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“Já perdoei erros quase imperdoáveis, tentei substituir pessoas insubstituíveis e 

esquecer pessoas inesquecíveis. 

Já fiz coisas por impulso, já me decepcionei com pessoas quando nunca pensei me 

decepcionar, mas também decepcionei alguém. 

Já abracei pra proteger, já dei risada quando não podia, fiz amigos eternos, amei e 

fui amado, mas também já fui rejeitado, fui amado e não amei. 

Já gritei e pulei de tanta felicidade, já vivi de amor e fiz juras eternas, fiquei triste 

muitas vezes! 

Já chorei ouvindo música e vendo fotos, já liguei só pra escutar uma voz, me 

apaixonei por um sorriso. 

Já pensei que fosse morrer de tanta saudade e tive medo de perder alguém especial 

(e acabei perdendo)! 

Mas vivi! 

E ainda vivo! 

Não passo pela vida. 

Bom mesmo é ir a luta com determinação, abraçar a vida e viver com paixão, 

perder com classe e vencer com ousadia, porque o mundo pertence a quem se atreve 

e a vida é muito boa para ser insignificante” 

 

Charles Chaplin 
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EFEITO QUIMIOPREVENTIVO DE VARIEDADES DE PRÓPOLIS SOBRE A 
CARCINOGÊNESE ORAL EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA 

DANIELLE RODRIGUES RIBEIRO CAVALCANTE 

 

Estudos têm demonstrado que componentes hidrossolúveis da própolis, como flavonóides, 

apresentam atividade antitumoral. OBJETIVO: Avaliar o efeito da administração oral de 

extrato hidroalcoólico de própolis verde e vermelha sobre displasias epiteliais linguais 

quimicamente induzidas em ratos.  MÉTODO: 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.o.), durante 20 semanas. A substituição do 

EHP ou DMBA pelos seus veículos foi usada nos controles positivos (TUM1 e TUM2) e 

negativos (CTR1 e CTR2), respectivamente. O epitélio lingual foi analisado 

histologicamente, graduado pelo Sistema Binário e classificação OMS, e os dados 

comparados por análise de variância (ANOVA) (p<0,05). RESULTADOS: A média do 

rendimento das variedades de própolis foi de 42% e o teor de flavonóides 0,95±0,44% para 

própolis verde e 0,13±0,11% para variedade vermelha. Segundo o Sistema Binário, TUM1, 

TUM2 e PROP1 foram considerados lesões de alto risco, apresentando índices de 

alterações morfológicas significativamente mais elevados (p<0,05), e os demais de baixo 

risco. Segundo a classificação OMS, observou-se displasia moderada em TUM1 e TUM2, 

leve em PROP1, PROP2, PROP3 e PROP4, e ausente em CTR1 e CTR2.  CONCLUSÃO: 

Sugere-se que os EHP possam desempenhar um papel protetor importante durante a 

carcinogênese lingual quimicamente induzida em ratos.  

 

Palavras-chave: DMBA, Própolis, Câncer 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 yield 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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INTRODUÇÃO 

Na sociedade moderna, os processos de urbanização e industrialização expõem a 

população a frequentes agentes potencialmente cancerígenos (FREITA et al., 2005). De 

acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2010), estima-se que no biênio 2010/2011 

ocorram 489.270 novos casos de câncer no Brasil.  

De acordo com as estatísticas mundiais, aproximadamente 10% dos tumores 

malignos no corpo humano estão localizados na boca, sendo o câncer oral o sexto tipo mais 

incidente no mundo (SYRJANEN, 2005). No ano de 2002, mais de 274 mil novos casos de 

câncer bucal foram diagnosticados e aproximadamente 128 mil pacientes vieram a óbito por 

este tipo de neoplasia (PARKIN et al., 2005). 

 Fatores de risco como tabagismo e a ingestão de bebidas alcoólicas, atuam de 

forma a induzir alterações genéticas, ocasionando inúmeras mutações e permanentes 

agressões ao genoma celular. Essas alterações estão associadas ao processo de 

transformação maligna clonal, que por sua vez está relacionada com a desregulação do 

processo de diferenciação celular, controle de proliferação e ou reparo da molécula de DNA 

(FREITA et al., 2005). Assim, tais alterações são traduzidas como neoplasias. O processo 

de indução de neoplasias malignas é denominado carcinogênese (RODRIGUES et al., 

1999). 

Os carcinomas epidermóides ou espinocelulares (CEC) são as neoplasias orais 

mais frequentes, correspondendo a 90% dos casos (SCULLY et al., 2000; BIRNER et al., 

2001; KUFFER; LOMBARDI, 2002), são encontrados com mais frequência na mucosa oral, 

nas regiões da língua, lábio e assoalho bucal (KUFFER; LOMBARDI, 2002). 

Dentre as novas propostas terapêuticas, pesquisadores investigam o potencial 

terapêutico e, particularmente, quimiopreventivo de produtos naturais com intuito de 

minimizar as dificuldades encontradas durante o tratamento de pacientes com câncer 

(CRAGG et al., 2009). 

As dificuldades encontradas no tratamento do câncer de boca, por muitas vezes 

ocasionam mutilações ao paciente, inabilitando-o definitivamente ou não para a reintegração 

familiar, social e profissional. Novas alternativas terapêuticas têm sido pesquisadas por meio 

de modelos experimentais de câncer de boca. Carcinogênese quimicamente induzida pelo 

9,10 Dimetil 1,2-Benzantraceno (DMBA) comporta-se como um iniciador da carcinogênese, 

diminuindo o período de latência deste processo celular (SACKS,1996; NAUTA et al., 1997; 

LIMA; TAVEIRA, 1999; UMEDA et al., 2001). 
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A própolis é um produto natural resinoso produzido por abelhas Apis mellifera L., e 

vem sendo amplamente utilizada na medicina popular por séculos em razão de suas 

propriedades antibacterianas, antioxidantes e antiulcerogênicas. As propriedades 

antitumorais recebem maior destaque nos últimos anos (KHALIL, 2006), sendo normalmente 

utilizada na forma de extratos (SILICI; KUTLUCA, 2005). 

