” de radicais livres provavelmente
tém papel chave em radioprotecdo, pois a radiacdo induz toxidade que é medida
principalmente através da geracdo de radicais livres e sua acdo no DNA (MONTORO et al.,
2011).

De acordo com Ebeid et al. (2016) a suplementacdo de prépolis com tratamento de
radioterapia minimizou os danos causados ao DNA por radiacao ionizante em leucécitos de
pacientes com cancer de mama e inibe a superexpressdo de RRM2 (ribonucleétideo redutase
2). Além disso, a prépolis tem efeitos benéficos sobre a capacidade antioxidante do soro e
melhora aassimilacdo de ferro pelo organismo e a eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina.

A radiacéo ionizante € amplamente utilizada para tratamento de cancer de mama. No
entanto uma das limita¢Ges do uso de radiacdo sdo o0s seus efeitos toxicos nos tecidos normais
(FALCAO et al., 2015). Através desses dados, pode-se dizer que a propolis mostrou um efeito

estimulador de proliferacao de células PBMCs.
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5- CONCLUSAO

Nesta investigacdo, a associacdo da exposicdo a prépolis e radiacdo, ndo houve
diminuicéo significativa na viabilidade das células PBMCs nos tempos de 24, 48 e 72h. Mas
em relacdo a concentracdo de prépolis de Tetragona clavipes a concentracdo de extrato
aquoso a 10% ofereceu uma protecdo contra danos causados por radiacdo ionizante em
PBMC.

Dessa forma, concluiu-se que o tempo em que as células ficaram expostas ao EAP
ndo influenciou no efeito do extrato sobre as células, ou seja, a concentracdo a 10%
apresentou 0 mesmo efeito sobre a viabilbidade das células PBMC em relacdo ao tempo de
exposicao, e também apresentou um melhor resultado quando comparada ao controle que nao
recebeu extrato e as concentracOes de extrato de prépolis inferiores utilizadas neste trabalho.

Sendo assim, o presente estudo pode servir como base para o potencial uso de propolis
em combinacdo com o tratamento que envolve o uso de radiacdo ionizante, a fim de proteger
as células imunologicas circulantes da inducdo de dano genotdxico causados por radiacao.
Estudos sobre os constituintes responsaveis por esse papel radioprotetor da propolis séo

necessarios para melhor caracterizar as substancias radioprotetoras.



CAPITULO II

EFEITO DO EXTRATO DA PROPOLIS DE TETRAGONA CLAVIPES
SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE ADENOCARCINOMA DE
MAMA MDA-MB-231 IRRADIADAS COM COBALTO-60
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RESUMO

O céancer de mama tem aumentado entre as mulheres, principalmente entre a faixa etaria de 40
a 59 anos, fatores genéticos, ambientais e comportamentais, tém sido atribuidos ao
crescimento desta moléstia. Embora as terapias anticancerigenas, que utilizam radiacdo
ionizante apresentem melhores resultados, esse tratamento estd sujeito a mecanismos
envolvidos na resisténcia ao cancer. Sendo assim, é importante a associacdode novos agentes
ao tratamento radioterapico que aumentem a sobrevida de pacientes com cancer de mama e
diminuam a toxicidade do tratamento. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito in vitro do extrato da propolis sobre a viabilidade celular de células tumorais da
linhagem de adenocarcinoma de MDA-MB-231. Grupos controle (GC), controle irradiado
(GCI), irradiado exposto ao extrato de propolis de (GIE), em triplicata, foram estabelecidos.
As células foram irradiadas com baixa LET (Linear Energy Transfer) com cinética de doses
pré-determinada de 2 e 5Gy e tratadas com extrato de prdpolis nas concentracfes de 1% e
10%. As coletas pds-irradiacdo foram realizadas nos tempos pré-estabelecidos de 24, 48 e 72
h. Foi aplicado o Teste de viabilidade pela técnica do MTT. Este estudo mostrou que em
cinética de doses de irradiacdo ocorreu uma diminuicdo da viabilidade celular, esse efeito foi
potencializado quando a cultura foi exposta ao extrato da propolis, principalmente na
concentracdo de 10% do extrato em cultura, associado a radiacdo de 5Gy. Esta investigacdo
abre uma perspectiva relevante acerca do papel da prépolis como um adjuvante ao padrao
radioterapico de pacientes submetidos ao tratamento de cancer de mama.

Palavras chaves: Propolis, MDA-MB-231, radiagdo, cancer, mama
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ABSTRACT

Breast cancer has increased among women, especially among the age group of 40 to 59 years,
genetic, environmental and behavioral factors, have been attributed to the growth of this
disease. Although anticancer therapies using ionizing radiation show better results, such
treatment is subject to mechanisms involved in cancer resistance. Thus, it is important to
associate new agents to the radiotherapy treatment that increase the survival of patients with
breast cancer and decrease the toxicity of the treatment. Thus, the present study aimed to
evaluate the in vitro effect of the propolis extract on the cell viability of cancer cells of the
MDA-MB-231 lineage. Control groups (GC), irradiated control (GCI), irradiated exposed to
the propolis extract of (GIE), in triplicate, were established. Cells were irradiated with low
LET (Linear Energy Transfer) with pre-determined dose kinetics of 2 and 5Gy and treated
with propolis extract at concentrations of 1% and 10%. Post-irradiation collections were
performed at the pre-established times of 24, 48 and 72 h. The Feasibility Test was applied by
the MTT technique. This study showed that in irradiation dose kinetics there was a decrease
in cell viability, this effect was potentiated when the culture was exposed to the propolis
extract, mainly in the concentration of 10% of the extract in culture, associated with radiation
of 5 Gy. This research opens a relevant perspective on the role of propolis as an adjuvant to
the radiotherapy standard of patients undergoing breast cancer treatment.

Keywords: Propolis, MDA-MB-231, radiation, breast cancer
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1 - INTRODUCAO

O cancer de mama é um carcinoma inflamatdrio mais raro e normalmente se apresenta
de forma agressiva, comprometendo toda a mama, deixando-a edemaciada e hiperemiada
(LISBOA, 2009; GODINHO & KOCH, 2004). O sintoma inicial do cancer é um pequeno
nodulo no seio, geralmente indolor e que pode crescer lenta ou rapidamente dependendo de

sua carcinogénese (BRITO et al., 2007).

Neste sentido, o cancer de mama é uma das doencas mais incidentes em mulheres na
faixa etaria de 40 a 59 anos com multiplos fatores de risco associados: fatores genéticos,
ambientais e comportamentais, caracterizando-se pela proliferagdo desordenada e em

constante crescimento das células deste 6rgdo (BRITO et al., 2007; HADDAD, 2010).

