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esquecer pessoas inesqueciveis.
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Mas vivt!
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EFEITO QUIMIOPREVENTIVO DE VARIEDADES DE PROPOLIS SOBRE A
CARCINOGENESE ORAL EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA

DANIELLE RODRIGUES RIBEIRO CAVALCANTE

Estudos tém demonstrado que componentes hidrossollveis da prépolis, como flavonoides,
apresentam atividade antitumoral. OBJETIVO: Avaliar o efeito da administracdo oral de
extrato hidroalcodlico de prépolis verde e vermelha sobre displasias epiteliais linguais
quimicamente induzidas em ratos. METODO: Nesta pesquisa experimental quantitativa, foi
pincelado DMBA (9,10-dimetil-1,2-benzantraceno) no dorso lingual de ratos 3x/semana, e,
em dias alternados, administrado 100 (PROP1), 200 (PROP2) e 300 mg/kg (PROP3) de
EHP verde e 100 mg/kg da vermelha (PROP4) (v.0.), durante 20 semanas. A substituicdo do
EHP ou DMBA pelos seus veiculos foi usada nos controles positivos (TUM1 e TUM2) e
negativos (CTR1 e CTR2), respectivamente. O epitélio lingual foi analisado
histologicamente, graduado pelo Sistema Binario e classificacdo OMS, e os dados
comparados por analise de variancia (ANOVA) (p<0,05). RESULTADOS: A média do
rendimento das variedades de prépolis foi de 42% e o teor de flavondides 0,9510,44% para
prépolis verde e 0,13+0,11% para variedade vermelha. Segundo o Sistema Binario, TUM1,
TUM2 e PROP1 foram considerados lesBes de alto risco, apresentando indices de
alteracdes morfologicas significativamente mais elevados (p<0,05), e os demais de baixo
risco. Segundo a classificagdo OMS, observou-se displasia moderada em TUM1 e TUM2,
leve em PROP1, PROP2, PROP3 e PROP4, e ausente em CTR1 e CTR2. CONCLUSAO:
Sugere-se que os EHP possam desempenhar um papel protetor importante durante a

carcinogénese lingual quimicamente induzida em ratos.

Palavras-chave: DMBA, Propolis, Cancer Oral. Xv
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CHEMOPREVENTIVE EFFECTS OF BRAZILIAN PROPOLIS VARIETIES ON
EXPERIMENTALLY INDUCED ORAL CARCINOGENESIS

DANIELLE RODRIGUES RIBEIRO CAVALCANTE

Studies have demonstrated that compounds of propolis such as flavonoids present
antitumoral activity. AIMS: To evaluate the effect of the oral administration hydroalcoolic
extract of green and red propolis on epithelial dysplasias chemically induced rat tongues.
METHODS: In this experimental investigation, DMBA was brushed on the lingual dorsum
rats 3x/week, alternated days, 100 (PROP1), 200 (PROP2) and 300 mg/kg (PROP3) of
green EHP, and 100 mg/Kg of red EHP were administered by oral via for 20 weeks. The
substitution of the EHP or DMBA was applied as positive (TUM1 and TUM2), negative
controls (CTR1 and CTR2), respectively. The lingual epithelium was histologically analyzed,
graded according the binary system and WHO classification, and the data were compared by
(ANOVA) *p<0.05). RESULTS: The average vyield of the varieties of propolis was 42% and
the flavonoid content of 0.95 + 0.44% for green propolis and 0.13 + 0.11% for red variety.
According to the Binary System, TUM1, TUM2 and PROP1 were regarded as high risk
lesions, since presented indexes of morphological alterations significantly higher than the
other groups (p<0.05), considered as low risk lesions. In accordance to the WHO
classification, was observed moderate dysplasia TUM1 and TUM2, mild dysplasia PROP1,
PROP2, PROP3 and PROP4, non-dysplastic epithelium in CTR1 and CTR2. CONCLUSION:
The EHP seems to play an important protective role during the chemically-induced lingual

carcinogenesis in rats.

Key-Words: DMBA, Propolis, Oral Cancer.
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Na sociedade moderna, 0s processos de urbanizagdo e industrializacdo expdem a
populacdo a frequentes agentes potencialmente cancerigenos (FREITA et al., 2005). De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2010), estima-se que no biénio 2010/2011
ocorram 489.270 novos casos de cancer no Brasil.

De acordo com as estatisticas mundiais, aproximadamente 10% dos tumores
malignos no corpo humano estéo localizados na boca, sendo o cancer oral o sexto tipo mais
incidente no mundo (SYRJANEN, 2005). No ano de 2002, mais de 274 mil novos casos de
cancer bucal foram diagnosticados e aproximadamente 128 mil pacientes vieram a 6bito por
este tipo de neoplasia (PARKIN et al., 2005).

Fatores de risco como tabagismo e a ingestdo de bebidas alcodlicas, atuam de
forma a induzir alteracbes genéticas, ocasionando inUmeras mutacbes e permanentes
agressbes ao genoma celular. Essas alteracbes estdo associadas ao processo de
transformacao maligna clonal, que por sua vez esta relacionada com a desregulacao do
processo de diferenciacdo celular, controle de proliferacao e ou reparo da molécula de DNA
(FREITA et al., 2005). Assim, tais alterac6es sdo traduzidas como neoplasias. O processo
de inducdo de neoplasias malignas é denominado carcinogénese (RODRIGUES et al.,
1999).

Os carcinomas epidermoides ou espinocelulares (CEC) sdo as neoplasias orais
mais frequentes, correspondendo a 90% dos casos (SCULLY et al., 2000; BIRNER et al.,
2001; KUFFER; LOMBARDI, 2002), sdo encontrados com mais frequéncia na mucosa oral,
nas regides da lingua, labio e assoalho bucal (KUFFER; LOMBARDI, 2002).

Dentre as novas propostas terapéuticas, pesquisadores investigam o potencial
terapéutico e, particularmente, quimiopreventivo de produtos naturais com intuito de
minimizar as dificuldades encontradas durante o tratamento de pacientes com céancer
(CRAGG et al., 2009).

As dificuldades encontradas no tratamento do céancer de boca, por muitas vezes
ocasionam mutilacBes ao paciente, inabilitando-o definitivamente ou ndo para a reintegragédo
familiar, social e profissional. Novas alternativas terapéuticas tém sido pesquisadas por meio
de modelos experimentais de cancer de boca. Carcinogénese quimicamente induzida pelo
9,10 Dimetil 1,2-Benzantraceno (DMBA) comporta-se como um iniciador da carcinogénese,
diminuindo o periodo de laténcia deste processo celular (SACKS,1996; NAUTA et al., 1997;
LIMA; TAVEIRA, 1999; UMEDA et al., 2001).

18
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A propolis é um produto natural resinoso produzido por abelhas Apis mellifera L., e

vem sendo amplamente utilizada na medicina popular por séculos em razdo de suas
propriedades antibacterianas, antioxidantes e antiulcerogénicas. As propriedades
antitumorais recebem maior destaque nos ultimos anos (KHALIL, 2006), sendo normalmente
utilizada na forma de extratos (SILICI; KUTLUCA, 2005).

Os extratos etanolicos de prépolis (EEP) representam uma das mais ricas fontes de
acidos fendlicos e flavondides, os quais apresentam ampla gama de atividades biolégicas,
incluindo imunopotencia¢do, quimioprevencgao e efeitos antitumorais. Estudos experimentais
demonstram que os flavonoides da propolis podem induzir a morte de linhagens de células
tumorais humanas, atestando sua atividade antineoplasica e sugerindo um provavel

potencial quimiopreventivo para este produto (SHA et al., 2009).

Diante do exposto, este trabalho visa verificar o potencial quimiopreventivo do
extrato hidroalcodlico variedades de propolis sobre o processo de carcinogénese
experimental oral, enfatizando o retardo ou inibicdo da formacao de fenétipo displasico no

estrato epitelial.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Cancer Oral

A terminologia cancer € dada a um conjunto de doencas, que tém como
caracteristica comum, o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e

orgaos, e podem afetar também outras regiées do corpo (INCA, 2009).

Considera-se o cancer oral como o mais comum em todo o mundo, ocupando o 6°
lugar de acordo com sua incidéncia (HUMPHRIS et al., 2004). No Brasil é o 5° tipo mais
comum entre os homens, e o 7° entre as mulheres (INCA, 2010). O Instituto Nacional de
Cancer (INCA), estima que havera 14.120 novos casos de cancer de boca em 2010, sendo
10.330 em homens e 3.790 em mulheres. De acordo com o instituto, em 2007, a doenca
causou 6.064 mortes, acometendo 4.814 homens e 1.250 mulheres (INCA, 2009).

O cancer bucal, excluindo o cancer de pele, pode ser considerado o0 mais comum
da regido de cabeca e pescoco, representando cerca de 38% das malignidades neste sitio
anatomico. Esta neoplasia tem predominéncia no sexo masculino, e com 75% dos casos
diagnosticados na faixa etaria dos 60 anos (CARVALHO et al., 2001; COSTA et al., 2002; e
DEDIVITIS et al., 2004), Aproximadamente 95% dos casos de cancer de boca sdo
originados no estrato epitelial de revestimento oral e constituem, portanto, carcinomas
epidermaides ou espinocelulares (CEC) (NEVILLE et al., 2009).

Mais de 10 milhdes de novos casos de cancer foram diagnosticados durante o ano
2000 em todo o mundo, cerca de 900 mil s6 nos EUA; ja no Brasil, foram registrados pelo
Ministério da Saude 114 6bitos por cancer para cada 100 mil habitantes em 1999 (WARD,
2002). O Ministério da Saude, por meio do Instituto Nacional de Céancer (INCA, 2010),
estima que no biénio 2010/2011 ocorram 489.270 novos casos de cancer no Brasil. Em nivel
nacional, essa doenca se apresenta como um grave desafio para a saude publica, em

virtude da sua elevada incidéncia, que se contrapde as possibilidades de prevencéo.

Vem sendo evidenciada uma tendéncia ao aumento significativo nas taxas de
incidéncia e mortalidade do cancer de boca, sendo consideradas umas das mais altas em
todo o mundo (OLIVEIRA et al., 2006). Portanto, as neoplasias malignas da cavidade oral

podem ser consideradas um grave problema de salde publica no Brasil.

A etiologia do céncer ainda permanece obscura, no entanto, sabe-se que as
principais causas das neoplasias sao atribuiveis a influéncias ambientais, particularmente

aquelas relacionadas ao estilo de vida de cada individuo (ALVES et al., 2004), que podem
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ser determinantes para o desenvolvimento de neoplasias e também para prevencédo da
doenca (OLIVEIRA, 2006).

Nas ultimas décadas, vem ocorrendo um grande interesse dos estudiosos em
guadros clinicopatologicos cujas expressdes morfoldégicas precedem o Carcinoma
Epidermoide Oral, como por exemplo, as lesdes potencialmente malignizantes e pré-
malignas (RUIZ MENDEZ et al.,1989; GERVASIO et al., 2001; COLETTA et al.,, 2002;
NEVILLE et al., 2009).

Define-se como ‘lesdes orais potencialmente malignas’ (OPML), as lesbGes pré-
malignas presentes na cavidade oral, as quais podem evoluir a carcinoma maligno devido a
alteracdes genéticas (JIN et al., 1999; BRAAKHUIS et al., 2003; PETERSEN, 2005). Lesdes
orais comuns como a linha alba, leucoedema e queratose de atrito raramente evoluem
malignamente, no entanto consideram-se pré-malignas as leucoplasias e as eritroplasias, as
quais, devido as suas caracteristicas clinicas variantes, necessita 0 exame histopatoldgico
para a identificacdo do potencial de malignidade (WARNAKULASURIYA 2007; AXELL,
2009; CERVIGNE, 2009).