Os extratos etanólicos de própolis (EEP) representam uma das mais ricas fontes de 

ácidos fenólicos e flavonóides, os quais apresentam ampla gama de atividades biológicas, 

incluindo imunopotenciação, quimioprevenção e efeitos antitumorais. Estudos experimentais 

demonstram que os flavonóides da própolis podem induzir a morte de linhagens de células 

tumorais humanas, atestando sua atividade antineoplásica e sugerindo um provável 

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

Diante do exposto, este trabalho visa verificar o potencial quimiopreventivo do 

extrato hidroalcoólico variedades de própolis sobre o processo de carcinogênese 

experimental oral, enfatizando o retardo ou inibição da formação de fenótipo displásico no 

estrato epitelial.  
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1. REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

1.1 Câncer Oral 

A terminologia câncer é dada a um conjunto de doenças, que têm como 

característica comum, o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 

órgãos, e podem afetar também outras regiões do corpo (INCA, 2009). 

Considera-se o câncer oral como o mais comum em todo o mundo, ocupando o 6º 

lugar de acordo com sua incidência (HUMPHRIS et al., 2004). No Brasil é o 5º tipo mais 

comum entre os homens, e o 7º entre as mulheres (INCA, 2010). O Instituto Nacional de 

Câncer (INCA), estima que haverá 14.120 novos casos de câncer de boca em 2010, sendo 

10.330 em homens e 3.790 em mulheres. De acordo com o instituto, em 2007, a doença 

causou 6.064 mortes, acometendo 4.814 homens e 1.250 mulheres (INCA, 2009). 

O câncer bucal, excluindo o câncer de pele, pode ser considerado o mais comum 

da região de cabeça e pescoço, representando cerca de 38% das malignidades neste sítio 

anatômico. Esta neoplasia tem predominância no sexo masculino, e com 75% dos casos 

diagnosticados na faixa etária dos 60 anos (CARVALHO et al., 2001; COSTA et al., 2002; e 

DEDIVITIS et al., 2004), Aproximadamente 95% dos casos de câncer de boca são 

originados no estrato epitelial de revestimento oral e constituem, portanto, carcinomas 

epidermóides ou espinocelulares (CEC) (NEVILLE et al., 2009).  

Mais de 10 milhões de novos casos de câncer foram diagnosticados durante o ano 

2000 em todo o mundo, cerca de 900 mil só nos EUA; já no Brasil, foram registrados pelo 

Ministério da Saúde 114 óbitos por câncer para cada 100 mil habitantes em 1999 (WARD, 

2002). O Ministério da Saúde, por meio do Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2010), 

estima que no biênio 2010/2011 ocorram 489.270 novos casos de câncer no Brasil. Em nível 

nacional, essa doença se apresenta como um grave desafio para a saúde pública, em 

virtude da sua elevada incidência, que se contrapõe às possibilidades de prevenção. 

Vem sendo evidenciada uma tendência ao aumento significativo nas taxas de 

incidência e mortalidade do câncer 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 saúde pública no Brasil. 

A etiologia do câncer ainda permanece obscura, no entanto, sabe-se que as 

principais causas das neoplasias são atribuíveis a influências ambientais, particularmente 

aquelas relacionadas ao estilo de vida de cada indivíduo (ALVES et al., 2004), que podem 
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ser determinantes para o desenvolvimento de neoplasias e também para prevenção da 

doença (OLIVEIRA, 2006).  

Nas últimas décadas, vem ocorrendo um grande interesse dos estudiosos em 

quadros clinicopatológicos cujas expressões morfológicas precedem o Carcinoma 

Epidermóide Oral, como por exemplo, as lesões 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 ‗lesões orais potencialmente malignas‘ (OPML), as lesões pré-

malignas presentes na cavidade oral, as quais podem evoluir a carcinoma maligno devido a 

alterações genéticas (JIN et al., 1999; BRAAKHUIS et al., 2003; PETERSEN, 2005). Lesões 

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 às suas características clínicas variantes, necessita o exame histopatológico 

para a identificação do potencial de malignidade (WARNAKULASURIYA 2007; AXELL, 

2009; CERVIGNE, 2009). 

Desta maneira, a classificação displásica das células do epitélio da mucosa oral 

torna-se um grande desafio para os patologistas no sentido de indicar com precisão as 

lesões com maior ou menor potencial maligno. A falta de objetividade de alguns métodos de 

graduação das displasias epiteliais na classificação das lesões tende a superestimar a 

gradação das alterações citomorfológicas. Neste ínterim, observa-se ainda a existência de 

discordâncias de arbitrariedade das graduações, falta de calibração dos critérios de análise 

bem como a determinação da importância de cada critério na caracterização do potencial 

maligno (REIBEL, 2003; KUJAN et al., 2007; SCHUSSEL, 2010).  

Segundo Schussel, (2010), a busca por melhores métodos de graduação das 

displasias epiteliais da mucosa oral é contínuo, sendo assim estabeleceu-se em 2005 pelo 

Grupo de Consenso em Displasia Epitelial Oral da OMS, uma escala para graduação 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 

binário de graduação de ―baixo risco― e ―alto risco‖, baseado nos mesmos critérios 

citológicos e arquiteturais estabelecidos pela OMS. Para a validação deste método, estudos 

de Kujan et al., (2006; 2007) mostraram que houve maior concordância entre o diagnóstico 

histopatológico e prognóstico das lesões estudadas por eles, e também maior concordância 

entre observadores envolvidos no estudo.  
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1.2 Ciclo Celular e Oncogênese  

 

De acordo com Ward (2002), o câncer é resultado de alterações genéticas e é 

transmitida da célula alterada para sua prole. Sabe-se que milhões de células sofrem divisão 

celular diariamente, e a cada divisão, o organismo fica exposto a uma série de mutações, 

sejam elas carcinógenas ou não. Isso acontece porque a célula para se tornar cancerígena 

precisa romper muitas barreiras fisiológicas. Os pontos de controle do ciclo celular são 

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

 

 

Figura 1. Esquema do Ciclo Celular. 