Apesar da comprovada eficacia dos tratamentos utilizados atualmente, casos de
intolerdncia e insucesso sdo recorrentes. Isso porque a grande dificuldade no tratamento do
cancer é o fato de suas células doentes se adaptarem e sobreviverem a terapias, levando a

resisténcia (MARIA, 2013).

Dentre os tratamentos para 0 cancer, encontra-se a terapia que utiliza radiacédo
ionizante. A radioterapia é o procedimento mais comum utilizado no tratamento do cancer
humano (EBEID et al., 2016). A terapia de radiacdo destroi as células na area exposta
danificando o seu material genético (SANKARANARAY ANAN, 2006). A radia¢do ionizante
ndo faz distincdo entre células normais e malignas, dessa forma, 0s pacientes podem
apresentar sintomas durante o tratamento ou ap0s Semanas, meses ou anos mais tarde

(KARBOWNIK; REITER, 2000).

Os pacientes com cancer de mama, em particular, costumam fazer uso de remédios

alternativos e naturais para seu cancer mais do que pacientes com outras malignidades
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(DIGIANNI et al., 2002). Cerca de 63-83% dos pacientes com cancer de mama usam pelo
menos um tipo de medicina alternativa e 25-63% tomam remédios de ervas e vitaminas

(CROCETTI et al., 1998; MORRIS et al.,2000).

A prépolis é uma formulagdo naturopética coletada por abelhas de gemas e exsudados
de coniferas arvores e plantas (WU et al., 2011). O conhecimento de suas propriedades
radioprotetoras tem aumentado ao longo da ultima década, e seus efeitos tém sido

extensivamente estudados in vitro e in vivo (BENKOVIC et al., 2009 ).

Os principais constituintes da propolis sdo os flavondides, acidos organicos, fenais,
varios tipos de enzimas, vitaminas e minerais. (BANKOVA, 2005). Os flavondides,
substancias ativas na propolis mostraram acdo antibacteriana, analgésico / anti-inflamatorio,
anti-oxidante, melhorou a resposta imune, a atividade anti-proliferativa em células de tumor
humano em cultura e a atividade anti-tumor em ratinhos. A atividade antioxidante dos
flavonoides é baseada na capacidade de radicais livres diretos que limpam ou estabilizar as
espécies de oxigénio reativas (ROS) através da interagdo com o composto reativo de radical

(BENKOVIC et al., 2008ab).

A resisténcia a todos os tipos de tratamento sistémico (hormonais, quimioterapicos e
agentes direcionados) € estimada para tornar os tumores sélidos letais em mais de 90% dos
pacientes com doenca metastatica. Portanto, existe uma grande necessidade de novos agentes
gue aumentariam a sobrevida de pacientes com cancer de mama avancado e diminuindo a

toxicidade do tratamento (WU et al., 2011).

Sendo assim, foi proposto nesse trabalho investigar a influéncia do extrato da propolis
de Tetragona clavipes sobre a viabilidade celular de linhagem de adenocarcima de mama

(MDA-MB-231) radioresitente, irradiadas com doses de radiacdo ionizante pré-estabelecidas.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1687850716300255#bib5
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1687850716300255#bib3
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1687850716300255#bib6

59

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - PREPARACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS

A propolis bruta foi obtida da Fazenda Poranga localizada no Municipio de Itacoatiara
Estado do Amazonas — Brasil, proveniente da colméia da abelha de espécie Tetragona
clavipes. A amostra de prépolis foi mantida sob refrigeracdo a 4 °C e, posteriormente foi
preparado o extrato da propolis, conforme descrito por (Matsushige et al., 1996) com algumas
modificacbes. Em um Becker foi adicionado 500 ml de &gua desionizada e 100 gramas de
propolis bruta triturada em liquidificador. Foi aguardado por 24 horas. Foi aquecida a mistura
em banho termostatizado com agua a 80°C, por duas horas. Posteriormente essa solucdo foi
turbolizada em liquidificador, filtrada (filtro de gaze), acoplado a funil e kitassato. O filtrado
foi seco em banho Maria durante 48 horas. Finalmente, foi ressuspendido o po resultante em

meio RPMI nas concentragdes desejadas.

2.2 - LINHAGEM PRE-ESTABELECIDAS E MANUTENCAO DAS CULTURAS

Foram empregadas células da linhagem de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231.
As culturas celulares foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino e antibiéticos gentamicina (50 pg.uL™) e estreptomicina (500 mg.mL™),
em frascos de cultura T-25 em atmosfera umida contendo 5% de CO, a 37°C. A MDAMB-
231 confluiu de forma aderente no frasco de cultura. Toda manipulacdo das células foi
realizada em condic@es estéreis, em capela de fluxo laminar (Biological Cabinet BBL modelo

60474).
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2.3- CONTROLE

O controle foi feito com culturas de e MDA-MB-231 com e sem exposi¢cao a
irradiacdo e que ndo receberam o extrato aquoso de propolis, mantidas em cultura como

descrito.

2.4 - TRATAMENTO DAS CULTURAS COM PROPOLIS

As concentracdes do extrato aquoso de propolis utilizada foram de 1% e 10%, da qual
foram plaqueados 100 puL diretamente nas culturas de e MDA-MB-231 irradiadas e nédo

irradiadas, cultivadas em triplicata.

2.5- RADIACAO E CINETICA DE DOSE

As garrafas T-25 contendo as células foram vedadas com parafilme e transportadas
dentro de um frasco plastico rigido tampado, previamente descontaminado com alcool a 70%,
até o local de irradiacdo. Uma placa de 4 cm de material tecido equivalente foi colocada
abaixo do frasco T-25, bem como o meio de cultura foi preenchido até 5 mm de altura, em
relacdo a superficie das células aderidas. Este procedimento foi necessario para alcancar o
equilibrio eletrdnico e garantir as doses prescritas nas células aderentes. Frascos T-25 de
cultura confluente foram submetidos a irradiacdo com Co-60, no Laboratério de Irradiacdo
Gama — LIG do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear - CDTN. Apos a
exposicao, as células retornaram a incubadora de CO,. Foram utilizadas doses de 2 e 5 Gy

para células da linhagem de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231.

2.6 - CINETICA NO TEMPO

Os frascos de culturas in vitro que foram submetidos as doses e taxas de dose

supracitadas retornaram para estufa de CO2 a 37°C ap0s a irradiagcdo. Aliquotas de células



61

irradiadas e ndo irradiadas (controle) foram coletadas em tempos pré-estabelecidos, em 24, 48

e 72 horas pos-irradiacdo, respectivamente.