Desta maneira, a classificacdo displasica das células do epitélio da mucosa oral
torna-se um grande desafio para os patologistas no sentido de indicar com precisdo as
lesdes com maior ou menor potencial maligno. A falta de objetividade de alguns métodos de
graduacdo das displasias epiteliais na classificacdo das lesGes tende a superestimar a
gradacédo das alteracbes citomorfoldgicas. Neste interim, observa-se ainda a existéncia de
discordancias de arbitrariedade das graduacdes, falta de calibracdo dos critérios de analise
bem como a determinacdo da importancia de cada critério na caracterizacdo do potencial
maligno (REIBEL, 2003; KUJAN et al., 2007; SCHUSSEL, 2010).

Segundo Schussel, (2010), a busca por melhores métodos de graduacdo das
displasias epiteliais da mucosa oral é continuo, sendo assim estabeleceu-se em 2005 pelo
Grupo de Consenso em Displasia Epitelial Oral da OMS, uma escala para graduacdo com 5
pontos: (1) hiperplasia; (2) displasia epitelial discreta; (3) displasia epitelial moderada; (4)

displasia epitelial intensa; e (5) carcinoma in situ.

No ano de 2006, Kujan et al., propuseram, a partir desta escala, um novo sistema
binario de graduacdo de “baixo risco“ e “alto risco”, baseado nos mesmos critérios
citologicos e arquiteturais estabelecidos pela OMS. Para a validagdo deste método, estudos
de Kujan et al., (2006; 2007) mostraram que houve maior concordancia entre o diagnéstico
histopatoldgico e prognostico das lesdes estudadas por eles, e também maior concordancia

entre observadores envolvidos no estudo.
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1.2 Ciclo Celular e Oncogénese

De acordo com Ward (2002), o cancer é resultado de alteracdes genéticas e é
transmitida da célula alterada para sua prole. Sabe-se que milhdes de células sofrem divisao
celular diariamente, e a cada divisdo, o organismo fica exposto a uma série de mutacoes,
sejam elas carcindgenas ou ndo. Isso acontece porque a célula para se tornar cancerigena
precisa romper muitas barreiras fisiologicas. Os pontos de controle do ciclo celular sédo

considerados as barreiras primarias para que a célula complete o seu ciclo.

O ciclo celular
Celulas com cromoessomos no nucleo

Divlsao celular

@ @ \ / Sintese de DNA
Mitose o
{ clclln) S @
Separacao dos /

Duplica},:ao dos
c 0SSOMOS
cromos

Célula com cromossomos duplicados

Figura 1. Esquema do Ciclo Celular.

Fonte: ALBERTS, B. 2002.

O ciclo celular € composto por quatro estagios: O primeiro é a fase G1 (gap 1=
interfase) o qual a célula aumenta de tamanho e prepara-se para copiar seu DNA. A
duplicacdo do material genético (replicagdo dos cromossomas) ocorre na fase seguinte,
chamada de S (sintese). Apos a replicacdo dos cromossomos, inicia-se a fase G2 (gap 2),
onde a célula prepara-se para a fase M (mitose) na qual a célula-mae se divide ao meio,
para produzir duas células-filhas, com o mesmo numero de cromossomos (Figura 1).
Imediatamente as duas células-filhas produzidas entram na fase G1 podendo reiniciar o

ciclo celular, ou entram em GO (repouso replicativo) (ALBERTS, 2002).
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A fase G1 possui um ponto de checagem, G1/S, controlado por um grupo de

proteinas que compdem a via do pRb (proteina do retinoblastoma). Caso a célula passe por
este ponto onde ela é compelida a replicar o seu DNA e isso ndo ocorra ou acontegca uma
copia incorreta do DNA durante S, ou mesmo lesdo do DNA, a célula ndo passara para o
proximo ponto de checagem (G2/M); ocorrerd, entédo, a paralisacdo do ciclo e inducéo de
apoptose pelo gene p53. Diversas proteinas inibidoras fazem parte deste processo e podem
parar o desenvolvimento do ciclo celular. Algumas, como a pl5 e pl6, atuam bloqueando
componentes essenciais para progressao do ciclo celular, como CDK (cyclin-dependent
kinases - quinases dependentes de ciclinas) e ciclinas, impedindo o avan¢o do ciclo da fase
G1 para S. Outras, como o p21 e p53, exercem a fungdo de monitorar a saude celular e a
integridade de seus cromossomos e até a execuc¢do correta das diferentes fases do ciclo.
Caso as mutacdes ocorridas no conteido genético das células humanas ultrapassem esta
defesa natural, essas mutacdes podem eventualmente contribuir para a formacéo do cancer
(BRENNA et al., 2003).

Neste contexto, o desenvolvimento de células tumorais pode ocorrer quando um
dos mecanismos de acdo da apoptose estdo prejudicados ou o controle do sistema esta
desregulado. Em casos, por exemplo, onde a proteina p53 € inativada através da mutacao,
a chance das células danificadas e/ou mutadas serem eliminadas fica bastante reduzida,

iniciando o desenvolvimento de um processo carcinogénico (SEEMAYER, 1990).

Outro fator importante na formacéo e progressdo da neoplasia € a instabilidade do
genoma, pois para que a célula se torne neoplasica, ela deve sofrer uma ou mais alteracdes
genéticas, 0 que leva a um relaxamento dos mecanismos de controle do crescimento e
divisdo. Consequentemente, as células cujos mecanismos foram alterados apresentam
chance relativamente maior de desenvolver novas anormalidades genéticas, isto é, se
tornam instaveis (WARD, 2002).

Segundo Videira et al., (2002), proto-oncogenes sdo 0s genes responsaveis pelo
controle e proliferacdo celular codificando produtos (oncoproteinas). Quando esses genes
tém sua expressdo desregulada, seja por mutacdo ou por translocagdo cromossdmica, entre
outros mecanismos, passam a ser denominados oncogenes e podem contribuir para a

transformacao neoplésica super estimulando a proliferagdo celular (CESCATO, 2010).

O fendmeno de oncogénese que se desenvolve nos tecidos epiteliais é denominado
carcinogénese. Este processo pode ocorrer por acdo de uma série de fatores etioldgicos
distintos, sejam eles de natureza fisica (como as radia¢des ionizantes), bioldégica (como

virus oncogénicos, a exemplo do HPV — Human Papilloma Virus) e quimica (como
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hidrocarbonetos aromaticos policiclicos derivados da combustdo do tabaco) (TELLES,
1999).

1.3 Carcinogénese Quimica experimental

A carcinogénese secundaria a exposicao quimica foi inicialmente relatada no Sec.
XVIII por meio da observacdo de formacdo de polipos secundarios ao uso excessivo de
tabaco por John Hill. Do mesmo modo, Sir Percival Pott relatou altos indices de cancer de
pele escrotal em limpadores de chaminé. Nesta época como medida de Saude Publica,
distribuiram-se guias com orientacdo sobre banhos diarios para evitar-se a ocorréncia de
tumor por exposicao continua a fuligem (BORGES, 2009).

Ao final do século XIX a relacdo entre a exposicao prolongada a certos produtos
guimicos e seus efeitos carcinogénicos era bastante evidente, incentivando-se assim
investigacdo sistematica bem como a reproducdo de tumores em animais. No entanto,
comprovacao cientifica da existéncia de um agente quimico cancerigeno ocorreu somente
em 1915, quando tumores cutadneos em coelhos foram induzidos pelo pincelamento repetido
das orelhas com alcatrdo de hulha (SMUCKLER, 1983; KUMAR et al., 2005; BRASILEIRO
FILHO, 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Outros trabalhos sobre a carcinogénese gquimicamente induzida em cobaias foram
descritos por estudiosos japoneses em 1918 (MAINENTI e ROSA, 2008). Mas somente em
1942, aconteceram 0s experimentos com glandulas salivares animais, utilizando os HPA
(hidrocarbonetos policiclicos arométicos) (CATALDO et al.,, 1964; SHKLAR, 1970; EL-
MOFTY, 1977).

Os HPAs possuem grande potencial carcinogénico e representam uma grande
classe de compostos organicos presentes no ambiente que podem ser extraidos de
combustiveis fosseis, ocorrem pela combustdo incompleta do carvdo mineral, tabaco,
petréleo, podendo estar presentes em alguns produtos alimenticios inclusive os defumados.
Os hidrocarbonetos (HPAS) requerem ativacdo metabdlica e podem induzir tumores em uma
grande variedade de tecidos e 6rgaos. O sistema enzimatico do citocromo P-450, resulta na
ativacdo dos HPA, sendo o metabdlito final o responsavel pelos efeitos citotoxicos,
teratogénicos e oncogénicos (WOOLF, 1998; RODRIGUES; CAMARGO, 1999;
BRASILEIRO FILHO et al.,, 2000; IDE et al.,, 2004; KUMAR et al., 2005; BRASILEIRO
FILHO, 2006; MAINENTI; ROSA, 2008; BORGES, 2009).
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Entre os principais exemplos de HPA, destacam-se o 9,10- Dimetil 1,2-
benzantraceno (DMBA), o metilcolantreno, o benzopireno e o 4-quinolina 1-6xido (4NQO).
Atualmente, o produto sintético mais utilizado como um agente iniciador da carcinogénese
induzida € o DMBA. Numerosos estudos tém feito uso deste produto para inducéo
experimental de cancer nos mais diferentes sitios anatdmicos, como péancreas (WENDT,
2004), mama (COS et al.,, 2006), boca (KAVITA et al., 2006), glandulas salivares
(MAINENTI; ROSA, 2008) e pele (CHAUDHARY et al., 2009), dentre outros. Para inducéo
de cancer bucal, este produto pode ser administrado topicamente ou implantado na lingua
dos animais, na forma de solucéo ou pellet diluido em diferentes produtos quimicos, como a

acetona ou vaselina, respectivamente (MAINENTI; ROSA, 2008).

Verificou-se em roedores apds exposi¢cdo ao DMBA, que uma variedade de tumores
€ induzida com elevada frequéncia. O DMBA é comumente utilizado na carcinogénese
experimental em camundongos, pois 0 epitélio de revestimento desses animais é muito
responsiva aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (WILLIAMS; IATROPOULOS, 2001;
BORGES, 2009).

De acordo com Salley (1954), o DMBA ja era utilizado como um hidrocarboneto
policiclico para induzir carcinoma de células escamosas na mucosa de hamster. O autor
aplicou o DMBA dissolvido em éter e este se apresentou como um carcindgeno bastante
efetivo na inducdo de tumores apds 16 semanas. Segundo Morris (1961) relata que cinco
semanas € o tempo necessario para iniciar as analises de carcinogénese experimental. A
partir disso, foi descrito quatro estagios identificados histologicamente na mucosa, que tem
inicio por hiperplasia, papiloma, carcinoma in situ, até carcinoma de células escamosas
(OLIVEIRA, 20009).

Segundo O’Neill (1998), o DMBA é um carcindgeno completo, pois age tanto na
iniciagdo quanto na promocgdo. Isso justifica a sua ampla utilizacdo no estudo da
carcinogénese quimica, visto que garante o desenvolvimento de todo o processo sem a

necessidade de outras substancias coadjuvantes (BOLANHO et al., 2005).

Além disso, foi constatado que 0,5% de DMBA, diluido em acetona, produz o efeito
maximo de neoplasia, com o minimo de periodo de laténcia e sem morbidade. Padronizou-
se também o procedimento, de tal modo que a lesdo experimental pode ser reproduzida
posteriormente (MORRIS,1961).