Fonte: ALBERTS, B. 2002. 

 

O ciclo celular é composto por quatro estágios: O primeiro é a fase G1 (gap 1= 

interfase) o qual a célula aumenta de tamanho e prepara-se para copiar seu DNA. A 

duplicação do material genético (replicação dos cromossomas) ocorre na fase seguinte, 

chamada de S (síntese). Após a replicação dos cromossomos, inicia-se a fase G2 (gap 2), 

onde a célula prepara-se para a fase M (mitose) na qual a célula-mãe se divide ao meio, 

para produzir duas células-filhas, com o mesmo número de cromossomos (Figura 1). 

Imediatamente as duas células-filhas produzidas entram na fase G1 podendo reiniciar o 

ciclo celular, ou entram em G0 (repouso replicativo) (ALBERTS, 2002).  
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A fase G1 possui um ponto de checagem, G1/S, controlado por um grupo de 

proteínas que compõem a via do pRb (proteína do retinoblastoma). Caso a célula passe por 

este ponto onde ela é compelida a replicar o seu DNA e isso não ocorra ou aconteça uma 

cópia incorreta do DNA durante S, ou mesmo lesão do DNA, a célula não passará para o 

próximo ponto de checagem (G2/M); ocorrerá, então, a paralisação do ciclo e indução de 

apoptose pelo gene p53. Diversas proteínas inibidoras fazem parte deste processo e podem 

parar o desenvolvimento do ciclo celular. Algumas, como a p15 e p16, atuam bloqueando 

componentes essenciais para progressão do ciclo celular, como CDK (cyclin-dependent 

kinases - quinases dependentes de ciclinas) e ciclinas, impedindo o avanço do ciclo da fase 

G1 para S. Outras, como o p21 e p53, exercem a função de monitorar a saúde celular e a 

integridade de seus cromossomos e até a execução correta das diferentes fases do ciclo. 

Caso as mutações ocorridas no conteúdo genético das células humanas ultrapassem esta 

defesa natural, essas mutações podem eventualmente contribuir para a formação do câncer 

(BRENNA et al., 2003).  

Neste contexto, o desenvolvimento de células tumorais pode ocorrer quando um 

dos mecanismos de ação da apoptose estão prejudicados ou o controle do sistema está 

desregulado. Em casos, por exemplo, onde a proteína p53 é inativada através da mutação, 

a chance das células danificadas e/ou mutadas serem eliminadas fica bastante reduzida, 

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

Outro fator importante na formação e progressão da neoplasia é a instabilidade do 

genoma, pois para que a célula se torne neoplásica, ela deve sofrer uma ou mais alterações 

genéticas, o que leva a um relaxamento dos mecanismos de controle do crescimento e 

divisão. Consequentemente, as células cujos mecanismos foram alterados apresentam 

chance relativamente maior de desenvolver novas anormalidades genéticas, isto é, se 

tornam instáveis (WARD, 2002). 

Segundo Videira et al., (2002), proto-oncogenes são os genes  responsáveis pelo 

controle e proliferação celular codificando produtos (oncoproteínas). Quando esses genes 

têm sua expressão desregulada, seja por mutação ou por translocação cromossômica, entre 

outros mecanismos, passam a ser denominados oncogenes e podem contribuir para a 

transformação neoplásica super estimulando a proliferação celular (CESCATO, 2010). 

O fenômeno de oncogênese que se desenvolve nos tecidos epiteliais é denominado 

carcinogênese. Este processo pode ocorrer por ação de uma série de fatores etiológicos 

distintos, sejam eles de natureza física (como as radiações ionizantes), biológica (como 

vírus oncogênicos, a exemplo do HPV – Human Papilloma Vírus) e química (como 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Seemayer%20TA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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hidrocarbonetos aromáticos policíclicos derivados da combustão do tabaco) (TELLES, 

1999). 

 

1.3 Carcinogênese Química experimental 

A carcinogênese secundária a exposição química foi inicialmente relatada no Sec. 

XVIII por meio da observação de formação de pólipos secundários ao uso excessivo de 

tabaco por John Hill. Do mesmo modo, Sir Percival Pott relatou altos índices de câncer de 

pele escrotal em limpadores de chaminé. Nesta época como medida de Saúde Pública, 

distribuíram-se guias com orientação sobre banhos diários para evitar-se a ocorrência de 

tumor por exposição contínua à fuligem (BORGES, 2009).  

Ao final do século XIX a relação entre a exposição prolongada a certos produtos 

químicos e seus efeitos carcinogênicos era bastante evidente, incentivando-se assim 

investigação sistemática bem como a reprodução de tumores em animais. No entanto, 

comprovação científica da existência de um agente químico cancerígeno ocorreu somente 

em 1915, quando tumores cutâneos em coelhos foram induzidos pelo pincelamento repetido 

das orelhas com alcatrão de hulha (SMUCKLER, 1983; KUMAR et al., 2005; BRASILEIRO 

FILHO, 2006; OLIVEIRA et al., 2007). 

Outros trabalhos sobre a carcinogênese quimicamente induzida em cobaias foram 

descritos por estudiosos japoneses em 1918 (MAINENTI e ROSA, 2008). Mas somente em 

1942, aconteceram os experimentos com glândulas salivares animais, utilizando os HPA 

(hidrocarbonetos policíclicos aromáticos) (CATALDO et al., 1964; SHKLAR, 1970; EL-

MOFTY, 1977). 

Os HPAs possuem grande potencial carcinogênico e representam uma grande 

classe de compostos orgânicos presentes no ambiente que podem ser extraídos de 

combustíveis fósseis, ocorrem pela combustão incompleta do carvão mineral, tabaco, 

petróleo, podendo estar presentes em alguns produtos alimentícios inclusive os defumados. 

Os hidrocarbonetos (HPAs) requerem ativação metabólica e podem induzir tumores em uma 

grande variedade de tecidos e órgãos. O sistema enzimático do citocromo P-450, resulta na 

ativação dos HPA, sendo o metabólito final o responsável pelos efeitos citotóxicos, 

teratogênicos e oncogênicos (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-óxido (4NQO). 