2.7- AVALIACAO DE VIABILIDADE

Das triplicatas de aliquotas dos distintos tempos de irradiacdo, foram plaqueados 100
uL de amostra em cada pogo, em placas de ELISA — fundo plano (12 x 8) — e mantidas em
incubagdo por 24 horas. Foram adicionados 20 pL (5Smg.mL™) de MTT em cada poco e as
amostras retornaram para a incubadora onde permaneceram metabolizando o MTT por 4
horas. Ap6s a metabolizagdo, 80 pL foram descartados de cada pogo e foram adicionados 80
uL de isopropanol (0,04 M). As placas foram incubadas por mais 18 horas. A viabilidade
celular foi mensurada pela medida da densidade dptica (DO) utilizando a leitora de analise de
imunoabsor¢do por ligacdo enzimética (enzymelinkedimmunosorbentassay — ELISA) no
comprimento de onda de 595 nm em aparelho de ELISA EIx800. A primeira fileira
corresponde ao branco da leitora de ELISA. O teste de viabilidade celular pelo MTT teve
como principio a verificacdo da viabilidade e quantificacdo da proliferacdo celular baseada na
clivagem do sal tetrazélio (MTT). Apos a incubacdo das células submetidas a esse ensaio,
formou- se uma solucédo corante, que € medida por meio da leitora de ELISA, e dessa forma

foi possivel correlacionar a absorbancia com o nimero de células.

2.8 - ANALISE ESTATISTICA

As médias de densidade dptica obtidas atraves do teste de MTT em células MDA-
MB- 231, foram submetidas a analise de variancia, tendo as médias comparadas pelo teste de
Tukeya 5% de significancia. Neste contexto, foram utilizadas letras para diferenciar as
comparacdes, neste caso, as letras minusculas nas colunas representam a decomposi¢do da
interacdo dos tratamentos dentro de cada tempo (24, 48 e 72) nas células ndo irradiadas e

irradiadas de acordo com duas doses (2 e 5 Gy). As letras maiusculas, por sua vez,
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representam a decomposicao da interagdo dos tempos (24, 48 e 72) dentro de cada tratamento

nas células ndo irradiadas e irradiadas de acordo com duas doses (2 e 5 Gy).
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3 - RESULTADOS

A Tabela 1 mostra o efeito do extrato aquoso da propolis sobre a viabilidade das
células provenientes de linhagem de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231, que foram
tratadas com extrato da propolis, nas concentracfes de 1% e 10%. Os resultados do
experimento controle demonstraram a capacidade de clonogénese da linhagem de células
MDA-MB-231, mostrando confluéncia nos frascos de cultura T-25 (Figura 1). As células
foram repicadas a cada 24 horas, com a respectiva troca do meio DMEM, suplementado com

antibiotico-antimicotico, evitando a saturacdo do mesmo.

Ao considerar a decomposicdo do tratamento dentro de cada tempo ndo houve
diferenca entre os tempos quando utilizou concentracdo a 1%. Esse comportamento foi
observado também na concentracdo a 10%. Em relagdo a decomposi¢do do tempo dentro de
cada tratamento, houve diferenca significativa no tempo de 72 horas em todas as
concentracOes e, menor resultado de viabilidade na concentragéo a 10%. Entdo, quanto maior
a concentracdo de extrato que as células sdo submetidas menor é a sua viabilidade. Sendo
assim, a propolis potencializa o efeito da radiacdo ionizante sobre as células MDA-MB-231

levando-as a apoptose.

Resultados de Viabilidade de células de adenocarcinoma de mama MDA-MB-
231 apds exposicao ao extrato de prépolis

Viabilidade celular (DO - nm) Meédias dos tratamentos x
tempos
Tratamento 24 48 72
Controle 4,16aB 4,83aAB 5,20aA 4,73
Extrato 1% 4,30aA 4,60aA 4,10bA 4,33
Extrato 10% 3,41bA 3,73bA 3,06cA 3,33
Médias dos tempos x 3,95 4,39 4,12

tratamentos
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DMS tempos x tratamentos DMS tratamento X tempos

0,6304 0,6304

Tabela 1- Perfis de viabilidade em densidade Optica na cinética de tempos de 24, 48 e 72 horas, determinados
pelo teste de MTT em cultura in vitro de MDA-MB-231 antes (controle) e ap6s a exposicdo as concentragdes de
1% e10% de propolis. Letras mailsculas iguais nas linhas representam auséncia de diferencas (P > 0,05 - pelo
teste de Tukey) na comparacdo dos tempos dentro de cada tratamento (controle e os extrato de propolis). Letras
minusculas iguais nas colunas representam auséncia de diferengas (P > 0,05 - pelo este de Tukey) na comparacao
dos tratamentos dentro de cada tempo (24,48 e 72 horas). DMS — Diferenga minima significativa.

Figura 1 - Campos Opticos arbitrarios em microscopia inversa (800 X) das células de adenocarcinoma de
mamaMDA MB-231 em cultura, em cinética de tempo para o teste de MTT.

A Tabela 2 mostra o perfil de viabilidade celular pelo teste de MTT para cultura de
MDA-MB-231 in vitro de suspensdo homogeneizada de células de (T-25) que foram

irradiadas com 2Gy, e receberam extrato de propolis a concentracdo de 1% e 10%.

Os resultados da decomposicdo do tempo dentro de cada tratamento revelam que no
tempo de 24 horas as células MDA-MB-231 que ndo receberam extrato de propolis, mas

foram espostas a radiacéo, cresceram.

Por outro lado o resultado da decomposi¢do do tratamento dentro de cada tempo nas
duas concentracdes utilizadas a 1% e 10% as células apresentaram diminuicdo em seu nivel

de sobrevivéncia apenas nas 72 horas, entdo aqui nesse experimento a concenracao de extrato
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ndo influencia a morte das células, mas o tempo apresentou efeito sobre o nivel de
sobrevivéncia, dessa forma, quanto mais tempo essas células ficaram expostas ao extrato

menor foi seu nivel de sobrevivéncia (Tabela 2).