O DMBA em solugédo de 0,5% induz hiperplasia no epitélio da mucosa oral apos
poucas aplicacdes, constatando-se pela aparéncia de variedades de lesdes displasicas

parecidas com lesBes pré-malignas humanas, apdés seis a oito semanas de tratamento
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(SANTIS et al., 1964). Apés algumas semanas de tratamento com DMBA, tumores benignos

e malignos, lesdes papilomatosas e carcinomas, especificamente de células escamosas
comecam a ser evidenciados (SANTIS et al., 1964; GIMENEZ-CONTI; SLAGA, 1993).

Existem aspectos importantes que influenciam a dindmica da carcinogénese
guimica bucal experimental que merecem destaque, dentre eles as diferencas genéticas
entre as espécies, os fatores ambientais, sociais e psicossociais, assim como o0s
imunoldgicos (LIMA; TAVEIRA, 1999).

A carcinogénese quimica pode ser iniciada por diversas substancias quimicas que
se divergem estruturalmente e incluem produtos naturais e sintéticos e classificam-se de
acordo com a sua acado em: (1) Diretos: aqueles que ndo requerem transformacgéo quimica
para seu efeito carcinogénico ou (2) Indireto ou Procarcinbgeno: os que requerem
conversao metabdlica in vivo para producdo de carcindgenos finais, 0s quais sdo capazes
de transformar as células. Apesar das classificacdes, ambas as acdes tém uma propriedade
em comum: sao eletréfilos (atomos deficientes em elétrons), sendo altamente reativos e
podem reagir com locais nucleofilicos (atomos ricos em elétrons) na célula. Estas reacfes
nao sao feitas por enzimas e resultam na formacdo de produtos de reacdo covalentes. As
reacoes eletrofilicas podem ocorrer em estruturas ou macromoléculas ricas em elétrons na
célula-alvo, incluindo DNA, RNA e proteinas, produzindo as vezes um dano letal. Nas
células iniciadas, a interacdo é obviamente nédo-letal, e 0 DNA € o alvo primario (BARRET et
al., 1993; BIGNOLD, 2004; KUMAR et al., 2005).

Os processos de inducdo da carcinogénese sdo amplamente estudados na
literatura; havendo consenso em relacdo ao papel do ciclo celular neste processo. Para que
0s tumores ocorram é fundamental a existéncia de duas fases distintas: a primeira
representada pelo processo de iniciacdo, no qual as células normais sdo convertidas em
células tumorais latentes em um curto periodo de tempo, sob a acdo quimica de uma
substancia carcinogénica. E a segunda fase € a promoc¢do na qual as células tumorais
latentes sdo estimuladas a progredir, apés um longo periodo de tempo por agéo repetitiva
de uma determinada substéncia atuando na mucosa bucal. (ODUKOYA; SHKALAR, 1984;
STEILDLER; READE, 1986; MATIAKIS et al., 1994; SHKLAR, 1999; ALBERT, 2002; LORO;

VINTERMYR; JOHANNESSEN, 2003).

Na segunda metade da década de 1960, muitos dos conceitos de iniciacéo,
promocao e progressdo ja estavam estabelecidos. Houve um acréscimo consideravel no
conhecimento sobre carcindgenos e seu metabolismo, sobre a biologia e a bioquimica de

células malignas, mas quase nada se sabia sobre a genética tumoral e a clonagem génica.
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Diversos avangos no conhecimento dos mecanismos da carcinogénese seguiram a

identificacdo dos oncogenes celulares (HIRST; BALMAIN, 2004).

Pode-se inferir que a pesquisa em carcinogénese quimica durante a década de
1970 estava focada no desenvolvimento e aprimoramento de modelos animais para
neoplasias induzidas quimicamente em 0Orgéos especificos. Nesses modelos procurava-se
desenvolver neoplasias o mais parecido possivel ao desenvolvimento tumoral em humanos
(YUSPA; POIRIER, 1988).

Algumas vantagens em relacdo a esta metodologia experimental tém sido
demonstradas através de estudos, ressaltando-se 0s seguintes fatores: a técnica para a
inducdo dos carcinomas é de facil manuseio, permite a visualizacdo em relacdo a lesédo que
esta se desenvolvendo, pode-se analisar uma regido mais ampla, similaridade entre as
alteracdes microscopicas, bioquimicas e moleculares com a mucosa bucal humana e
finalmente resposta tecidual bastante similar em relacdo aos agentes profilaticos e
terapéuticos. Essas vantagens na utilizacdo do modelo de carcinogénese experimental
DMBA induzida tem importante contribuicdo em relacao ao tratamento clinico de pacientes
com céancer bucal (GIMENEZ-CONTI, 1993; SCHWARTZ et al., 2004; MOHAN et al., 2007).

1.4 Quimioprevencdo com produtos naturais

Os quimicos no inicio dos tempos ja estudavam plantas consagradas pelo uso
popular, geralmente incorporada as farmacopéias daquela época, limitando- se ao
isolamento e a determinacao estrutural de substancias ativas (YUNES et al., 2001). Assim,
dada a devida importancia das plantas para a medicina da época, a Quimica e a Medicina
passaram a ter uma estreita relacdo, o que permitiu um rapido desenvolvimento de seus
campos especificos (YUNES et al., 2001). Desta maneira, muitas substancias ativas foram
conhecidas e introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje como medicamentos
(VIEGAS JR. et al., 2006).

A utilizacdo das plantas como fins terapéuticos acompanha a histéria da humanidade
e, apesar do enorme desenvolvimento da sintese quimica das industrias farmacéuticas
atualmente, 25% das drogas prescritas no mundo sdo de origem vegetal. Entre o periodo de
2001 e 2002, aproximadamente um quarto dos farmacos mais vendidos em todo mundo
eram obtidos diretamente ou derivados de fontes naturais (BALUNAS, 2005). Das novas
substéncias quimicas descobertas entre 1981 e 2002, 30% sdo produtos naturais em sua
esséncia ou derivados. Outros 20% dessas novas moléculas sdo produtos sintéticos

mimetizando estruturas encontradas na natureza (NEWMAN et al., 2003; BALUNAS, 2005).
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Segundo Carvalho (2006), diversos fatores tém impulsionado a busca de novas
drogas de origem vegetal: a descoberta de compostos eficazes para producdo de farmacos
no combate ao cancer; estudos sobre a biodiversidade; o dificil acesso da maioria da
populacdo aos medicamentos modernos, fazendo com que vias alternativas mais baratas
sejam oferecidas. Com isso, a busca por novas terapias antitumorais aumentam a cada ano.

Nos tempos atuais, evidéncias clinicas mais significantes do valor das plantas no
tratamento do cancer permitem a reconstrucdo da histéria destas plantas e seu uso nesses
casos (NOBILI et al., 2009).

Nos ultimos vinte anos o interesse da industria farmacéutica esteve voltado para os
produtos naturais, dentre os quimioterapicos para o cancer destaca-se a vimblastina e da
vincristina (extraidas de Catharrantus roseus), o etoposideo, o teniposideo e o Taxol®
(VIEGAS JR. et al., 2006). Outro composto de importancia histérica foi isolado pela primeira
vez segundo Wall; Wani et al., (1966), a partir de uma arvore chinesa Camptotheca
acuminata, denominada camptotecina (OBERLIES; KROLL, 2004).

Entre 1967 e 1971, o taxol (paclitaxel) foi identificado e novamente isolado das
cascas de T. brevifolia. Mas logo nos primeiros estudos sobre sua potencialidade como um
novo agente antineoplasico, este farmaco foi questionado a viabilidade face a complexidade
de sua estrutura e a relativa escassez da fonte natural (WALL; WANI, 1998). O custo
beneficio ndo era interessante, pois, para se extrair 1 kg de taxol, precisaria em média de 10
t de cascas de T. brevifolia, o que representa cerca de 3000 arvores (AVERY; CHONG,
1992). Estes dados causaram forte impacto aos ambientalistas entre os anos de 1985 e
1995, e como consequéncia foi imposto pelo “Forest Service Bureau of Land Management”
(EUA) restricBes ao acesso a planta, para motivar os estudiosos a encontrar fontes naturais
alternativas para o taxol. Mas em 1994, houve insucesso nestas iniciativas que culminou a
Bristol-Myers Squibb interromper o uso das cascas de T. brevifolia (WALL; WANI, 1998).

A mais nova ferramenta farmacol6gica nas uUltimas décadas no que diz respeito ao
tratamento dos pacientes com cancer € a quimioprevencao, tendo como objetivo identificar
guais substancias poderia inibir ou retardar o desenvolvimento tumoral ainda nos estagios
iniciais; evitando o estabelecimento da neoplasia em seus mais variados graus de
diferenciacdo. (RUI, 1997; KATIYAR; MUKHTAR, 1997; BOONE; YOU, 1997; NISHINO,
1997; BALASENTHIL et al., 1999; SHABANY et al., 2002; MOHAN et al., 2005; LAMBERT
et al, 2005, MOHAN et al, 2006; MANOHARAN et al, 2006; SAMY;
GOPALAKRISSHNAKONE; IGNACIMUTHU, 20086).

Os agentes hoje conhecidos como antineoplasicos, podem ser classificados em dois
grupos: O primeiro exerce fungdo de inibir a iniciacdo do processo carcinogénico e o

segundo, inibir a proliferacdo celular durante as fases de promocéo e progresséo do cancer.
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Muitos agentes do primeiro grupo sdo encontrados em alimentos, como os diterpenos do
café e os acidos sulfidicos do alho (DUVOIX et al., 2005). Outro exemplo classico de
quimioprevencdo (como é denominada a acdo desses agentes) € o elevado consumo do
cha verde no oriente, cujos polifendis possuem atividade comprovada em diversos sistemas
fisiolégicos (LAMBERT et al., 2005). Ja os agentes supressores sao 0S mais procurados
para o desenvolvimento de novos farmacos, pois atuam apds a instalacdo da doenca
(DUVOIX et al., 2005).

Uma grande gama de fitoterapicos com agdo antitumoral tem sido descrita na
literatura: a Epipodofilotoxina, um isdmero da podofilotoxina, foi isolada como um agente
antitumoral ativo das raizes das espécies do género Podophyllum, Podophyllum peltatum e
Podophyllum emodi (Berberidaceae) (STAHELIN, 1973). Etoposideo e teniposideo sédo dois
derivados de produtos naturais, semi-sintéticos da epipodofilotoxina e sdo usados no
tratamento de linfomas e cancer bronquico e testicular (HARVEY, 1999; CRAGG; NEWMAN,
2005; SHOEB, 2006). Homoharringtonina, isolada de Cephalotaxus harringtonia
(Cephalotaxaceae), € um outro composto derivado de produto natural de uso clinico, para
leucemia mieléide aguda e crénica (KANTARJIAN et al., 1996; CRAGG; NEWMAN, 2005;
ITOKAWA; WANG; LEE, 2005).

Outros compostos bioativos que tém recebido destaque em estudos de
guimioprevencdo sdo os terpendides. Esses compostos formam uma familia ampla e
estruturalmente diversa de produtos naturais derivados de unidades do isopreno (Cs) unidos
de modo cabeca-calda. O isopreno tem sido caracterizado como um produto de
decomposicdo de varios hidrocarbonetos ciclicos naturais e foi sugerido como a unidade
fundamental de construcdo. Sdo classificados como hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cys), diterpenos (Cy), sesterpenos (Czs), triterpenos (Csg) € tetraterpenos
(C40) (DEWICK, 2002).