Atualmente, o produto sintético mais utilizado como um agente iniciador da carcinogênese 

induzida é o DMBA. Numerosos estudos têm feito uso deste produto para indução 

experimental de câncer nos mais diferentes sítios anatômicos, como pâncreas (WENDT, 

2004), mama (COS et al., 2006), boca (KAVITA et al., 2006), glândulas salivares 

(MAINENTI; ROSA, 2008) e pele (CHAUDHARY et al., 2009), dentre outros. Para indução 

de câncer bucal, este produto pode ser administrado topicamente ou implantado na língua 

dos animais, na forma de solução ou pellet diluído em diferentes produtos químicos, como a 

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

Verificou-se em roedores após exposição ao DMBA, que uma variedade de tumores 

é induzida com elevada frequência. O DMBA é comumente utilizado na carcinogênese 

experimental em camundongos, pois o epitélio de revestimento desses animais é muito 

responsiva aos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (WILLIAMS; IATROPOULOS, 2001; 

BORGES, 2009). 

De acordo com Salley (1954), o DMBA já era utilizado como um hidrocarboneto 

policíclico para induzir carcinoma de células escamosas na mucosa de hamster. O autor 

aplicou o DMBA dissolvido em éter e este se apresentou como um carcinógeno bastante 

efetivo na indução de tumores após 16 semanas. Segundo Morris (1961) relata que cinco 

semanas é o tempo necessário para iniciar as análises de carcinogênese experimental. A 

partir disso, foi descrito quatro estágios identificados histologicamente na mucosa, que tem 

início por hiperplasia, papiloma, carcinoma in situ, até carcinoma de células escamosas 

(OLIVEIRA, 2009). 

Segundo O‘Neill (1998), o DMBA é um carcinógeno completo, pois age tanto na 

iniciação quanto na promoção. Isso justifica a sua ampla utilização no estudo da 

carcinogênese química, visto que garante o desenvolvimento de todo o processo sem a 

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

Além disso, foi constatado que 0,5% de DMBA, diluído em acetona, produz o efeito 

máximo de neoplasia, com o mínimo de período de latência e sem morbidade. Padronizou-

se também o procedimento, de tal modo que a lesão experimental pôde ser reproduzida 

posteriormente (MORRIS,1961). 

O DMBA em solução de 0,5% induz hiperplasia no epitélio da mucosa oral após 

poucas aplicações, constatando-se pela aparência de variedades de lesões displásicas 

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

e malignos, lesões papilomatosas e carcinomas, especificamente de células escamosas 

começam a ser evidenciados (SANTIS et al., 1964; GIMENEZ-CONTI; SLAGA, 1993).  

Existem aspectos importantes que influenciam a dinâmica da carcinogênese 

química bucal experimental que merecem destaque, dentre eles as diferenças genéticas 

entre as espécies, os fatores ambientais, sociais e psicossociais, assim como os 

imunológicos (LIMA; TAVEIRA, 1999).  

A carcinogênese química pode ser iniciada por diversas substâncias químicas que 

se divergem estruturalmente e incluem produtos naturais e sintéticos e classificam-se de 

acordo com a sua ação em: (1) Diretos: aqueles que não requerem transformação química 

para seu efeito carcinogênico ou (2) Indireto ou Procarcinógeno: os que requerem 

conversão metabólica in vivo para produção de carcinógenos finais, os quais são capazes 

de transformar as células. Apesar das classificações, ambas as ações têm uma propriedade 

em comum: são eletrófilos (átomos deficientes em elétrons), sendo altamente reativos e 

podem reagir com locais nucleofílicos (átomos ricos em elétrons) na célula. Estas reações 

não são feitas por enzimas e resultam na formação de produtos de reação covalentes. As 

reações eletrofílicas podem ocorrer em estruturas ou macromoléculas ricas em elétrons na 

célula-alvo, incluindo DNA, RNA e proteínas, produzindo às vezes um dano letal. Nas 

células iniciadas, a interação é obviamente não-letal, e o DNA é o alvo primário (BARRET et 

al., 1993; BIGNOLD, 2004; KUMAR et al., 2005). 

Os processos de indução da carcinogênese são amplamente estudados na 

literatura; havendo consenso em relação ao papel do ciclo celular neste processo. Para que 

os tumores ocorram é fundamental a existência de duas fases distintas: a primeira 

representada pelo processo de iniciação, no qual as células normais são convertidas em 

células tumorais latentes em um curto período de tempo, sob a ação química de uma 

substância carcinogênica. E a segunda fase é a promoção na qual as células tumorais 

latentes são estimuladas a progredir, após um longo período de tempo por ação repetitiva 

de uma determinada substância 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 iniciação, 

promoção e progressão já estavam estabelecidos. Houve um acréscimo considerável no 

conhecimento sobre carcinógenos e seu metabolismo, sobre a biologia e a bioquímica de 

células malignas, mas quase nada se sabia sobre a genética tumoral e a clonagem gênica. 
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Diversos avanços no conhecimento dos mecanismos da carcinogênese seguiram a 

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

Pode-se inferir que a pesquisa em carcinogênese química durante a década de 

1970 estava focada no desenvolvimento e aprimoramento de modelos animais para 

neoplasias induzidas quimicamente em órgãos específicos. Nesses modelos procurava-se 

desenvolver neoplasias o mais parecido possível ao desenvolvimento tumoral em humanos 

(YUSPA; POIRIER, 1988). 

Algumas vantagens em relação a esta metodologia experimental têm sido 

demonstradas através de estudos, ressaltando-se os seguintes fatores: a técnica para a 

indução dos carcinomas é de fácil manuseio, permite a visualização em relação à lesão que 

está se desenvolvendo, pode-se analisar uma região mais ampla, similaridade entre as 

alterações microscópicas, bioquímicas e moleculares com a mucosa bucal humana e 

finalmente resposta tecidual bastante similar em relação aos agentes profiláticos e 

terapêuticos. Essas vantagens na utilização do modelo de carcinogênese experimental 

DMBA induzida tem importante contribuição em relação ao tratamento clínico de pacientes 

com câncer bucal (GIMENEZ-CONTI, 1993; SCHWARTZ et al., 2004; MOHAN et al., 2007). 