Resultados de viabilidade de células de adenocarcinoma de mama MDA-MB- 231
irradiadas com dose de 2Gy, apds exposi¢ao ao extrato de propolis nas concentracdes de

1% e 10%

Tratamento Viabilidade celular (do - nm) Médias dos tempo X
tratamentos
24 48 72
Controle 3.43ab 3.86aab 4.20 aa 3.83
Extrato 1% 2.63bb 2.90ba b 3.33ba 2.95
Extrato 10% 2.33bb 3.26aba 3.93aba 2.84
Meédias dos tempos x 2.79 3.34 3.82
tratamento
DMS tempos x tratamento DMS tempo x tratamentos
0,67167 0,7421

Tabela 2 - Perfis de sobrevivéncia em cinética nos tempos de 24, 48 e 72 horas, determinados pelo teste de MTT
em cultura in vitro de MDA-MB-231 antes (controle) e apds a exposicdo as concentracdes de 1% e 10% de
extrato aquoso de prépolis e irradiacdo na dose de 2Gy. Letras mailsculas iguais nas linhas representam auséncia
de diferencas(P > 0,05 - pelo teste de Tukey) na comparagdo dos tempos dentro de cada tratamento (controle e
0s extrato de prdpolis). Letras mindsculas iguais nas colunas representam auséncia de diferengas (P > 0,05 - pelo
este de Tukey)na comparacdo dos tratamentos dentro de cada tempo (24,48 e 72 horas).

A Tabela 3 mostra atraves dos valores médios de viabilidade pelo teste de MTT para
cultura de MDA-MB-231 in vitro que a radiacdo representa um efeito citotoxico sobre as
culturas de células de adenocarcinoma mamario. Dessa forma, os resultados apresentaram
uma diminuicdo significativa na densidade 6tica (DO) na dose de 5 Gy em relacdo ao tempo

de 72h.
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Em relacdo a decomposicdo do tratamento dentro de cada tempo, houve diferenca
entre 24 horas e 72 horas, mas ndo houve diferenca quando comparada as 48 horas. No
tratamento a 10% dentro tempo de 24 horas apresentou diferenca significtiva comparando 48

e 72 horas. Ja entre 72 horas nao ha diferenca significativa (Tabela 3).

Considerando o tempo dentro de cada tempo em 48 horas houve diferenga entre a
concentracdo a 10% a 1%. Em relagéo a 72 horas o controle se difere dos demais tratamentos.
Porem a 1% e 10% ndo ha diferenca signifcativa nesse tempo, ou seja, ndo ha interferéncia

entre as concentragdes se for usada uma concentragdo menor ou maior, (Tabela 3).

Resultados de viabilidade de células de adenocarcinoma de mama MDA-MB- 231
irradiadas com dose de 5Gy, ap0s exposicao ao extrato de propolis nas concentracdes de

1% e 10%

Tratamento Viabilidade celular (DO - nm) Médias dos tempos x
tratamentos
24 48 72

Controle 3,33aB 3,26aAB 3,93 aA 3,17
Extrato 1% 1,96aB 3,10abA 2,70bAB 2,59
Extrato 10% 1,40aB 2,23bA 2,33bA 1,99

Meédias dos tempos x 1,90 2,86 2,98
tratamentos
DMS tempos x DMS tempos X
tratamentos tratamentos
0,6304 0,6304

Tabela 3- Perfis de viabilidade em densidade Optica cinética nos tempos de 24, 48 e 72 horas,
determinados pelo teste de MTT em cultura in vitro de MDA-MB-231 antes (controle) e ap6s a
exposicdo as concentracdes de 1% e 10% de extrato aquoso de prépolis e irradiagdo na dose de 5Gy.
Letras maiusculas iguais nas linhas representam auséncia de diferencas (P > 0,05 - pelo teste de
Tukey) na comparacdo dos tempos dentro de cada tratamento (controle e os extrato de prépolis).
Letras minusculas iguais nas colunas representam auséncia de diferencas (P > 0,05 - pelo este de
Tukey)na comparacdo dos tratamentos dentro de cada tempo (24,48 e 72 horas). DMS — diferenca
minima significativa.
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4- DISCUSSAO

A proposta deste estudo foi investigar a influéncia da propolis brasileira,
particularmente prépolis procedente de Itacoatiara — Amazonas sobre os danos citotoxicos,
bem como sobre o potencial anti proliferativo de células da linhagem de adenocarcinoma de

mama MDA-MB-231, irradiadas com ®°Co.

As células MDA-MB-231 pertencem a uma linhagem de cancer de mama humano
bastante tumorigénico e metastatico (FURTADO et al., 2012). Essas linhagens de células de
adenocarcinoma sao radio resistentes, ou seja, a medida que as células recebem maior dose de

radiacdo o indice de sobrevivéncia diminui (FALCAO et al., 2015).

Os dados obtidos através do teste de citotoxicidade pelo MTT mostraram que 0
tratamento de culturas in vitro com as células de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 e 0
extrato da propolis na concentracdo mais alta utilizada (10%) (Tabela 1) foi capaz de induzir a
diminuicdo da viabilidade celular, provavelmente pelo dano da funcdo enzimatica de co-

fatores envolvidos na transcricio génica dessas células (FALCAO et al., 2015).

Correlacionando os dados entre o grupo controle e as celulas de linhagem de
adenocarcinoma MDA-MB-231 que receberam o0 extrato da prépolis observou-se que a
propolis apresentou um papel importante sobre a viabilidade celular em células tumorais, ou
seja, apresenta um efeito deletério sobre células de cancer de mama. Considerando uma baixa
dose de concentracdo do extrato da propolis (1%) os resultados ndo apontam para uma
diminuicdo da viabilidade celular apds a adicdo do extrato em rela¢do ao controle ndo tratado.
No entanto, obteve-se uma diminuicdo significativa da viabilidade celular quando as células

foram expostas a concentracdo de 10%.
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Com relacdo a dose de radiagdo de 5Gy obteve-se morte tumoral, ocorrendo
diminuicdo da viabilidade celular de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231, porém quando
adicionou-se a prépolis o nivel de proliferacdo celular foi reduzido. Neste conexto, sugere-se
que o extrato da prépolis potencializa o efeito deletério da radiacdo sobre as células tumorais.
Essa acdo anti proliferativa da propolis foi observada em outras linhagens tumorais, tais como
carcinoma do célon humano (CaCo,, HCT116, HT29, SW480), carcinoma de colo murino
(26-L5), melanoma de murino (B16-BL6), fibrosarcoma humano (HT1080), adenocarcinoma
humano de pulmao (A549) e carcinoma de prostata (DU145) (ISHIHARA et al, 2009; LI et

al, 2009; RUSSO et al, 2004).