Algumas dessas substancias isoladas de diversas espécies tém demonstrado
atividades bioldgicas interessantes, como: citotbxica em varias linhagens de células
tumorais (BLOCK et al., 2004; GRAIKOU et al., 2004; LI et al., 2005), dentre elas, células de
cancer de colo uterino (HeLa) (BLOCK et al., 2002), carcinoma epidermaéide oral humano
(KB), adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), carcinoma de pulmdo (H460), e
astrocitoma humano (SF-268) (LI et al., 2005). Adicionalmente, foi reportado um diterpeno
trachylobano capaz de induzir apoptose em células de leucemia promielocitica humana,
HL60 e apresentou atividade antitumoral in vitro, frente células tumorais malignas da
linhagem sarcomal80 (BLOCK et al., 2004; PITA, 2010).
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1.5 Propolis

Os produtos naturais sdo fontes importantes para o desenvolvimento de novas
drogas segundo Newman et al., (2002), possibilitando o avanco na descoberta de agentes
terapéuticos para doencas como cancer, imunodeficiéncias e outras (CLARDY; WALSH,
2004). A prépolis € um dos muitos produtos naturais utilizados durante séculos pela
humanidade, a qual € administrada sob diversas formas (PEREIRA et al., 2002).

O emprego da prépolis pelos individuos ja era descrito pelos assirios, gregos,
romanos, incas e egipcios. No primeiro texto médico conhecido por "Livro de producado de
Medicamentos para todas as partes do Corpo Humano", narrado no papiro de Ebers e
escrito ha cerca de 1.700 a.C., se faz mencdo a prépolis como um produto medicinal
(ADELMANN, 2005), e era também utilizada no antigo Egito, como um dos materiais para

embalsamar os mortos ("cera negra") (PEREIRA et al., 2002).

A prépolis tem sua principal origem em secre¢des vegetais (OLIVEIRA; BASTOS,
1999). Segundo Marcucci (1999), o material disponivel para as abelhas elaborarem a
propolis é produzido através de uma variedade de processos fisiolégicos em diferentes
partes da planta. Apesar de ainda hoje existirem poucas referéncias na literatura sobre a
origem botanica da prépolis, algumas espécies vegetais ja foram citadas por alguns autores
na década de 90. Dentre eles, Crane (1990) apresenta uma lista de espécies de plantas de
varias partes do mundo. Também Oliveira e Bastos (1999), citam algumas espécies que
hoje s@o conhecidas. S&o elas: na Europa Populus, Betula, Alnus, Quercus, Salix; nos
Estados Unidos Populus e Pinus; no sul da Africa Populus deltoides (exdtica) e Acacia
karroo; nas ilhas do Havai Plumeria, Eucaliptus, Schinus terenbithifolius e Psidium guajaba
(sendo estas trés lltimas exdticas na Brasil). Sdo ainda citadas Araucaria heterophyla,
Clusia minor e Clusia major como fontes de resinas coletadas pelas abelhas no Brasil
(BANSKOTA et al., 1998).

Coletada de diversas partes das plantas por abelhas africanizadas Apis mellifera L.,
a prépolis € uma substancia resinosa balsdmica de consisténcia viscosa, e tem sido
empregada popularmente como agente terapéutico na medicina alternativa (SILVA, 2008). A
sua formagé@o se da por misturas complexas de substancias coletadas de varias plantas
pelas abelhas operarias, que elaboram a prépolis e depositam em seus ninhos para
vedagdo da colméia (LONGHINI, 2007). A prépolis tornou-se um produto importante na

medicina alternativa e complementar na metade dos anos 80 segundo Lustosa (2007).
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A coloracao da propolis depende da sua origem botanica, e pode variar do marrom
escuro passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado, dependendo de
seu tipo e idade (ADELMANN, 2005).

1.6 Propolis Verde

A propolis brasileira produzida no cerrado, rica em derivados prenilados do acido-p-
cumérico (BANKOVA; MARCUCCI, 1999), é conhecida internacionalmente como propolis
verde ou green propolis, a qual tem como principal fonte vegetal a espécie de Baccharis
dracunculifolia D.C., possuindo uma coloracdo caracteristica, contribuindo desta maneira
para sua rapida identificacdo no processo de comercializacdo (PARK et al.,, 2002). A
propolis verde é muito consumida no Japdo e é bastante utilizado como suplemento
alimentar na prevencdo de doencas devido as suas 6timas caracteristicas organolépticas
(SOUSA et al., 2007).

A importancia medicinal e econémica da propolis é grande, sendo comercializada
de varias maneiras (preparacdes farmacéuticas e cosmeéticas), tais como: comprimidos,
pomadas, pastilhas, dentifricios, cremes faciais, lo¢des, tinturas, etc. (BANKOVA et al.,
2000; PARK et al., 2002). Desta maneira, tem sido observado um aumento significativo do
interesse da populacdo pelo produto, e do nimero de criadores de abelhas que investe na
melhoria da producéo da propolis e de empresas processadoras deste material (PEREIRA
et al., 2002; SOUSA et al.,2007).

Devido a todo processo ocorrido para sua producao, a prépolis € considerada uma
das misturas mais heterogéneas encontradas em fontes naturais. Atualmente, mais de 300
constituintes ja foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de propolis
(BURDOCK, 1998). Mas, segundo Silva (2008), essa classificacdo ainda € questionada,
uma vez que as abelhas podem coletar resina numa grande variedade de plantas, dada a

imensa diversidade da flora brasileira.

Segundo Dausch et al. (2007), a presenca de flavondides na composicdo da
propolis, atribui a mesma acdes bioldégicas como: efeito antimicrobiano, antimicatico,
imunomodular, cicatrizante e antioxidante. Deste modo, infere-se que, as propriedades
biolégicas e farmacologicas da propolis estdo diretamente ligadas & sua composicao
guimica (ADELMANN, 2005). Estes biopolifendis tém mostrado também sua habilidade de
protecdo contra os danos causados pelos radicais livres, pois ndo interferem apenas na
propagacao da reacdo, mas na sua formacéo, tanto quelando os metais de transicdo quanto

pela inibicdo de enzimas envolvidas nesse processo (RUSSO et al., 2002).
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A atividade antineoplasica da prépolis é estudada devido ao provavel potencial
antiproliferativo, relacionada a atividade anticancer dos flavondides tais como a quercetina,
bicaleina, genisteina, tangeritina e soforanona que promovem a inducdo da apoptose
(CHEN; WU; LIN , 2004).

De acordo com Li et al., (2007), os extratos etandlicos de propolis (EEP)
demonstraram inibir o crescimento de células neoplasicas de tumores prostaticos humanos,
e destacaram que tal atividade biologica estava diretamente relacionada a inibicdo de
oncoproteinas envolvidas no ciclo celular, tais como a ciclina D1, B1 e p21. Os autores
concluem que a propolis teria amplo potencial ndo apenas como quimioterapico, mas

também como quimioprotetores contra canceres de prostata.

A maioria dos estudos foram realizados com a préopolis verde, por ser bem
caracterizada e conhecida em todo o mundo (LUSTOSA, 2007). Por essa razéo, a propolis
brasileira tém se tornado objeto de grande interesse por parte dos cientistas (TRUSHEVA et
al., 2006).

Os diversos tipos de proépolis brasileira foram primeiramente classificados em 12
grupos de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas (Park et al., 2002). Segundo
Dausch (2007), a propolis de coloracdo vermelha encontrada no litoral do Brasil foi

classificada como o décimo terceiro grupo.

Na dUltima década, a propolis tem sido objeto de numerosos estudos
farmacoldgicos, os quais vém demonstrando suas propriedades antibacteriana, antifingica,
antiviral, antiinflamatéria, hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral e imunomodulatéria
(BANKOVA, 2005; KOSALEC et al., 2005; ALENCAR et al., 2005; SIMOES et al., 2008).
Dantas et al., (2006) também relataram que a prépolis mostrou-se ativa contra Toxoplasma
gondii, Trichomonas spp. e Giardia lamblia constatando sua atividade antiprotozoéaria.
Adicionalmente, foi demonstrado que a propolis reduz a presséo arterial e os niveis de
colesterol no sangue (CAPASSO e CASTALDO, 2002). Deve ser destacado que, conforme
sugere Marcucci (1998), o provavel fator responsavel pela ampla gama de atividades
bioldgicas apresentada pela prépolis provavelmente estaria relacionada ao sinergismo que

ocorre entre 0s muitos constituintes quimicos que compdem este produto natural.

1.7 Prépolis Vermelha

A amplitude das atividades biologicas da propolis € maior em &reas tropicais do

planeta, refletindo a diversidade vegetal destas regiées (BANKOVA, 2005). Devido a grande
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biodiversidade brasileira, as variedades de propolis do Brasil foram agrupadas em 12 grupos
distintos, de acordo com a composi¢ao quimica e atividades biologicas (PARK, 2000).

Atualmente um novo tipo de prépolis proveniente da regido de mangue do Estado de
Alagoas teve sua origem botéanica identificada como Dalbergia ecastophyllum, uma espécie
de leguminosa. Esta prépolis, denominada de “prépolis vermelha” por causa da sua
coloracdo vermelha intensa, foi classificada como o 13° tipo de propolis brasileira e tem
demonstrado varias atividades biologicas em ensaios in vitro (ALENCAR et al., 2007;
DAUSCH, 2007; SILVA, 2008).

Alguns trabalhos descrevendo o potencial biolégico desta variedade de prépolis de
cor vermelha encontrada em Cuba e na Venezuela ja é reportada desde a década de 90, e
demonstra atividade antimicrobiana, cicatrizante e antioxidante, sendo identificados os seus
antecessores botanicos como Clusia nemorosa e a Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al.,
2006).

Essa variedade de prépolis consiste em uma mistura complexa de material resinoso
e balsamico, e tém sido um apiterapico objeto de pesquisa e apreciada como veiculo para
tratamento de disfunc¢Bes organicas, em virtude das conhecidas propriedades terapéuticas
como antibacteriana, antiviral, antioxidante, antitumoral, imunomodulatéria. (PEREIRA et al.,
2002; FRANCO et al., 2000; BANKOVA, 2005; KOSALEC, 2005; ALENCAR et al., 2005;
SIMOES, 2008). Tais caracteristicas s&@o atribuidas aos elementos constitutivos que
despertam a atencéo para estudos, como os flavondides. Sugere-se também que derivados
hidrossollveis de prépolis como o acido caféico, éster feniletii e quercetina teriam
propriedades satisfatérias no que se refere ao controle do crescimento tumoral em modelos
experimentais (ORSOLIC et a.l, 2004).

A composicdo quimica da propolis € extremamente complexa e mais de 180
compostos foram identificados, destacando-se como de grande importancia os flavondides.
Estes compostos fendlicos compreendem um amplo grupo de substancias naturais nao
sintetizadas pelos animais (DAUGSCH et al., 2007). Cerca de 4.000 substancias diferentes
ja foram listadas como flavondides, elasapigenina, quercetina, hesperetina, rutina, luteolina,
genisteina, daidzeina, antocianidina, kanferol etc. A presengca e a concentracdo destes
compostos € utilizada como indice de qualificacdo de amostras de propolis (AWALE et al.,
2008).

De acordo com relatos de Silva et al.,, (2007), amostras de prépolis vermelha

oriundas do nordeste brasileiro mostram composicédo quimica diferente daquela observada
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em amostras de outros paises, como a Turquia (SILICI et al., 2007) e Cuba (CUESTA-

RUBIO et al., 2002). Neste estudo, os principais constituintes identificados em extratos

etandlicos foram os isoflavonéides medicarpina e 3-hidroxi-8 e 9-dimetoxipterocarpana.

Nas amostras de propolis vermelha nordestina (oriundas dos estados de Alagoas,
Sergipe, Bahia, Pernambuco e Paraiba) analisada por Daughsch et al.,, (2007), os
compostos majoritarios identificados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
foram a pinocembrina, formononetina e isoliquiritigenina. Os autores ainda associaram 0
perfil cromatografico com a andlise palinolégica da propolis vermelha e concluiram que a
Dalbergia ecastophyllum representaria a mais provavel origem boténica deste produto.
Trusheva et al., (2006) analisaram amostras de propolis vermelha alagoana e observaram
que este produto era rico em isoflavondides, como a isoflavana isosativana e o pterocarpana
mediocarpina, de maneira similar as amostras cubanas. No entanto, os autores reforcam
gue a composicdo quimica deste produto apicola parece guardar uma relacdo bastante
estreita com a flora regional e as condi¢cbes ambientais do local da coleta.