 

1.4 Quimioprevenção com produtos naturais 

Os químicos no início dos tempos já estudavam plantas consagradas pelo uso 

popular, geralmente incorporada às farmacopéias daquela época, limitando- se ao 

isolamento e à determinação estrutural de substâncias ativas (YUNES et al., 2001). Assim, 

dada a devida importância das plantas para a medicina da época, a Química e a Medicina 

passaram a ter uma estreita relação, o que permitiu um rápido desenvolvimento de seus 

campos específicos (YUNES et al., 2001). Desta maneira, muitas substâncias ativas foram 

conhecidas e introduzidas na terapêutica, permanecendo até hoje como medicamentos 

(VIEGAS JR. et al., 2006).  

A utilização das plantas como fins terapêuticos acompanha a história da humanidade 

e, apesar do enorme desenvolvimento da síntese química das indústrias farmacêuticas 

atualmente, 25% das drogas prescritas no mundo são de origem vegetal. Entre o período de 

2001 e 2002, aproximadamente um quarto dos fármacos mais vendidos em todo mundo 

eram obtidos diretamente ou derivados de fontes naturais (BALUNAS, 2005). Das novas 

substâncias químicas descobertas entre 1981 e 2002, 30% são produtos naturais em sua 

essência ou derivados. Outros 20% dessas novas moléculas são produtos sintéticos 

mimetizando estruturas encontradas na natureza (NEWMAN et al., 2003; BALUNAS, 2005). 
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Segundo Carvalho (2006), diversos fatores têm impulsionado a busca de novas 

drogas de origem vegetal: a descoberta de compostos eficazes para produção de fármacos 

no combate ao câncer; estudos sobre a biodiversidade; o difícil acesso da maioria da 

população 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, evidências clínicas mais significantes do valor das plantas no 

tratamento do câncer permitem a reconstrução da história destas plantas e seu uso nesses 

casos (NOBILI et al., 2009). 

Nos últimos vinte anos o interesse da indústria farmacêutica esteve voltado para os 

produtos naturais, dentre os quimioterápicos para o câncer destaca-se a vimblastina e da 

vincristina (extraídas de Catharrantus roseus), o etoposídeo, o teniposídeo e o Taxol® 

(VIEGAS JR. et al., 2006). Outro composto de importância histórica foi isolado pela primeira 

vez segundo Wall; Wani et al., (1966), a partir de uma árvore 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 antineoplásico, este fármaco foi questionado a viabilidade face à complexidade 

de sua estrutura e à relativa escassez da fonte natural (WALL; WANI, 1998). O custo 

benefício não 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 árvores (AVERY; CHONG, 

1992). Estes dados causaram forte impacto aos ambientalistas entre os anos de 1985 e 

1995, e como consequência foi imposto pelo ―Forest Service Bureau of Land Management‖ 

(EUA) restrições ao acesso à 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 farmacológica nas últimas décadas no que diz respeito ao 

tratamento dos pacientes com câncer é a quimioprevenção, tendo como objetivo identificar 

quais substâncias poderia inibir ou retardar o desenvolvimento tumoral ainda nos estágios 

iniciais; evitando o estabelecimento da neoplasia em seus mais variados graus de 

diferenciação. (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, 2006). 

Os agentes hoje conhecidos como antineoplásicos, podem ser classificados em dois 

grupos: O primeiro exerce função de inibir a iniciação do processo carcinogênico e o 

segundo, inibir a proliferação celular durante as fases de promoção e progressão do câncer. 
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Muitos agentes do primeiro grupo são encontrados em alimentos, como os diterpenos do 

café e os ácidos sulfídicos do alho (DUVOIX et al., 2005). Outro exemplo clássico de 

quimioprevenção (como é denominada a ação desses agentes) é o elevado consumo do 

chá verde no oriente, cujos polifenóis possuem atividade comprovada em diversos sistemas 

fisiológicos (LAMBERT et al., 2005). Já os agentes supressores são os mais procurados 

para o desenvolvimento de novos fármacos, pois atuam após a instalação da doença 

(DUVOIX et al., 2005). 

Uma grande gama de fitoterápicos com ação antitumoral tem sido descrita na 

literatura: a Epipodofilotoxina, um isômero da podofilotoxina, foi isolada como um agente 

antitumoral ativo das raízes das espécies do gênero Podophyllum, Podophyllum peltatum e 

Podophyllum emodi (Berberidaceae) (STAHELIN, 1973). Etoposídeo e teniposídeo são dois 

derivados de produtos naturais, semi-sintéticos da epipodofilotoxina e são usados no 

tratamento de linfomas e câncer brônquico e testicular (HARVEY, 1999; CRAGG; NEWMAN, 

2005; SHOEB, 2006). Homoharringtonina, isolada de Cephalotaxus harringtonia 

(Cephalotaxaceae), é um outro composto derivado de produto natural de uso clínico, para 

leucemia mielóide aguda e crônica (KANTARJIAN et al., 1996; CRAGG; NEWMAN, 2005; 

ITOKAWA; WANG; LEE, 2005).  

Outros compostos bioativos que têm recebido destaque em estudos de 

quimioprevenção são os terpenóides. Esses compostos formam uma família ampla e 

estruturalmente diversa de produtos naturais derivados de unidades do isopreno (C5) unidos 

de modo cabeça-calda. O isopreno tem sido caracterizado como um produto de 

decomposição de vários hidrocarbonetos cíclicos naturais e foi sugerido como a unidade 

fundamental de construção. São classificados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), 

sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos 

(C40) (DEWICK, 2002). 