Em estudos Ishihara et al. (2009) constataram que a expressao dos genes p21 e p53
sd0 responsaveis, pelo menos em parte, na inducdo de apoptose e consequentemente, na
inibicdo do crescimento de varias linhagens celulares do carcinoma de célon humano,
mediada pelo extrato da prdpolis. Os autores demonstraram ainda que tanto as linhagens
celulares com p53 selvagem (HCT116) como aquelas mutantes de p53 (HT29 e SW480)
foram igualmente sensiveis a inibicdo do crescimento induzida pelo extrato de propolis. Estes
resultados permitiram aos autores sugerirem o envolvimento de rotas dependente e
independente de p53 para inducdo de apoptose, também em células p53 mutante, o que pode
incluir também células MDA do presente estudo.

A morte reprodutiva foi investigada por Santos (2011), como uma outra modalidade
de morte celular, pelo teste foi constado a formacgédo de colbnias, na obtencdo de curva de
sobrevida. Esse processo de perda da habilidade em formar col6nias é um evento critico em
radioterapia do tumor, desse modo, o problema clinico de recorréncia do tumor envolve
algumas células que ndo somente sobrevivem durante o tratamento radioterapico, mas retém a

habilidade de proliferar e repopular o tumor, propagando a malignidade (SCOTT et al., 2003).
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Neste contexto, as observagdes realizadas neste estudo corroboram com os dados
descritos em outros trabalhos, em que é mostrado um amplo espectro de propriedades anti
proliferativas de extrato de prépolis para vérias linhagens de células de carcinoma. Entretanto,
0S mecanismos exatos da atividade anticarcinogénica permanecem pouco compreendidos. Ha
constatacdo de que essa atividade inibidora da propolis no crescimento de células tumorais,
esta intimamente associada ao CAPE, composto majoritario presente na propolis, que inibiu o
crescimento do cancer de mama humano MDA-231 e MCF-7 através de efeitos apoptéticos,

atuando na modulacdo de NF-kB, no ciclo celular e na angiogénese (WU et al., 2011).

Sendo assim, o tratamento associado da prépolis nas concentrages de 1% e 10% a
radiacdo nas doses de 2 e 5Gy em células de MDA-MB-231 exibiu um efeito anti
proliferativo. Esses resultados sugeriram que o extrato da propolis parece inibir a expansdo
clonal nessas doses de concentragdo, principalmente apds 72h em cultura e que possivelmente
os co-fatores ou enzimas produzidas foram capazes de induzir a viabilidade de células

“naive”.
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5 - CONCLUSAO

Concluiu-se que houve diminuigdo na viabilidade de celulas de adenocarcinoma de
mama MD-MB-231, ou seja, a associagdo de propolis com tratamento de radioterapia
potencializou os danos causados por radia¢do ionizante, estimulando apoptose dessas células.

Dessa forma, podemos inferir que a propolis € um agente que atenua o efeito da
radiacdo ionizante sobre células de cancer de mama. Logo, esse estudo abre uma perspectiva
relevante acerca do papel da propolis, sendo um candidato vidvel como um novo agente
terapéutico, bem como um adjuvante ao padrdo radioterapico de pacientes submetidos ao
tratamento de cancer de mama. Estudos sobre os constituintes responsaveis por esse papel

radioindutor de apoptose da propolis sdo necessarios para confirmar nossos achados.



CAPITULO I1I

PROSPECCAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS DO EXTRATO
AQUOSO DE PROPOLIS DE TETRAGONA CLAVIPES

71
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RESUMO

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A procura por
alivio e cura de doencas pelo uso de plantas talvez tenha sido uma das primeiras formas de
utilizacdo dos produtos naturais. A propolis proveniente das abelhasapresenta grande
aceitacdo devido as suas propriedades terapéuticas, por isso que nos ultimos anos tem-se
verificado um crescente interesse pela medicina populardesse produto das abelhas para o
controle de enfermidades. Quimicamente, a prépolis apresenta diversos compostos, Varios
estudos comprovam que estas substancias bioativas sdo responsaveis por sua atividade
terapéutica, uma vez que existe uma diversidade muito grande de componentes presentes na
prépolis. Considerando a importdncia da prépolis apresentar em sua composicao
componentes quimicos com propriedades bioldgicas fundamentais para o tratamento de
doengas graves, e a escassez de descricdo na literatura sobre a composi¢do quimica da
propolis da espécie de abelha Tetragona clavipes, o presente trabalho teve como objetivo
detectar principais classes de substancias do grupo fenilpropanoides (Flavonoides e Taninos);
Terpenoides (esteroides e triterpenoides) e Glicosideos (Saponinas). O extrato foi preparado a
partir do triturado da amostra bruta de prépolis proveniente do Municipio de Itacoatiara - AM.
Os perfis quimicos preliminares dos extratos foram analisados através de ensaios cromaticos
em tubos, para deteccdo de fendlicos, terpendides e saponinas. A prospeccdo quimica do
extrato indicou a presenca taninos condensados, catequinas (tanino catéquicos), flavonas,
triterpendides pentaciclicos e teste positivo para saponinas. O estudo aqui detalhado tem sua
importancia na primazia da abordagem quimica em amostra de propolis da espécie de abelha
Tetragona clavipes do municipio de Itacoatiara-AM. Os resultados apresentados serdo a base
para estudos futuros.

Palavras chaves: Extrato, propolis, fendlicos, compostos.
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ABSTRAT

Natural products have been used by mankind since time immemorial. The search for relief
and cure of diseases by ingestion of herbs and leaves may have been one of the first ways of
using natural products. Propolis from bees is widely accepted because of its therapeutic
properties, which is why in recent years there has been a growing interest in the popular
medicine of this bee product for the control of diseases. Chemically, propolis has several
compounds, several studies prove that these bioactive substances are responsible for its
therapeutic activity, since there is a very large diversity of components present in propolis.
Considering the importance of propolis in its composition as chemical components with
fundamental biological properties for the treatment of serious diseases, and the lack of
description in the literature on the chemical composition of the propolis of the bee species
Tetragonaclavipe, the present work had as objective to determine the Presence of natural
compounds of the phenylpropanoid group (Flavonoids and Tannins); Terpenoids (steroids and
triterpenoids) and Glycosides (Saponins). The extract was prepared from the crushing of the
crude propolis sample from the Minicipio de Itacoatiara-AM. The preliminary chemical
profiles of the extracts were analyzed through chromatic tube tests for the detection of
phenolics, terpenoids and saponins. The chemical prospection of the extract indicated the
presence  of condensed tannins,  catechins  (tannin  catheters),  flavones,
pentacyclicTriterpenoids and a positive test for saponins. The study detailed here has its
importance in the primacy of the chemical approach in a sample of propolis of the bee species
Tetragonaclavipes of the municipality of Itacoatiara-AM. The results presented will be the

basis for future studies.