Em razdo dos relatos de que a composicdo quimica da prépolis vermelha poderia
variar de acordo com a época do ano de coleta (PEREIRA et al., 2002; NUNES et al., 2008)
realizaram uma avaliacdo sazonal de amostras pernambucana da propolis vermelha e
concluiram que a sazonalidade influenciou pouco na composicdo deste produto. Os
metabolitos secundarios majoritarios da prépolis foram os derivados fendlicos (flavondides,
antraquinonas) e terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e esterdides), além

da presenca de acUcares.

A propolis vermelha brasileira possui alta atividade antioxidante e antibacteriana e
suas sub-fracdes produzidas parecem ser biologicamente mais ativas que as fracbes e o
extrato etandlico. Na opinido dos autores, as atividades antioxidante e antibacteriana da
prépolis vermelha ndo representariam uma resposta ao efeito sinérgico entre os varios
compostos presentes no extrato bruto (CABRAL, 2009).

Maia-Aradjo (2009) avaliou o potencial antimicrobiano da prépolis vermelha
sergipana e observou inibicdo para bactérias gram positivas, enquanto que houve uma
inibicdo reduzida para bactérias gram negativas. Além disso, também foi evidenciada uma
relacdo direta entre a intensidade da tonalidade de vermelho da propolis e sua atividade

antimicrobiana.

Pinheiro (2009) avaliou o efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha

sergipana em modelo experimental de ulcera¢des gastricas induzidas por etanol e concluiu
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gue este apresentou efetividade contra o crescimento do H. pylori e evidente acéo

gastroprotetora, semelhante aquela promovida por omeprazol e cimetidina.

Albuquerque Junior et al., (2009) analisaram o efeito de extrato hidroalcodlico da
prépolis vermelha sergipana incorporada em matrizes filmogénicas de colageno tipo | bovino
sobre a cicatrizacdo por segunda intencdo em modelo experimental com ratos Wistar. Os
autores verificaram que os filmes contendo propolis vermelha aceleraram a cronificacdo do
processo inflamatério, estimularam a neoformacédo vascular e estimularam a substituicdo de
colageno tipo Il por tipo | na area cicatricial, aprimorando substancialmente o processo de

reparo.

1.8 Propolis como agente quimiopreventivo do cancer

Pesquisas com substancias extraidas ou ndo de apicoterapicos como a propolis, tém
sido realizadas em virtude de suas propriedades biolégicas. O mais usado para analise é o
extrato etandlico da propolis, que apresenta diversos compostos fendélicos e flavonoéides. Um
estudo preliminar mostrou que a prépolis inibiu o crescimento de células U937 (leucemia
humana), através de inducdo a apoptose. Desta maneira a propolis podera ser (til para a
guimioprevencédo do cancer ou como agente quimiopreventivo (ASO et al., 2004).

Demonstrou-se que a presenca dos flavonoides na prépolis tem acédo antioxidante
podendo diminuir o risco de cancer em varios sitios anatbmicos sendo desta maneira uma
possivel alternativa terapéutica. Sugeriu-se que o0 composto antioxidante pode inibir a
proliferacdo e o crescimento de células tumorais e inducdo do processo de apoptose (EL-
KHAWAGA et al., 2003)

O &cido cafeico fenil éster (CAPE) é um composto que foi isolado da prépolis cuja
possivel acdo antitumoral tem sido investigada. Acredita-se que a acdo antiproliferativa da
propolis em células tumorais pode ter relacdo direta com o efeito sinérgico dos seus
constituintes. Os derivados do CAPE foram investigados no cancer oral usando cultura de
células da linhagem SAS (carcinoma de células escamosas), e linhagem NHOF (fibroblastos
de células humanas normais), a fim de investigar seus efeitos no padréo de crescimento
celular, citotoxicidade e mudancgas no ciclo celular, deste modo, observou-se que o CAPE
apresentou efeito citotoxico em todas as linhas exceto a linhagem NHOF. Desta maneira,
seus diferentes efeitos em células tumorais e células normais sugerem que este composto
poderd ser util na quimioterapia do cancer oral (BUFALO et al., 2007).

Derivados de acido cinamico, como a Baccharina e Drupanina, ricos em flavonodides,
também foram testados quanto a sua atividade antitumoral in vivo frente as células de

Sarcoma S-180 cultivadas em ratos. Demonstrou-se que estes compostos isolados do &cido
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cindmico induziram morte das células tumorais, com menor genotoxicidade para as células

normais hematopoiéticas do que as drogas anti-cancer normalmente utilizadas (MISHIMA, et
al., 2005).

Estudos realizados por Orsolic et al., (2005), observaram o efeito antitumoral dos
componentes polifendlicos derivados das solu¢Bes aquosas da propolis em tumor ascitico
de Ehrlich. Desta maneira, relataram que as solugbes aquosas de propolis e seus
compostos fendlicos foram efetivos na reducdo do tumor em relagdo ao numero total de
células na cavidade peritoneal dos animais analisados, e a administracdo das solugfes teve
influéncia significativa com o desenvolvimento do tumor, sugerindo mais estudos em relacao
aos componentes testados. Estudos realizados posteriormente comprovaram que a
atividade antitumoral das solu¢des aquosas de propolis ndo é um resultado citotdxico direto
para células tumorais enquanto que os polifendlicos compostos por CA e CAPE presentes
na prépolis afetam o crescimento tumoral embora a inibigdo da sintese do DNA exerca efeito
antitumoral direto por contato intimo com as células tumorais.

Pesquisas recentes mostram o papel da prépolis na quimioprevencédo do cancer de
préstata. Demonstrou-se in vitro que os EEP (extrato etandlico da propolis) e os seus
componentes fendlicos aumentaram o fator de necrose tumoral relacionado ao ligante de
inducdo de apoptose (TRAIL), o qual € um agente anticancerigeno natural que induz
apoptose em células cancerigenas e nao-toxico para células normais. No entanto, ainda
reporta-se que mais estudos sdo necessarios para o entendimento dos mecanismos
moleculares através dos quais o EEP e seus componentes agem na sinalizacdo celular e
sensibilidade do cancer de préstata a TRAIL-apoptose induzida. Ainda assim, sugeriu-se
gue a modulacdo da via TRAIL-apoptose apresenta potencial significativo para a
guimioprevencdo do céancer de prostata e, a superacdo da resisténcia ao TRAIL pela
prépolis e seus componentes fendlicos possam ser 0S mecanismos responsaveis pela
prevencdo aos efeitos do cancer, deste modo, reportou-se que a suplementagédo da dieta
com EEP possa ser utii como agente quimioprotetor contra o cancer de prostata.
(SZLISZKA, et al., 2009).

Considerando todos esses aspectos, 0 espaco e a importancia que os produtos
naturais ocupam na industria farmacéutica fica bem evidente, sendo fonte de novas

pesquisas para o tratamento do cancer ou pela quimioprevengéo (PITA, 2010).
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2. MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste projeto, seguiram-se 0s principios éticos da
experimentacdo animal de acordo com a COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal), com aprovacdo do Comité de Etica em pesquisa da UNIT/ Aracaju/SE, cujo nimero
do Parecer Consubstanciado foi 191208 para a propolis verde e 181208 para prépolis
vermelha. O estudo foi realizado no Biotério e no Laboratério de Morfologia e Biologia
Estrutural (LMBE) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), na Universidade Tiradentes
(UNIT/SE).

2.1 Coletas da propolis

A coleta de prépolis verde foi realizada no apiério da cidade de Montes Claros/MG e
a propolis vermelha foi coletada nos apiarios localizados no Povoado de Brejao dos Negros,
Municipio de Brejo Grande/SE, em caixas do tipo Langstrot previamente marcadas (figura
2). O material coletado foi etiquetado e acondicionado em vasilhames estéreis, sob

refrigeracdo e encaminhados ao Laborat6rio.

Figura 2. Coleta da Prépolis Vermelha (a/b)— Caixa com coletor para propolis, caixas de Langstrot
localizada no apiario do povoado Brejdo dos Negros, Municipio Brejo Grande/SE. (c/d) Amostra de
propolis coletada foi armazenada e enviada para o laboratdrio.
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2.2 Obtencéo do extrato de prépolis

A extracdo da propolis verde foi realizada conforme a metodologia aplicada por
PARK et al., (1998). Foi usado 1 grama da amostra de prépolis, passando por um processo
de trituracdo e homogeneizacdo e em seguida foram adicionados 100 mL de solugéo
hidroalcodlica 70%. A extracédo foi feita em temperatura ambiente durante 24h sob agitacao.
Apls a extracdo, a amostra foi filtrada e o solvente rotaevaporado. O p6 obtido foi

armazenado em tubo de ensaio estéril com rosca e mantido sob refrigeracao.

Para a extracdo da prépolis vermelha utilizou-se a metodologia conforme Maia-
Araujo (2009). Foi utilizado 1 grama da amostra de propolis para 12,5 mL de etanol a 70%,
colocado em tubo de ensaio estéril e em seguida levada ao aparelho de ultra-som (US) para
extracdo durante 1 hora. Os extratos obtidos foram centrifugados a 3.000 rpm por 15
minutos e o0s sobrenadantes deixados em capela de exaustdo para completa evaporacao
do solvente e obtencdo da massa. O pé obtido foi armazenado em tubo de ensaio estéril

com rosca e mantido sob refrigeragao.

O rendimento da extracdo foi calculado em relagdo a massa inicial de propolis

utilizada e expressa em porcentagem (BRASIL, 2001).

2.3 Determinacao de flavonédides totais

A concentracao de flavondides totais foi determinada através do método descrito
por Adelmann (2005).

Para determinar o teor de flavondides totais nas amostras, 0,5 mL dos extratos
(concentracdo de 5 mg/mL) foram adicionados a uma solucdo de 0,1 mL de nitrato de
aluminio a 10 % e 0,1 mL de acetato de potassio 1 mol/litro. O volume final foi completado

para 5 mL com etanol a 80%.

As amostras foram homogeneizadas e apés 40 minutos, em temperatura ambiente,
a absorvancia foi determinada espectrofotometricamente no comprimento de onda 415 nm.
Para elaboracdo da curva de concentracdo padrdo foi utilizada a quercetina nas
concentragoes de 5 a 50 ug/mL dissolvida em etanol e os valores de flavonodides totais
foram expressos como equivalentes de quercetina (mg de quercetina em 100 mg de sélidos

totais).
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2.4 Ensaio Bioldgico

Um total de 54 ratos Wistar, machos adultos, provenientes do Biotério da
Universidade Tiradentes, com massa corporal aproximadamente 350+50g foram divididos
em 09 grupos, conforme descrito no quadro 1:

Quadro 1. Distribuicdo dos grupos experimentais.