Algumas dessas substâncias isoladas de diversas espécies têm demonstrado 

atividades biológicas interessantes, como: citotóxica em várias linhagens de células 

tumorais (BLOCK et al., 2004; GRAIKOU et al., 2004; LI et al., 2005), dentre elas, células de 

câncer de colo uterino (HeLa) (BLOCK et al., 2002), carcinoma epidermóide oral humano 

(KB), adenocarcinoma mamário humano (MCF-7), carcinoma de pulmão (H460), e 

astrocitoma humano (SF-268) (LI et al., 2005). Adicionalmente, foi reportado um diterpeno 

trachylobano capaz de induzir apoptose em células de leucemia promielocítica humana, 

HL60 e apresentou atividade antitumoral in vitro, frente células tumorais malignas da 

linhagem sarcoma180 (BLOCK et al., 2004; PITA, 2010). 
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1.5 Própolis 

Os produtos naturais são fontes importantes para o desenvolvimento de novas 

drogas segundo Newman et al., (2002), possibilitando o avanço na descoberta de agentes 

terapêuticos para doenças como câncer, imunodeficiências e outras (CLARDY; WALSH, 

2004). A própolis é um dos muitos produtos naturais utilizados durante séculos pela 

humanidade, a qual é administrada sob diversas formas (PEREIRA et al., 2002). 

O emprego da própolis pelos indivíduos já era descrito pelos assírios, gregos, 

romanos, incas e egípcios. No primeiro texto médico conhecido por "Livro de produção de 

Medicamentos para todas as partes do Corpo Humano", narrado no papiro de Ebers e 

escrito há cerca de 1.700 a.C., se faz menção à própolis 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 própolis tem sua principal origem em secreções vegetais (OLIVEIRA; BASTOS, 

1999). Segundo Marcucci (1999), o material disponível para as abelhas elaborarem a 

própolis é produzido através de uma variedade de processos fisiológicos em diferentes 

partes da planta. Apesar de ainda hoje existirem poucas referências na literatura sobre a 

origem botânica da própolis, algumas espécies vegetais já foram citadas por alguns autores 

na década de 90. Dentre eles, Crane (1990) apresenta uma lista de espécies de plantas de 

várias partes do mundo. Também Oliveira e Bastos (1999), citam algumas espécies que 

hoje são conhecidas. São elas: na Europa Populus, Betula, Alnus, Quercus, Salix; nos 

Estados Unidos Populus e Pinus; no sul da África Populus deltoides (exótica) e Acacia 

karroo; nas ilhas do Havai Plumeria, Eucaliptus, Schinus terenbithifolius e Psidium guajaba 

(sendo estas três últimas exóticas na Brasil). São 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 própolis é uma substância resinosa balsâmica de consistência viscosa, e tem sido 

empregada popularmente como agente terapêutico na medicina alternativa (SILVA, 2008). A 

sua formação se dá por misturas complexas de substâncias coletadas de várias plantas 

pelas abelhas operárias, que elaboram a própolis e depositam em seus ninhos para 

vedação da colméia (LONGHINI, 2007). A própolis tornou-se um produto importante na 

medicina alternativa e complementar na metade dos anos 80 segundo Lustosa (2007).  
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A coloração da própolis depende da sua origem botânica, 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 Própolis Verde 

A própolis brasileira produzida no cerrado, rica em derivados prenilados do ácido-p-

cumárico (BANKOVA; MARCUCCI, 1999), é conhecida internacionalmente como própolis 

verde ou green propolis, a qual tem como principal fonte vegetal a espécie de Baccharis 

dracunculifolia D.C., possuindo uma coloração característica, contribuindo desta maneira 

para sua rápida identificação no processo de comercialização (PARK et al., 2002). A 

própolis verde é muito consumida no Japão e é bastante utilizado como suplemento 

alimentar na prevenção de doenças devido as suas ótimas características organolépticas 

(SOUSA et al., 2007). 

A importância medicinal e econômica da própolis é grande, sendo comercializada 

de várias maneiras (preparações farmacêuticas e cosméticas), tais como: comprimidos, 

pomadas, pastilhas, dentifrícios, cremes faciais, loções, tinturas, etc. (BANKOVA et al., 

2000; PARK et al., 2002). Desta maneira, tem sido observado um aumento significativo do 

interesse da população pelo produto, e do número de criadores de abelhas que investe na 

melhoria da produção da própolis e de empresas processadoras deste material (PEREIRA 

et al., 2002; SOUSA et al.,2007). 

Devido a todo processo ocorrido para sua produção, a própolis é considerada uma 

das misturas mais heterogêneas encontradas em fontes naturais. Atualmente, mais de 300 

constituintes já foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de própolis 

(BURDOCK, 1998). Mas, segundo Silva (2008), essa classificação ainda é 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 presença de flavonóides na composição da 

própolis, atribui à mesma ações biológicas como: efeito antimicrobiano, antimicótico, 

imunomodular, cicatrizante e antioxidante. Deste modo, infere-se que, as propriedades 

biológicas e farmacológicas da própolis estão diretamente ligadas à sua composição 

química (ADELMANN, 2005). Estes biopolifenóis têm mostrado também sua habilidade de 

proteção contra os danos causados pelos radicais livres, pois não interferem apenas na 

propagação da reação, mas na sua formação, tanto quelando os metais de transição quanto 

pela inibição de enzimas envolvidas nesse processo (RUSSO et al., 2002). 
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A atividade antineoplásica da própolis é estudada devido ao provável potencial 

antiproliferativo, relacionada à atividade anticâncer dos flavonóides tais como a quercetina, 

bicaleina, genisteina, tangeritina e soforanona que promovem a indução da apoptose 

(CHEN; WU; LIN , 2004). 

De acordo com Li et al., (2007), os extratos etanólicos de própolis (EEP) 

demonstraram inibir o crescimento de células neoplásicas de tumores prostáticos humanos, 

e destacaram que tal atividade biológica estava diretamente relacionada a inibição de 

oncoproteínas envolvidas no ciclo celular, tais como a ciclina D1, B1 e p21. Os autores 

concluem que a própolis teria amplo potencial não apenas como quimioterápico, mas 

também como quimioprotetores contra cânceres de próstata. 

A maioria dos estudos foram realizados com a própolis verde, por ser bem 

caracterizada e conhecida em todo o mundo (LUSTOSA, 2007). Por essa razão, a própolis 

brasileira têm se tornado objeto de grande interesse por parte dos cientistas (TRUSHEVA et 

al., 2006). 