Key words: Extract, propolis, phenolics, compounds.
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1- INTRODUCAO

A prépolis é uma mistura resinosa complexa que contémbalsamo e cera coletada pelas
abelhas de diversas partes da planta, como do broto, botbes florais e exsudatos resinosos,
misturada as enzimas presentes na saliva produzidas pelo seu organismo. A mistura apresenta
um aspecto variado em relagdo acoloragdo e consisténcia cuja utilizacdo pode ser observada
desde a vedacdo de pequenas frestas até a embasalmacdo de insetos mortos no interior da

colméia e protecdo contra agentes externos (MATOS, 2012; ARAUJO et al., 2016).

Considerando os produtos da abelha, a prépolis tem sido utilizada a milhares de anos e
vem se destacando tanto por suas propriedades terapéuticas como antimicrobiana,
antiinflamatdria, analgésica, cicatrizante, anticariogénica e anestésica, quanto pela
possibilidade de aplicacdo na industria alimenticia e farmacéutica (PARK et al., 1998a,b;
KOO et al., 1999; REIS et al., 2000; DOS SANTOS et al., 2003; SOARES et al., 2006;
LONGHINI et al., 2007; SIMOES et al., 2008).

Estudos recentes tém demonstrado os beneficios dos antioxidantes para a saude,
devido aos efeitos sobre a prevencdo de doengas como cancer, doencas cardiovasculares e
envelhecimento. Os compostos fendlicos sdo substancias antioxidantes frequentemente
encontrado na propolis (ARAUJO et al., 2016).

A prépolis contém uma variedade de compostos quimicos, ja caracterizados, tais como
polifendis (flavonoides e acidos fenolicos e os seus ésteres), terpendides, esterdides, e dos
acidos aminados, os aldeidos volateis e cetonas ( CHAILLOU & NAZARENO,
2009; KALOGEROPQULOS et al., 2009;VIUDA-MARTOS et al., 2008 ). Véarios autores
tém relatado que alguns compostos presentes em extratos de prépolis poderiam apresentar
atividade antioxidante antibacteriana (BASIM et al ., 2006 , SILVA et al. 2006; UZEL et al.,

2005).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614013168#b0075
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614013168#b0075
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614013168#b0150
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O Artepilin C (&cido 3,5 - diprenil-4- hidroxicinamico) é o principal componente
fendlico biologicamente ativo encontrado na prdpolis. Esse composto exerce acgao
antiproliferativa direta, citotoxica e apoptdtica, apresentando efeitos sobre as células
cancerigenas gastricas, do colon e pulmdo, inibe tumores s6lidos em humanos e ratos
(KIMOTO et al.,1998).

As investigacdes sobre a composicdo quimica da propolis brasileira ttm demonstrado
que existe uma variabilidade elevada em relacdo a composicdo, tanto qualitativa como
quantitativa dos compostos fendlicos (SILVA et al., 2013). A constitui¢do quimica dapropolis
é influenciada pela flora local e pelas caracteristicas geogréaficas e climaticas do ambiente
(SILVA et al., 2013; MUNIZ et al., 2009).

Sendo assim, como ainda ndo foi descrito nenhum estudo sobre a caracterizacdo
quimica da propolis produzida pela abelha da espécie Tetragona clavipes proveniente do
municpio de Itacoatiara- AM torna-se relevante a realizacdo da prospeccdo quimica deste
referido produto, que ira contribuir para a caracteriacdo biomolecular futuras de fracbes
especificas que atuam sobre os sistemas biologicos sob investigacdo em estudo in vitro.
Neste sentido, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a presenca ou nao de classes substancias do
grupo fenilpropandides (Flavondides e Taninos); Terpenoides (esteroides e triterpendides) e

Glicosideos (Saponinas).
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1- Coleta das amostras de propolis

A propolis bruta foi obtida da Fazenda Poranga localizada no Municipio de Itacoatiara
Estado do Amazonas — Brasil, proveniente da colméia da abelha de espécie Tetragonaclavipes
(Bora). A amostra de propolis foi levada ao laboratorio de Biologia Molecular do Instituto de
Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Amazonas e mantida sob

refrigeracdo a 4 °C.

2.2 - Preparacdo e abordagem quimica do extrato aquoso de prépolis (EAP)

A amostra de prépolis bruta (100g) foi triturada em turbolizador (liquidificador)
juntamente com500mL de &gua deionizada, esse extrato ficou armazenado por 24 horas. A
mistura foi aquecida em banho termostatizado com agua a 80 °C, por duas horas.
Posteriormente essa solucdo foi turbolizada em liquidificador, filtrada, acoplado a funil e

kitassato. O filtrado foi seco em banho Maria durante 48 h (Matsushige et al, 1996).

O extrato aquoso da propolis (EAP) foi submetido a abordagem quimica para analise

dos seguintes grupos: compostos fendlicos, flavonoides, terpenos e saponinas (Matos, 1999).

2.3 - Preparacéo da solucdo-estoque e prospec¢des quimica

O extrato seco EAP foi analisado através de ensaioscromaticos usuais em tubos de
ensaio, utilizando-se 0s reagentes convencionais paradeteccdo de grupos fenolicos
especificos. Para o preparo da solucdo-estoquepesou-se cerca de 300mg de extrato bruto em
béquer. Em seguida procedeu-se a extracdo com metanol a 70%, transferiu-se todo o contetido

do extrato para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado.
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Uma aliquota de cada solucdo foi acidificada até pH 4 com uma solucdo de
acidocloridrico 0,1 M. Seguiu-se com a filtracdo dessa solucdo e transferéncia de 3 mL
paratubos de ensaio. Todos os ensaios desta analise foram realizados a partir da solucdo
estoquee em triplicata. Os resultados foram baseados na mudanca de coloracdo apdsa reacao,
guando comparados com o0s brancos positivo (TO - somente solucdo estoque)e negativo

(reagente mais agua destilada).

2.4 - Teste para determinacao de fenois e taninos

Em um tubo de ensaio (T1) foi adicionado 3mL da solugdo-estoque. A estetubo foram
adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica de FeCls. As alteracBes apOs areacdo foram
observadas, comparando-se com 0s brancos. O desenvolvimento da corazul-avermelhado
indica a presenca de fendis. Precipitado azul indica taninos hidrolisiveis e precipitado verde

taninos condensados (MATOS, 2009).