GRUPOS PRODUTO PINCELADO EM PRODUTO ADMINISTRADO
LINGUA DE RATO POR GAVAGEM
] _ Agua Destilada 1 mL + 2 gotas
CTR1 Agua destilada
de tween 80 a 2%
’ _ Extrato hidroalcodlico de
CTR2 Agua destilada o
propolis verde 300 mg/kg
’ _ Extrato hidroalcodlico de
CTR3 Agua destilada o
propolis vermelha 100 mg/kg
TUM1 DMBA a 0,5 % Agua Destilada 3 mL
TUM2 DMBA a 0,5 % Tween 80 a 2% 3 mL
PROP1 DMBA a 0.5 % E)ftratg hidroalcodlico de
prépolis verde 100 mg/kg
PROP? DMBA 2 0.5 % E,xtra.to hidroalcodlico de
prépolis verde a 200 mg/kg
PROP3 DMBA a 0.5 % E)ftratp hidroalcodlico de
prépolis verde 300 mg/kg
PROP4 DMBA 2 0.5 % I,Extrgto hidroalcodlico de
prépolis vermelha 100 mg/kg

2.5 Acondicionamento dos animais

Os animais foram mantidos em gaiolas com cama de maravalha, trocadas
diariamente, mantidos a temperatura controlada de 22°C, em regime de luz com ciclo claro-
escuro de 12h e 4gua ad libitum e dieta padrdo Labina® (Purina, Sdo Paulo, Brasil). Apés
atingir a massa corporal supracitado, os animais foram submetidos aos procedimentos de

inducado de carcinogénese quimica experimental no Biotério da UNIT/SE.

41




UNIVERSIDADE TIRADENTES ; 005
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE - CAVALCANTE, D.R.R.

\

'«
¥

2.6 Procedimento de inducdo de carcinogénese quimica

As lesdes orais foram induzidas no terco médio do dorso da lingua de ratos dos
grupos TUM1,TUM2, PROP1, PROP2, PROP3, PROP4; através da aplicacado tdpica de 9,10
dimetil 1,2-benzantraceno (DMBA), obtido na forma de pé e diluido a 0,5% em acetona. Os
demais grupos (CTR1, CTR2 e CTR3) ndo receberam a carcinogénese induzida, pincelando
apenas agua destilada na lingua dos animais funcionando como controle negativo. O DMBA
e a agua destilada foram pincelados no dorso da lingua dos ratos 2 vezes (pincel pelo de
Marta, N° 0) em dias alternados (terca, quinta e sabado), 3 vezes por semana, durante 20
semanas (KAVITHA E MANOHARAN, 2006) (figura 3). ApGs o procedimento de inducgéo, 0s
animais foram colocados em regime de suspensao de dieta e agua por trinta minutos; apos

esse periodo, racdo e agua eram liberados ad libitum.

Figura 3. Procedimento de inducdo da carcinogénese experimental. (a) Procedimentos de
pincelamento do DMBA no dorso lingual de rato Wistar. (b) Detalhe do método de retragdo da lingua
para exposicdo adequada do dorso lingual.

2.7 Administracdo da Gavagem

Para administracdo do extrato, o extrato seco foi ressuspendido em Tween 80 a 2%

na concentragdo de 10 mg/mL.

Os animais dos grupos PROP1, PROP2, PROPS3 foram tratados com administragéo
oral (gavagem) de extrato hidroalcoolico de propolis verde 100; 200 e 300 mg/Kg e o
PROP4 com extrato hidroalcodlico da propolis vermelha 100mg/Kg. Os animais do grupo
CTR1 receberam por gavagem agua destilada 1 mL + 2 gotas de tween 80 a 2%, o0 grupo
CTR2 recebeu extrato hidroalcodlico de propolis verde 300 mg/kg e o grupo CTR3 recebeu

extrato hidroalcodlico de propolis vermelha a 100 mg/kg. Os grupos TUM1 e TUM2
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receberam Agua Destilada 3 mL e 3 mL de tween 80 a 2%, respectivamente (controle

positivo/com DMBA).

A administracdo oral destas substancias (figura 4) foi realizada em dias alternados
(diferindo dos dias de aplicacdo do DMBA), ou seja, na segunda, quarta e sexta feira, onde
antes da inducéo da carcinogénese foi feita uma semana de gavagem de refor¢co do produto
natural utilizado, estendendo-se por 20 semanas (KAVITHA E MANOHARAN, 2006).

Figura 4. Procedimento de gavagem. (a) Posicionamento da seringa com cénula de gavagem para
ratos. (b) Procedimento de administracéo de agua (CTR1) com o mesmo aparato.

2.8 Procedimento de analise histomorfolégica dos espécimes

Decorridas as 20 semanas, 0s animais foram eutanasiados em camara de CO,, para
gue a area pincelada fosse submetida a remocgéo post-mortem. Os espécimes teciduais
foram fixados em formol tamponado (10%, pH 7,4) por 24 h, desidratados em solucdes
crescentes de alcool etilico e diafanizados em xilol, para posterior inclusdo em parafina.
Foram obtidas secg¢fes histologicas de 5um de espessura, e estas submetidas a coloragéo
de rotina pela Hematoxilina/Eosina, sendo os espécimes examinados ao microscopio de luz

(Microscopio Optico Olympus CX31) por trés observadores previamente calibrados.

As lesbes foram classificadas conforme os sistemas de gradacgdo histologica
propostos pela Organizacdo Mundial da Saude (BARNES et al., 2005), e pelo método
proposto por Kujan et al.,(2006), denominado de Sistema Binario. Foram avaliadas as
seguintes alteragBes arquiteturais e citoldgicas: 1) Arquiteturais: estratificagdo epitelial
irregular; perda da polaridade das células da camada basal; proje¢des epiteliais em forma
de gota; aumento do numero de figuras de mitose; presenca de figuras de mitose anormais
na metade superior do epitélio (mitoses altas); queratinizacdo prematura em células isoladas
e pérolas de queratina em projecdes epiteliais; 2) Citoldégicas: variacdo anormal de
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tamanho do nucleo; pleomorfismo nuclear; variagdo anormal de tamanho da célula;

pleomorfismo celular; propor¢do nucleo/citoplasma aumentada; aumento no tamanho do
ndcleo; figuras de mitoses anormais; ndmero e tamanho de nucléolos aumentados;
hipercromatismo nuclear. De acordo com a OMS (BARNES et al., 2005), as alteragbes
foram classificadas em: displasia leve, quando as altera¢cfes supracitadas restringem-se ao
terco inferior do epitélio (camadas basais e parabasais); displasia moderada, quando tais
alteracdes atingem o terco médio do epitélio (porcdo média da camada espinhosa) e
displasia grave, quando as altera¢des arquiteturais e citolégicas ultrapassam o terco médio
do epitélio. Conforme o Sistema Binario (KUJAN et al., 2006), as alteracdes epiteliais
categorizadas em: 1) lesdes de alto risco: presenca de 4 ou mais alteragces arquiteturais
e/ou 5 ou mais alteracdes citolégicas, e 2) lesdes de baixo risco: presenca de menos de 4

alteracdes arquiteturais e menos de 5 alteragdes citoldgicas.

2.9 Analise Estatistica

O calculo das médias das alteracdes foi obtido a partir da andlise das caracteristicas
de atipia epitelial e foram comparados entre 0s grupos por meio de andlise de variancia
(ANOVA), seguido por pelo teste post-hoc de Tukey. As diferencas entre as médias foram

consideradas significativas quando o valor de p fosse menor que 0,05.
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3. RESULTADOS
O rendimento de ambos os extratos secos das amostras verde e vermelha de
prépolis foi em torno de 42%. Além disso, a amostra utilizada da propolis verde apresentou
um bom teor de flavonodides e para a variedade vermelha apresentou baixo teor (tabela 1).

Tabela 1. Determinagéo do rendimento e teor de flavonodides nas amostras de propolis verde
e vermelha.

o _ ] _ Teor de
Massa inicial Massa obtidaapés Rendimento B
- tracao (q) Final (%) flavondides
extragcao inal (%
J 6a0 (%=DP)
Propolis
14,17 5,87 41,43 0,95%0,44
verde
Propolis
56,71 24,26 42,78 0,13+0,11
vermelha

Os dados referentes a analise histopatolégica do revestimento epitelial lingual dos

animais estao sintetizados na tabela 2.

Os grupos CTR1 (figura 5a) e CTR2 (figura 5b) exibiram os mais baixos nimeros de
alteracbes morfo-arquiteturais (1.5£0.22 e 1.75+1.50, respectivamente) que, quando
presentes, estavam representadas por areas focais de duplicacdo da camada basal e
discreto estrangulamento e hiperplasia de papilas epiteliais. Ndo foi evidenciada atipia
citolégica. No grupo CTR3 (figura 6), alteracdes arquiteturais como aumento do tamanho
das papilas e hiperplasia basilar; e citolégicas, como hipercromatismo e tamanho celular
aumentado foram observados. Contudo, tais alteracdes epiteliais foram classificadas como
de baixo risco pelo Sistema Binario (KUJAN et al., 2006) e como modificacdes morfoldgicas

nao displasicas de acordo com os critérios preconizados pela OMS (BARNES et al., 2005).
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Tabela 2. Andlise dos escores médios das alteracdes histologicas epiteliais e classificagéo
de acordo com a OMS e Sistema Binario.

Classificacdo das

Alteracdes Histoldgi Epiteliai N
teracGes Histologicas Epiteliais Alteracoes Epiteliais

GRUPOS

Arquiteturais  Citologicas Estratos Sistema  Sistema
. . Epiteliais Binario  OMS
(MédiatDP) (Média £DP) Atingidos

CTR1 1.5+0.22 a Oa Basal BR ND
CTR2 1.75+1.50 a Oa Basal BR ND
CTR3 2.0+0.89 a 0.66 +0.81 a Basal BR ND
TUM1 4.83+0.40Db 2.33+1.36 b Espinhoso Médio AR DM
TUM2 450+1.51b 3.16 £2.13 b  Espinhoso Médio AR DM
PROP1 4.0+1.22b 0.80 £0.30 a  Basal/Parabasal AR DL
PROP2 2.66 £1.03 a 0.33+0.51a  Basal/Parabasal BR DL*
PROP3 2.0+0.63 a 0.50 £0.22a  Basal/Parabasal BR DL*
PROP4 2.33 +1.03a 0.83+1.60 a,b Basal/Parabasal BR DL

DP — desvio-padréo.

Epitélio com alteracbes nédo displasicas (ND); Displasia Leve (DL); Displasia Moderada
(DM); Displasia Intensa (DI); Baixo Risco (BR); Alto Risco (AR); (*) Apenas em areas focais.
Letras distintas na mesma coluna representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

!

Figura 5. Seccdes histoldgicas coradas em HE do dorso lingual dos animais dos grupos CTR1 (a) e
CTR2 (b) exibindo caracteristicas usuais. Notar cristas epiteliais altas, hiperqueratinizadas e papilas
longas, de base romba. (HE, 200x).
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Figura 6. Secgdes histolégicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo CTR3 exibindo
discretas alteracdes arquiteturais, como hiperplasia basilar focal (setas). (HE, 200x).

Os grupos TUM1 (figuras 7 e 8) e TUM2 (figura 9) exibiram os mais altos
guantitativos de alteragbes morfo-arquiteturais (4,83+0,40 e 4,50+1,51, respectivamente) e
citolégicas (2.33+1.36 e 3.16+2.13, respectivamente). As alteracdes morfo-arquiteturais
estavam representadas por hiperplasia basilar, projecdes papilares estranguladas (em forma
de gota), aumento do numero de figuras mitéticas (duas ou mais em cada campo histolégico
em magnificacdo de 200x), algumas delas em estratos epiteliais altos, e disceratose. Ja as
citoloégicas consistiram de nucleos celulares exibindo hipercromatismo e discreto a
moderado pleomorfismo, além de ocasional aumento da relagdo nucleo/citoplasma. Tais
alteracOes citomorfologicas, apesar de se distribuirem ao longo do revestimento epitelial, se

limitavam aos estratos basal, parabasal e espinhoso médio. As alteracfes epiteliais foram
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classificadas como de alto risco de acordo com o Sistema Binario (KUJAN et al., 2006) e

como displasias moderadas conforme preconizado pela OMS (BARNES et al., 2005).