Os diversos tipos de própolis brasileira foram primeiramente classificados em 12 

grupos de acordo com suas características físico-químicas (Park et al., 2002). Segundo 

Dausch (2007), a própolis de coloração vermelha encontrada no litoral do Brasil foi 

classificada como o décimo terceiro grupo.  

Na última década, a própolis tem sido objeto de numerosos estudos 

farmacológicos, os quais vêm demonstrando suas propriedades antibacteriana, antifúngica, 

antiviral, antiinflamatória, hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral e imunomodulatória 

(BANKOVA, 2005; KOSALEC et al., 2005; ALENCAR et al., 2005; SIMÕES et al., 2008). 

Dantas et al., (2006) também relataram que a própolis mostrou-se ativa contra Toxoplasma 

gondii, Trichomonas spp. e Giardia lamblia constatando sua atividade antiprotozoária. 

Adicionalmente, foi demonstrado que a própolis reduz a pressão arterial e os níveis de 

colesterol no sangue (CAPASSO e CASTALDO, 2002). Deve ser destacado que, conforme 

sugere Marcucci (1998), o provável fator responsável pela ampla gama de atividades 

biológicas apresentada pela própolis provavelmente estaria relacionada ao sinergismo que 

ocorre entre os muitos constituintes químicos que compõem este produto natural. 

 

1.7 Própolis Vermelha 

A amplitude das atividades biológicas da própolis é maior em áreas tropicais do 

planeta, refletindo a diversidade vegetal destas regiões (BANKOVA, 2005). Devido à grande 
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biodiversidade brasileira, as variedades de própolis do Brasil foram agrupadas em 12 grupos 

distintos, de acordo com a composição química e atividades biológicas (PARK, 2000).   

Atualmente um novo tipo de própolis proveniente da região de mangue do Estado de 

Alagoas teve sua origem botânica identificada como Dalbergia ecastophyllum, uma espécie 

de leguminosa.  Esta própolis, denominada de ―própolis vermelha‖ por causa da sua 

coloração vermelha intensa, foi classificada como o 13º tipo de própolis brasileira e tem 

demonstrado várias atividades biológicas em ensaios in vitro (ALENCAR et al., 2007; 

DAUSCH, 2007; SILVA, 2008). 

Alguns trabalhos descrevendo o potencial biológico desta variedade de própolis de 

cor vermelha encontrada em Cuba e na Venezuela já é reportada desde a década de 90, e 

demonstra  atividade antimicrobiana, cicatrizante e antioxidante, sendo identificados os seus 

antecessores botânicos como Clusia nemorosa e a Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al., 

2006). 

Essa variedade de própolis consiste em uma mistura complexa de material resinoso 

e balsâmico, e têm sido um apiterápico objeto de pesquisa e apreciada como veículo para 

tratamento de disfunções orgânicas, em virtude das conhecidas propriedades terapêuticas 

como antibacteriana, antiviral, antioxidante, antitumoral, imunomodulatória. (PEREIRA et al., 

2002; FRANCO et al., 2000; BANKOVA, 2005; KOSALEC, 2005; ALENCAR et al., 2005; 

SIMÕES, 2008). Tais características são atribuídas aos elementos constitutivos que 

despertam a atenção para estudos, como os flavonóides. Sugere-se também que derivados 

hidrossolúveis de própolis como o ácido caféico, éster feniletil e quercetina teriam 

propriedades satisfatórias no que se refere ao controle do crescimento tumoral em modelos 

experimentais (ORSOLIC et a.l, 2004). 

A composição química da própolis é extremamente complexa e mais de 180 

compostos foram identificados, destacando-se como de grande importância os flavonóides. 

Estes compostos fenólicos compreendem um amplo grupo de substâncias naturais não 

sintetizadas pelos animais (DAUGSCH et al., 2007). Cerca de 4.000 substâncias diferentes 

já foram listadas como flavonóides, elasapigenina, quercetina, hesperetina, rutina, luteolina, 

genisteina, daidzeina, antocianidina, kanferol etc. A presença e a concentração destes 

compostos é utilizada como índice de qualificação de amostras de própolis (AWALE et al., 

2008). 

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

oriundas do nordeste brasileiro mostram composição química diferente daquela observada 



UNIVERSIDADE TIRADENTES 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM SAÚDE E AMBIENTE - CAVALCANTE, D.R.R.   
 

35 

 

em amostras de outros países, como a Turquia (SILICI et al., 2007) e Cuba (CUESTA-

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

etanólicos foram os isoflavonóides medicarpina e 3-hidroxi-8 e 9-dimetoxipterocarpana. 

Nas amostras de própolis vermelha nordestina (oriundas dos estados de Alagoas, 

Sergipe, Bahia, Pernambuco e Paraíba) analisada por Daughsch et al., (2007), os 

compostos majoritários identificados por cromatografia líquida de alta performance (HPLC) 

foram a pinocembrina, formononetina e isoliquiritigenina. Os autores ainda associaram o 

perfil cromatográfico com a análise palinológica da própolis vermelha e concluíram que a 

Dalbergia ecastophyllum representaria a mais provável origem botânica deste produto. 

Trusheva et al., (2006) analisaram amostras de própolis vermelha alagoana e observaram 

que este produto era rico em isoflavonóides, como a isoflavana isosativana e o pterocarpana 

mediocarpina, de maneira similar as amostras cubanas. No entanto, os autores reforçam 

que a composição química deste produto apícola parece guardar uma relação bastante 

estreita com a flora regional e as condições ambientais do local da coleta. 

Em razão dos relatos de que a composição química da própolis vermelha poderia 

variar de acordo com a época do ano de coleta (PEREIRA et al., 2002; NUNES et al., 2008) 

realizaram uma avaliação sazonal de amostras pernambucana da própolis vermelha e 

concluíram que a sazonalidade influenciou pouco na composição deste produto. Os 

metabólitos secundários majoritários da própolis foram os derivados fenólicos (flavonóides, 

antraquinonas) e terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e esteróides), além 

da presença de açúcares.  