2.5 - Teste para determinagéo de antocianidinas, antocianinas e outros flavonoides

Foram adicionados 3mL da solucdo-estoque em trés tubos de ensaio. No primeiro tubo
(T2) a solucéo foi ajustada até pH 3 com HCI a 0,5N no segundo (T3) ajustou-se o pH em 8,5
e no terceiro (T4) até pH 11, ambos com NaOH a 0,5N. Apds alguns minutos, a coloracdo foi
observada e comparada com o branco. Neste ensaio em pH 3 a reac¢do de cor vermelha sugere
presenca de chalconas, auronas,antocianinas e antocianidinas. A auséncia de coloracdo lilas
em pH 8,5 e azul-parpuraem pH 11 sugere a auséncia de antocianinas e antocianidinas
(MATQOS, 2009).

2.6 - Teste para determinacgao de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas
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Foram adicionados 3mL da solugédo-estoque em dois tubos de ensaio, 0 primeiro(T5)
foi acidificado até pH 3 com HCI a 0,5N e o segundo (T6) foi alcalinizado até pH 11lcom
NaOH a 0,5N. Os tubos foram submetidos a aquecimento em bico de Bunsen porcerca de 2
minutos, e, apos observou-se a coloragcdo em comparacao ao branco (TO0).

Nesse teste, em pH 3, as leucoantocianidinas apresentam coloragdo vermelha, e
ascatequinas cor pardo-amarelado. Em pH 11 as flavanonas coram-se em vermelho laranja
(MATOS, 20009).

2.7- Teste para determinacdo de esteroides e triterpenoides (LIEBERMAN -
BURCHARD)

Pesou-se cerca de 0,200 mg de extrato seco em um bécker adicionou-se 2mL de
cloroférmio, repetiu-se esse processo por trés vezes, tendo o cuidado de triturar bem o residuo
com o solvente. Filtrou-se a solucdo cloroférmica gota a gota em um pequeno funil fechado
com uma bolinha de algoddo e coberta com alguns decigramas de Na,SO, anidro, para um
tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1mL de anidrido acético, agitou-se suavemente e
juntou-se cuidadosamente trés gotas de H,SO, concentrado. Tornou-se agitar suavemente e
observou-se rapido desenvolvimento de cores. Neste ensaio a coloracdo azul evanescente
seqguida de verde permanente € indicativa da presenca de esteroide livres. A presenca de

coloracéo parda até vermelha indica triterpenoidespentaciclicos livres (MATQOS, 2009).

2.8 - Teste para determinacao de saponinas

Tomou-se o residuo insolGvel, retido no funil, separado na operacdo anterior,
redissolveu-se com 10 mL de &gua destilada e filtrou-se a solucdo para um tubo de ensaio.
Agitou-se o tubo com solucéo, fortemente; por dois minutos. Espuma persistente e abundante

(colarinho) indica a presenca de saponina heterdsideos saponinicos (MATOS, 2009).



79

2.9 - Teste confirmatorio para saponinas

Adicionou-se 2mL de HCI concentrado ao contetido do tubo preparado no teste anterior e
deixou-o0 durante uma hora imerso em banho-maria. Deixou-se esfriar, neutralizou-se com
hidroxido de amonio e agitou-se novamente. A presenca de precipitado e a ndo formacao de

espuma quando agitado novamente confirma a presenca de saponinas.
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3-RESULTADOS

3.1- Teste para determinacgédo de fendis e taninos

O teste realizado para determinacdo de fenois e taninos apos a adigdo de FeCl;
apresentou coloracdo esverdeada quando comparada ao branco contendo apenas FeCl;

demonstrado na Figura 1. De acordo com Matos (2009) essa coloracdo diz respeito a presenca

de taninos condensados.

ey
.

we bk

.

Figura 1- Resultado para o teste de fendis e taninos — présenga de taninos condensados com a
verificagéo de intensidade de cor

3.2- Teste para determinagéo de antocianidinas, antocianinas e flavonoides

O tubo (2) contendo a amostra em que o pH foi ajustado para 3 ndo apresentou
coloragdo vermelha sugestiva para a presenga de chalconas, auronas, antocianinas e
antocianidinas. No tubo (3) ndo houve formacéo de coloracdo lilas em pH 8,5 presenca de
antocianinas e antocianidinas, o tubo (4) por sua vez ndo apresentou a cor azul-parpura,
vermelho parpura em pH 11 a ndo formacdo de coloracdo corroborou para a auséncia

deantocianinas, antocianidinas, chalconas e auronas. Em pH 11 a cor da solucéo apresentou
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variagdo entre as cor laranja e a amarela intenso representando a presenca de flavona,

flavonois e xantonas Matos (2009).

Figura 2- Resultado para determinacéo de antocianidinas, antocianinas e flavonoides - presenca de
flavona, flavonois e xantona

3.3-Teste para determinacéo de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

A Figura 3 a presenta os resultados de cores observadas nas analises para a presenca
de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas. Ndo houve formacédo de coloracéo vermelha
indicando que ndo ha leucoantocianidinas na amostra analisada em meio acidificado, porém
foi possivel observar apds aquecimento o aparecimento da colora¢do amarelo pardo indicando
a presenca de catequinas (taninos catéquicos) (MATOS,2009). No tubo (6) em pH alcalino o
resultado demonstrou presenca de flavonas devido a formacéo de coloragdo vermelho laranja

Matos (2009).
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Figura 3- Resultado para o teste de determinacédo leucoantocianidinas, catequinas e flavonas -
coloragdo vermelho laranja - presenca de flavonas.

3.4 - Teste para determinagdo de esteroides e triterpenoides (LIEBERMAN -
BURCHARD)

O resultado obtido para determinacdo de esteroide e triterpenoides pelo teste de
Lieberman Burchard, ndo apresentou a coloragdo azul evanescente seguida de verde
permanente que € indicativa da presenca de esteroides livres, porém apresentou a coloracao
avermelhada (Figura 4) indicando a presenca de triterpenoides pentaciclicos na analise em

tubo realizada (MATOS, 2009).
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Figura 4- Resultado para determinacdo de esteroides e triterpenoides (Lieberman — Burchard)—
presenca decoloracdo avermelhada indicando triterpenoides pentaciclicos

3.5 - Teste para determinacao de saponinas

No teste de formagdo de espuma para a deteccdo da presenca de saponinas, foi obtido
uma espuma abundante persistente mesmo com adicao de acido cloridrico, o0 que demonstra a
resisténcia da espuma a adigdo de &cido, indicando um resultado positivo para presenca e

identificagdo de saponinas.