Figura 7. Secc0es histolégicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo TUM1 exibindo
extensas alteracdes citoarquiteturais. Note a formacdo de papilas intensamente estranguladas em
forma de gota (pg), areas de proeminente apinhamento de células com nucleos hipercromaticos de
aspecto basaloide (ac) e pecilocarinose no estrato espinhoso alto (seta). A superficie epitelial perdeu
sua organizacdo em papilas e se mostra hiperqueratinizada (hqg) (HE, 200x).
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Figura 8. Secc0es histolégicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo TUML1 exibindo
patente duplicacdo da camada basal ou hiperplasia basilar (hb), mitoses no estrato epitelial espinhoso
médio (setas escuras) e mitose atipica (tripolar) na camada basal (seta clara) (HE, 400x).
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Figura 9. Secc0es histolégicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo TUM2 exibindo
extensas alterag@es citoarquiteturais similares aquelas observadas no grupo TUM 1 (HE, 200x).

O grupo PROP1 (figura 10) exibiu elevado numero médio de alteragdes morfo-
arquiteturais (4.0£1.22), mas baixo namero de citologicas (0.80£0.30). As altera¢cdes morfo-
arquiteturais observadas foram similares aquelas evidenciadas em TUM1 e TUM2, embora
limitadas ao terco inferior do tecido epitelial (basal/parabasal), enquanto que as citologicas
foram representadas apenas por discreto hipercromatismo de células basais e parabasais.
As alteragbes epiteliais foram classificadas como de alto risco de acordo com o Sistema
Binario (KUJAN et al., 2006) e como displasias leves conforme preconizado pela OMS

(BARNES et al., 2005).
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Figura 10. Secgbes histolégicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo PROP1
exibindo pleomorfismo e hipercromatismo no tergo inferior epitelial, com destaque para a formacgéo de
papilas estranguladas em forma de gota (HE, 200x).

Os grupos PROP2, PROP3 e PROP4 (figura 11) exibiram comportamentos
semelhantes, apresentando numeros baixos de altera¢bes tanto morfo-arquiteturais (2,66
+1,03, 2,0 £0,63 e 2,33+1,03, respectivamente) quanto citologicas (0.33+0.51, 0.50+0.22 e
0,83+1,6, respectivamente). Estrangulamento de papilas (projecdes em gota), hiperplasia
basilar e aumento do numero de mitoses foram as altera¢cdes morfo-estruturais observadas,
enquanto que, quando presentes, as alteragbes citoldgicas estavam representadas por
discreto aumento no tamanho dos nudcleos basais e parabasais. As poucas alteracdes
observadas estavam sempre limitadas ao estrato basal/parabasal, e dispostas apenas em

areas bastante focais. Estas foram, portanto, classificadas como de baixo risco de acordo
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com o Sistema Binario (KUJAN et al., 2006) e como displasias leves conforme preconizado

pela OMS (BARNES et al., 2005).

Figura 11. Secc0es histoldgicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo PROP2 (a),
PROP3 (b) e PROP4 (c/d). Observe desarranjo arquitetural das camadas epiteliais inferiores,
apinhamento de células basal6ides e areas de acantose. Individualmente, muitos nucleos de células
parabasais se mostram hipercromaticos e levemente pleomérficos. (HE, 200x).

ApoOs andlise estatistica, foi observado que os grupos TUM1, TUM2 e PROP1
exibiram numero médio de alteracbes morfo-arquiteturais estatisticamente semelhantes
(p>0,05), mas todos significativamente maiores que aquele evidenciado em CTR1, CTR2 e
CTR3 (p<0,01), e em PROP2, PROP3 e PROP4 (p<0,05). Além disso, estes ultimos grupos
também néo foram diferentes entre si (p>0,05). Quanto as alteracdes citologicas, 0s grupos
TUM1 e TUM2, apesar de semelhantes entre si (p>0,05), apresentaram valores

significativamente mais elevados que os demais (p<0,01), exceto para PROP 4 (p>0,05).
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4. DISCUSSAO

O processo de carcinogénese quimica apresenta Varios estagios incluindo a
iniciacdo, a promocéo e a progressao do tumor. Assim, o alvo de muitas pesquisas tem sido
a descoberta de compostos naturais ou sintéticos que possam prevenir, retardar ou reverter
0 processo de carcinogénese (ORSOLIC et al., 2005). Estudos séo realizados no sentido de
testar o efeito quimioterapico de produtos naturais, especialmente nos estagios iniciais de
desenvolvimento das neoplasias malignas, utilizando metodologias in vitro (LUO et al.,2001)
e modelos experimentais de inducdo de carcinogénese quimica em roedores (KAVITHA;
MANOHARAN, 2006).

A busca por novas drogas de origem vegetal tém impulsionado alguns fatores acerca
da descoberta de novos compostos eficazes para producdo de farmacos no combate ao
cancer. Alguns estudos mostram a importancia da biodiversidade das plantas no Brasil,desta
maneira a producdo de farmacos de fonte vegetal poderia talvez viabilizar o acesso da
maioria da populacdo aos medicamentos modernos e fazer com que vias alternativas mais
baratas sejam oferecidas. Com isso, a busca por novas terapias antitumorais aumenta a
cada ano (CARVALHO, 2006).

Neste estudo, para a inducdo das lesbes, foi utilizado um carcin6geno quimico,
denominado 9,10-dimetil-1,2-benzatraceno (DMBA), que vem sendo amplamente
empregado em estudos de inducdo de carcinogénese quimica, conforme apontam o0s
trabalhos de Lima, Taveira et al., (1999); Chen, Hsue e Lin, (2003); Barros et al., (2004);
Wang et al.,(2008). A escolha da lingua como sitio anatdmico para o desenvolvimento das
lesdes, fundamenta-se na elevada incidéncia do CEO nesta regido, bem como no
comportamento biolégico agressivo deste tipo especifico de carcinoma epidermoide, devido
a extensa vascularizagdo da lingua entre outros fatores anatdmicos, em consonancia com
(BSOUL et al., 2005; NEVILLE et al., 2008; INCA, 2009).

A utilizacdo da propolis neste estudo justifica-se pelo amplo espectro de propriedades
biolégicas deste apiterapico. Neste sentido, pesquisas recentes tém demonstrado que a
prépolis apresenta atividade antitumoral contra linhagens celulares de tumores pancreaticos
(LI et al., 2010), gliais (LIN et al., 2010), prostaticos (SZLISZKA et al., 2009) e laringeos
(BUFALO et al., 2009). Apesar de ser constituida por uma ampla e variavel gama de
compostos quimicos, os flavonoéides tem sido descritos como 0s principais responsaveis por
esta atividade biolégica da propolis (SHA et al., 2009).
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Os flavondides sdo compostos fendlicos, que contém um radical hidroxila ligado
diretamente a um anel aromatico, podendo apresentar acdo antibacteriana, pois tém
capacidade de inibir a RNA-polimerase bacteriana; ou atuarem como imunomoduladores,
antioxidantes e cicatrizantes, devido a capacidade de sequestrar ou inibir a formacdo de
radicais livres (BOSIO et al., 2000; ADELMANN, 2005), o que vem sugerir que estes
fitocompostos possam atuar modificando ou interrompendo a sintese protéica, um evento
metabdlico fundamental para manutencdo da viabilidade celular. Corroborando estes
achados, estudos tém demonstrado que determinados flavondides apresentam potente
atividade citolitica in vitro (MARDER et al., 2002).

Estudos realizados por Blank et al., (2004) mostraram que diversos flavondides
exibem atividade antiproliferativa sobre linhagens celulares derivadas do carcinoma cervical
humano (WISH cells). Além disso, Cardenas et al., (2006) verificaram que esta classe de
compostos fitoquimicos promoveram bloqueio na atividade proliferativa in vitro contra
linhagens de células tumorais humanas derivadas de adenocarcinoma cervical (HelLa) e
mamario (MCF), carcinoma orofaringeo (KB) e melanoma (SK-MEL-28), bem como
linhagens murinas derivadas de adenocarcinoma mamario (F3ll) e pulmonar (LP07) e
melanoma (B16-F0). Contudo, nenhum dos compostos testados modificou o padrdo de
proliferacdo de células epiteliais derivadas da glandula mamaria normal ou de fibroblastos
embrionarios de ratos, sugerindo uma atividade antiproliferativa seletiva contra células com
fendtipo tumoral. Corroborando esta teoria, Parajuli et al., (2009) também demonstraram que
alguns flavondides sdo capazes de interromper o ciclo celular em linhagens celulares
derivadas de gliomas (U87-MG), mas nado afetaram a atividade proliferativa de culturas

primaria de astrdcitos humanos normais (NHA).

Neste estudo, a amostra utilizada da prépolis verde apresentou um bom teor de
flavondides, ja que, conforme preconizado pela Legislacdo de Compostos Flavonoides
(BRASIL, 2001), o teor minimo é de 0,25% (m/m). A amostra de prépolis vermelha, por outro
lado, apresentou baixos teores destes compostos. Além disso, o rendimento dos extratos
secos foi acima do valor minimo especificado pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001),

(11% m/v), sendo, portanto, considerado plenamente satisfatorio.

Neste trabalho observou-se nos grupos de controle negativo, CTR1, CTR2 e CTR3 a
presenca de mucosa oral com aspecto de normalidade, com escassas alteracdes morfo-
estruturais, expressas por areas focais de duplicagdo da camada basal e formacdo de
papilas irregulares. Segundo Neville et al. (2003); Regezi, Sciuba e Jordan (2008), é comum

observar altera¢des arquiteturais e citologicas em areas da cavidade oral submetidas a atrito
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constante, como é o caso do dorso da lingua, que constitui &rea de mucosa mastigatoria.
Estas seriam, portanto, interpretadas como distirbios de natureza reacional trauma

induzidos, e ndo devem ser confundidas com alteragcfes de carater displasico.

Nos grupos controle positivos, TUM1 e TUM2, verificou-se grande quantidade de
alteracdes morfolégicas arquiteturais e citolégicas, que se estendiam até o terco médio
epitelial. Estes achados séo favoraveis ao potencial carcinogénico atribuido ao DMBA,
conforme sugeriram Lima e Taveira et al., (1999); Chen, Hsue e Lin, (2003); Barros et al.,
(2004); Wang et al., (2008). E importante destacar, que fatores endoégenos, como a
localizagdo do tumor a ser induzido, a espécie ou linhagem do animal e a condi¢cao de saude
do mesmo; bem como fatores exdgenos, como tipo de alimentacdo e condicionamento dos
animais, e, sobretudo a concentracao, o veiculo de diluicdo e a forma de administracao do
DMBA, podem provocar variagdes no periodo de tempo necessario para a inducdo de
tumores malignos, através da carcinogénese quimica. Tais aspectos justificam o fato de que
uma ampla variedade de tempo de inducéo de carcinogénese tem sido relatada na literatura,
com resultados que vao desde displasias (ALLEN et al., 1990) a carcinomas epidermoides
invasivos (KAVITHA; MANOHARA, 2000).

Nos grupos experimentais, PROP1, PROP2, PROP3 e PROP4, observaram-se areas
de atipia morfologica limitadas aos tercos epiteliais inferiores. Esta atipia teve distribuicdo
difusa na mucosa oral do grupo PROP1, embora nos grupos PROP2, PROP3 e PROP4,
tenha sido evidenciada distribuicdo focal no epitélio de revestimento lingual. Estes dados
parecem sugerir que a administracdo dos extratos hidroalcodlicos da prépolis promoveu
uma melhoria no quadro epitelial displasico induzido por carcinogénese quimica, e que esta
atividade quimioprotetora poderia estar relacionada a concentracdo de prépolis utilizada.
Tais achados parecem confirmar a propriedade antitumoral deste apiterapico, estando em
conformidade com relatos prévios de Luo et al., (2007); Orsolic et al., (2004); Khalil, (2006).