Figura 5- Resultado para o teste de determinacdo de saponinas — Formagé&o de espuma, apos
aquecimento formacao de precipitado.

84
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4 — DISCUSSAO

Atualmente a prépolis é considerada um dos produtos naturais de maior destaque,
conhecida pelas diversas propriedades biologicas que possui e assim utilizada como
antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatério, imunomodulador, hipotensor, cicatrizante,
anestésico, anticancerigeno e anti-HIV (BARBOSA et al., 2009). Diante disso, a agdo
terapéutica da prépolis pode ser relacionada com sua composi¢do quimica, que apresenta, até
0 momento, cercade aproximadamente 200 elementos ja identificados, sendo os principais
agrupados em flavonoides, acidos graxos, alcoois, aminoacidos, vitaminas e minerais
(SANTOS et al., 2007).

Desse modo, a abordagem quimica do extrato aquoso da prépolisindicou a presenca de
classes de alguns compostos naturais, considerando os testes realizados para determinacgéo de
fenois e taninos (Figura 1); e também para a determinacdo leucoantocianidinas, catequinas e
flavonas (Figura 3) foi possivel detectar a presenca de taninos condensados e catequinas
(taninos catéquicos) respectivamente. Esses compostos sdo usados como adstringente do tubo
digestivo e em escoriagdes cutaneas. No tratamento de queimaduras, as proteinas dos tecidos
expostos séo precipitadas e formam um revestimento protetor ligeiramente anti-séptico, sob o
qual pode ocorrer a regeneracao dos tecidos (ROBBERS et al., 1997).

Os testes realizados para a determinacdo de antocianinas, antocianidinas e flavonoides
(Figura 2) indicou a presenca de cor amarela tendendo a laranja indicando a presenca de
flavonois, flavonas, flavondis e xantonas. A auséncia de outras classes de flavonoides que nédo
foram sugeridas nas reacfes em tubo pode estar relacionada também as baixas concentracdes,
bem como nas misturas com Varios constituintes reativos a presenca de um pode mascarar a
cor indicativa da presenca de outro (MATQOS, 2009).

De acordo com Silva et al.(2013) os flavonoides sdo a classe de grupo fenodlicos que

esta biologicamente ativo na propolis. Foram atribuidas diferentes funcdes na natureza a
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varios flavonoides: compostos antimicrobianos, produtos do estresse de metabdlicos ou
moléculas sinalizadoras (ROBBERS et al., 1997).

O mecanismo de atividade antioxidante atribuida aos flavondides e taninos auxilia no
processo de cura, ja que os radicais livres sdo um fator importante na formacdo de lesdes
ulcerativas e erosivas do trato gastrintestinal (BORRELLI & 1ZZ0O, 2000; CARBONEZI et
al., 2007).

No ensaio realizado para a determinacdo de esterdides e triterpenoides (Lieberman-
Burchard) identificou-se a presenca de triterpenoides pentaciclicos. Os terpendides vegetais
tém papel proeminente, pois desempenham fungdes importantes como fitoalexinas,
insetifugos, repelentes de insetos, agentes de atracdo polinica, agente de defesa contra
herbivoros, feromonios, aleloquimicos, hormoénios vegetais e moléculas de sinalizacdo
(ROBBERS et al., 1997).

As saponinas em solucdo aquosa formam espuma persistente e abundante (Figura 5).
Essas atividades provem do fato de apresentarem em sua estrutura uma parte lipofilica
denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofilica constituida por um ou mais
aclcares (SCHENKEL et al., 2001). A espuma formada é estavel a acdo de &cidos minerais
diluidos, diferenciando-se dos sabdes comuns. Alguns dos compostos saponosidos
desorganizam a membrana dos globulos vermelhos do sangue, o que pode levar a hemdlise.
Outra caracteristica encontrada é a capacidade de complexar com esteroides, que € utilizada
para explicar a acdo antifungica e hipocolesterolmiante (CUNHA & ROQUE, 2005). Do
ponto de vista bioldgico, as saponinas desempenham papel importante na vida da planta,
participando de fun¢6es reguladoras, protetoras e sanitarias.

Vale ressaltar que o estudo realizado representa uma etapa importante da
caracterizacdo biomolecular da acdo da prépolis sobre linhagens celulares em estudos in vitro,

considerando que apresenta acdo sobre a clonogénese de linhagens do sistema imunoldgico
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envolvidas na resposta ao tratamento de tumores. Sera relevante o conhecimento das possiveis
fragbes da mistura que apresentem papel sobre mecanismo de inibicdo de clonogénese em
linhagens tumorais, vista que alguns tipos de propolis apresentam propriedades terapéuticas

adjuvantes ao tratamento do cancer.
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5- CONCLUSAO

Grandes moléculas de origem vegetal sdo consideradas principios ativos de diversos
extratos vegetais. A prospec¢do quimica do extrato aquoso de prépolis revelou a presenca de
componentes biologicamente ativos que desempenham papel importante no metabolismo
vegetal, e quando presentes na prdpolis podem estar associados a atividade terapéutica. Os
resultados gerados motivam outras areas de pesquisas abrindo possibilidade de novas

aplicacoes.
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4 - CONSIDERACOES FINAIS

O controle do cancer de mama representa, atualmente, um dos grandes desafios para
as politicas publicas de satde no Brasil. Isto tem implicado no desenvolvimento de estratégias
direcionadas, que culminam na disponibilidade de métodos de diagnosticos precoces,

terapéutica especifica e acompanhamento multidisciplinar aos pacientes.

Nossos estudos demonstraram o papel da prépolis sobre a viabilidade de células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) e celulas de linhagem de
adenocarcinoma de mama da linhagem MDA-MB-231. Atraveés desses dados, pode-se dizer
que a prépolis mostrou um efeito estimulador de proliferacdo de células PBMCs e um efeito

antiproliferativo para células tumorais MDA-MB-231, aumentando a taxa de morte celular.

Esse efeito citotoxico sobre células de cancer de mama humano MDA-231, mas nao
nas células normais PBMC, pode esté relacionado ao composto CAPE, presente em amostras
de proépolis encontradas em outras localidades como China e Europa, porém néo ha registros
de que a propolis brasileira apresente esta substancia em sua composicao.

Dessa forma, para confirmar nossos resultados sdo necessarios estudos sobre os
constituintes responsaveis por esse papel anti - proliferativo em células tumorais e
proliferativo em células de defesa do sistema imunoldgico. Constituindo assim boa alternativa
para um potencial uso da propolis em combinacdo com radioterapia para proteger células

normais e quebrar a resisténcia de células tumorais levando-as a apoptose.
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