Segundo Veronez (2000), um dos principais flavonoéides responsaveis pela atividade
antitumoral da propolis verde é o Ester fenetii do Acido Caféico (CAPE), que tem
demonstrado acéo citotoxica sobre células tumorais, além de inibicdo dos processos
oxidativos essenciais para a geracdo de tumores, supressdo da destruicdo oxidativa de
leucocitos e inibicdo da sintese de DNA, RNA e proteinas em células tumorais. E importante
destacar, que nos grupos PROP2 e PROP3, ndo se observaram mitoses atipicas ou mitose
em estratos epiteliais basais e parabasais, achados histologicos que corroboram a acgéo

mitodepressora deste apiterapico.
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Derivados do CAPE também foram estudados em céncer oral usando linhagens de
carcinoma epiderméide OECM1 e de fibroblastos humanos normais (NHOF), a partir da
investigacao de seus efeitos sobre o padréo de crescimento celular e alteragdes no ciclo
celular. O CAPE mostrou-se citotéxico para a linhagem OECM1, mas ndo teve acao sobre a
linhagem NHOF, além de impedir a passagem das células tumorais em cultura para a fase
G2/M do ciclo celular, sugerindo fortemente um efeito antitumoral seletivo sobre as
linhagens celulares testadas (LEE et al., 2005).

De acordo com Liao et al., (2003), a utilizacdo de CAPE aumentou a sobrevida de
camundongos onde foram implantados células de adenocarcinoma (linhagem CT26),
reduzindo ainda o potencial de metastatizacdo pulmonar destas células. Além disso,
também foi sugerido por Orsolic et al., (2006) que o CAPE apresenta importante atividade
imunomodulatéria em modelo murino (camundongos), particularmente estimulando a acéo
da imunidade inespecifica via ativacdo macrofagica. Tal atividade bioldgica, entdo,
culminaria no aumento da liberacdo de fatores sollaveis por tais leucécitos, a exemplo do
inteferon y (IFN-y) e fator B de necrose tumoral (TNF-B), que afetariam diretamente a
viabilidade de células tumorais ou ativaria outras células imunocompetentes citotoxicas,
como os linfécitos T CD8+. A producdo destas citocinas por macrofagos estimulados por
compostos quimicos derivados da propolis também parecem atuar sobre células NK,
aumentando sua atividade tumoricida (SFORCIN et al., 2002). Células NK, assim como
macrofagos, sédo células fundamentais na imunidade inata, mostrando atividade citotdxica
para diversos tipos de tumores (BOYIADZIS et al., 2006).

A relacdo entre a atividade antitumoral da propolis verde e a regulacéo da sintese de
oxido nitrico (NO) também vem sendo estudada. Foi relatado por Orsi et al., (2000) que
extratos de prépolis inibem a producdo de NO por macréfagos estimulados com
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos ou IFN-y, dependendo da dose. Segundo Aradjo et
al., (2010), a producdo de NO em tumores solidos experimentais pode facilitar a
permeabilidade vascular e o rapido crescimento do tumor, enquanto uma baixa producéo

deste metabdlito pode causar um efeito oposto.

O mecanismo de modulacdo da carcinogénese promovida pelo extrato hidroalcodlico
da prépolis vermelha ainda é desconhecido, mas poderia estar relacionada as
particularidades de sua composicdo quimica. Estudos realizados por Mendonga (2010),
com amostras mensais da propolis vermelha sergipana, similar aquela utilizada neste
trabalho, indicaram que o isoflavonoide formononetina parece representar o principal

marcador quimico deste produto apicola, com potente atividade antioxidante (YU et al.,
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2007), antibacteriana (YANG et al., 2008), antifungica (NOVAIS; SIQUEIRA, 2009),
antiparasitaria (LAWAET et al., 2010). Este flavontide também foi identificado em outras
amostras de propolis vermelha, conforme descrito previamente por Daugsch (2007).

Embora ndo existam relatos de atividade antitumoral determinada pela
formononetina, tem sido reportado que, quando consumida por mamiferos, este
fitocomposto é metabolizado em daidzeina, um isoflavondide aglicona abundante na soja,
gque vem sendo utilizado na prevencdo e tratamento dos sintomas da menopausa
(DAUGSCH et al., 2006). Além disso, estudos tém demonstrado que a daidzeina apresenta
atividade antitumoral contra linhagens celulares MCF-7 derivadas de cancer mamario
(JIANG et al., 2010) e carcinomas ovarianos (APPEL et al., 2010).

Os efeitos citotdxicos antitumorais da daidzeina ainda podem estar relacionados a
inibicdo de enzimas como a topoisomerase Il (SKIBOLA; SMITH, 2000). As isoflavonas
ainda interferem na acdo da DNA-topoisomerase Il, S6-quinase ribossomal, fosfoinositidio
3-quinase (Pl 3-quinase) e proteina quinase C (PKC), enzimas ligadas ao ciclo,
diferenciacdo e proliferacdo celulares (AGUIAR, 2002). A atividade citotoxica deste
isoflavondide poderia ainda ser atribuida a grupos quinona presentes na sua estrutura
guimica, que seriam responsaveis pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (OIKAWA
et al., 2003).

Também foi relatado que a daidzeina impede a transformacéo neoplasica de células
epiteliais murinas JB6 P+ promovendo apoptose das células transformadas (KANG et al.,
2007). Nesse sentido, estudos efetuados com cultura de células tumorais mamarias (MCF-
7) indicam que a daidzeina pode promover desequilibrio no potencial transmembrana
mitocondrial, associada a inibicdo da transcricdo do gene bcl-2 e estimulacdo do gene bax,
conduzindo, por consequéncia, a liberacdo do citocromo C mitocondrial para o ambiente
citosolico. Esse fendbmeno culminaria na ativagdo de caspases e conduziria a células
tumorais a morte por apoptose (JIN et al., 2010). Adicionalmente, estudos realizados por
Hirota et al.,, (2010) mostraram que isoflavondides agliconas, como a daidzeina,
estimularam a apoptose e a lipogénese em linhagens celulares pré-adipociticas AML-I,
sugerindo que estes compostos quimicos também parecem influenciar o processo de
diferenciagdo de células embrionaria in vitro.

Um ponto importante a ser discutido é que, apesar de a formononetina, flavondide
precursor da daidzeina, aparentemente representar um marcador quimico da prépolis
vermelha sergipana, o EHPP utilizado neste experimento apresentou baixos teores de
flavondides. Contudo, estudos anteriores demonstraram a atividade cicatrizante
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(ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009) e gastroprotetora (PINHEIRO, 2009) do extrato
hidroalcodlico da prépolis vermelha sergipana. Esses relatos parecem sugerir que 0s
flavondides evidenciados nesta variedade da propolis vermelha, mesmo em quantidades

minimas, poderiam apresentar atividade biologica significativa.

Outra provavel justificativa para os baixos teores de flavondides na propolis
vermelha obtidos no presente estudo pode ser observada nos estudos de Nunes et al.,
(2009). Estes autores identificaram por meio de cromatografia em camada delgada de
amostras sazonais de prépolis vermelha pernambucana os flavondides como compostos
guimicos majoritarios, embora a quercetina ndo tenha sido detectada, mesmo sendo
reportado na literatura em outras prépolis (PIETRA et al., 2002; SALATINO et al., 2005).
Tais relatos sdo de extrema importancia ao considerar que o padréo utilizado para dosagem
de flavondides neste trabalho foi a quercetina, o que poderia justificar os baixos teores
encontrados na amostra sergipana de propolis vermelha. Adicionalmente, Yanez et al.,
(2004) comenta que outros compostos ja descritos na prépolis, como os acidos fendlicos e
seus derivados poderiam tanto ser os responsaveis pela atividade biolégica, como agirem
sinergicamente com os flavondides. Desta maneira, é fundamental a realizagdo de outros

estudos no intuito de elucidar esta questao.

Ainda deve ser destacado que, corroborando relatos anteriores descritos por Bufalo
et al., (2009), o solvente utilizado para solubilizar ambos os extratos secos da propolis ndo
apresentaram efeitos substanciais na morfologia ou arquitetura dos tecidos epiteliais,
sugerindo que a acao quimiopreventiva observada neste estudo ocorreu exclusivamente em

funcdo dos componentes quimicos presentes no apiterapico.

Com relacdo aos sistemas de gradacdo histologica das displasias epiteliais da
mucosa oral, chama-se a atencdo que no grupo PROP1 houve divergéncia entre a
classificacdo da OMS (BARNES et al., 2005) e o Sistema Binario (KUJAN et al., 2006), ja
gue algumas das lesdes foram classificadas como displasia leve e lesdo displasica de alto
risco, respectivamente. Adicionalmente, a andlise estatistica mostrou que, de acordo com a
classificagdo proposta pelo Sistema Binario preconizado por Kujan et al., (2006) , ndo houve
diferenca significativa entre os grupos controles positivos (TUM1 e TUM2) e o grupo tratado
com a menor concentracdo de propolis verde (PROP1). Este fato parece sugerir uma maior
praticidade para a classificacdo OMS (BARNES et al., 2005) pois considera a ocorréncia das
alteracOes arquiteturais e citoldgicas ao longo de toda a extensdo da mucosa oral, enquanto
gue o Sistema Binario (KUJAN et al., 2006), por considerar apenas a quantidade de

alteracbes arquiteturais e citoldgicas presentes durante a andlise histopatologica,
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desprezando o nivel de comprometimento da mucosa oral pelas alteragbes displasicas,

parece tender a superestimar a gradacdo das alteragbes citomorfolégicas. Estes dados
também parecem sugerir que quando as alteracbes morfolégicas e estruturais sao
abundantes, ambos o0s sistemas de gradacdo apontam resultados similares; contudo,
quando séo escassas ou focais, mais uma vez o Sistema Binario (KUJAN et al., 2006), tende
a superestimar a gravidade da atipia citolégica observada e conduzir a diagnésticos
equivocados. Além disso, é relevante destacar a praticidade da classificagdo proposta pela
OMS (BARNES et al., 2005) quando comparada ao Sistema Binario (KUJAN et al., 2006),

gue pressupfe uma analise mais detalhada e de utilidade duvidosa em rotinas laboratoriais.

Diante do exposto, os resultados desta pesquisa sugerem uma possivel atividade
quimiopreventiva e antitumoral de ambas as variedades de propolis utilizada neste
experimento. No entanto, estudos posteriores sdo demandados a fim de elucidar os
possiveis mecanismos de acdo deste apiterapico sobre a carcinogénese bucal

guimicamente induzida.
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5. CONCLUSOES

No presente estudo, o DMBA mostrou-se efetivo, na promocdo da carcinogénese
guimica, ao induzir alteragfes displasicas na mucosa oral. Sugere-se, ainda, que a prépolis
verde desempenha algum papel protetor durante o processo de carcinogénese
guimicamente induzida em lingua e que esta guardou relacdo direta com 0 aumento da sua
concentracao nos extratos hidroalcodlicos administrados por gavagem. Quanto aos sistemas
de gradacao histolégica das displasias epiteliais da mucosa oral, observou-se que 0
proposto pela OMS mensurou de forma mais pratica a severidade das displasias epiteliais,

guando comparado ao Sistema Binario.
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Data de término prevista més 12
Orgamento Adequado
Fonte de financiamento externa Outras fontes
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Barbara Lima Simioni Leil
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C sobre o C grama e o O
[ Referéncias Bibliograficas | Adequadas
[ sobre as Bibliogréfinas

Recomendaca:

| Aprovar |

Comentarios Gerais sobre o Projeto
O tema de investigacao do projeto em questdo atende a Res. CNS 196/96, por favor
adicione o CD ou disquete no projeto

g;:,.g CI:; Lél:l(ls Simioni Leire
i€ de Etica em Pesquisa
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