A própolis vermelha brasileira possui alta atividade antioxidante e antibacteriana e 

suas sub-frações produzidas parecem ser biologicamente mais ativas que as frações e o 

extrato etanólico. Na opinião dos autores, as atividades antioxidante e antibacteriana da 

própolis vermelha não representariam uma resposta ao efeito sinérgico entre os vários 

compostos presentes no extrato bruto (CABRAL, 2009). 

Maia-Araújo (2009) avaliou o potencial antimicrobiano da própolis vermelha 

sergipana e observou inibição para bactérias gram positivas, enquanto que houve uma 

inibição reduzida para bactérias gram negativas. Além disso, também foi evidenciada uma 

relação direta entre a intensidade da tonalidade de vermelho da própolis e sua atividade 

antimicrobiana. 

Pinheiro (2009) avaliou o efeito do extrato hidroalcoólico de própolis vermelha 

sergipana em modelo experimental de ulcerações gástricas induzidas por etanol e concluiu 
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que este apresentou efetividade contra o crescimento do H. pylori e evidente ação 

gastroprotetora, semelhante àquela promovida por omeprazol e cimetidina. 

Albuquerque Júnior et al., (2009) analisaram o efeito de extrato hidroalcoólico da 

própolis vermelha sergipana incorporada em matrizes filmogênicas de colágeno tipo I bovino 

sobre a cicatrização por segunda intenção em modelo experimental com ratos Wistar. Os 

autores verificaram que os filmes contendo própolis vermelha aceleraram a cronificação do 

processo inflamatório, estimularam a neoformação vascular e estimularam a substituição de 

colágeno tipo III por tipo I na área cicatricial, aprimorando substancialmente o processo de 

reparo.  

1.8 Própolis como agente quimiopreventivo do câncer 

Pesquisas com substâncias extraídas ou não de apicoterápicos como a própolis, têm 

sido realizadas em virtude de suas propriedades biológicas. O mais usado para análise é o 

extrato etanólico da própolis, que apresenta diversos compostos fenólicos e flavonóides. Um 

estudo preliminar mostrou que a própolis inibiu o crescimento de células U937 (leucemia 

humana), através de indução a apoptose. Desta maneira a própolis poderá ser útil para a 

quimioprevenção do câncer ou como agente quimiopreventivo (ASO et al., 2004). 

Demonstrou-se que a presença dos flavonóides na própolis tem ação antioxidante 

podendo diminuir o risco de câncer em vários sítios anatômicos sendo desta maneira uma 

possível alternativa terapêutica. Sugeriu-se que o composto antioxidante pode inibir a 

proliferação e o crescimento de células tumorais e indução do processo de apoptose (EL- 

KHAWAGA et al., 2003) 

O ácido cafeico fenil éster (CAPE) é um composto que foi isolado da própolis cuja 

possível ação antitumoral tem sido investigada. Acredita-se que a ação antiproliferativa da 

própolis em células tumorais pode ter relação direta com o efeito sinérgico dos seus 

constituintes. Os derivados do CAPE foram investigados no câncer 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 padrão de crescimento 

celular, citotoxicidade e mudanças no ciclo celular, deste modo, observou-se que o CAPE 

apresentou efeito citotóxico em todas as linhas exceto a linhagem NHOF. Desta maneira, 

seus diferentes efeitos em células tumorais e células normais sugerem que este composto 

poderá ser útil na quimioterapia do câncer oral (BUFALO et al., 2007). 

Derivados de ácido cinâmico, como a Baccharina e Drupanina, ricos em flavonóides, 

também foram testados quanto a sua atividade antitumoral in vivo frente às células de 

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

normais hematopoiéticas do que as drogas anti-câncer normalmente utilizadas (MISHIMA, et 

al., 2005). 

Estudos realizados por Orsolic et al., (2005), observaram o efeito antitumoral dos 

componentes polifenólicos derivados das soluções aquosas da própolis em tumor ascítico 

de Ehrlich. Desta maneira, relataram que as soluções aquosas de própolis e seus 

compostos fenólicos foram efetivos na redução do tumor em relação ao número total de 

células na cavidade peritoneal dos animais analisados, e a administração das soluções teve 

influência significativa com o desenvolvimento do tumor, sugerindo mais estudos em relação 

aos componentes testados. Estudos realizados posteriormente comprovaram que a 

atividade antitumoral das soluções aquosas de própolis não é um resultado citotóxico direto 

para células tumorais enquanto que os polifenólicos compostos por CA e CAPE presentes 

na própolis afetam o crescimento tumoral embora a inibição da síntese do DNA exerça efeito 

antitumoral direto por contato íntimo com as células tumorais. 

Pesquisas recentes mostram o papel da própolis na quimioprevenção do câncer de 

próstata. Demonstrou-se in vitro que os EEP (extrato etanólico da própolis) e os seus 

componentes fenólicos aumentaram o fator de necrose tumoral relacionado ao ligante de 

indução de apoptose (TRAIL), o qual é um agente anticancerígeno natural que induz 

apoptose em células cancerígenas e não-tóxico para células normais. No entanto, ainda 

reporta-se que mais estudos são necessários para o entendimento dos mecanismos 

moleculares através dos quais o EEP e seus componentes agem  na sinalização celular e 

sensibilidade do câncer de próstata a TRAIL-apoptose induzida. Ainda assim, sugeriu-se 

que a modulação da via TRAIL-apoptose apresenta potencial significativo para a 

quimioprevenção do câncer de próstata e, a superação da resistência ao TRAIL pela 

própolis e seus componentes fenólicos possam ser os mecanismos responsáveis pela 

prevenção aos efeitos do câncer, deste modo, reportou-se que a suplementação da dieta 

com EEP possa ser útil como agente quimioprotetor contra o câncer de próstata. 

(SZLISZKA, et al., 2009). 

Considerando todos esses aspectos, o espaço e a importância que os produtos 

naturais ocupam na indústria farmacêutica fica bem evidente, sendo fonte de novas 

pesquisas para o tratamento do câncer ou pela quimioprevenção (PITA, 2010).  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

Para o desenvolvimento deste projeto, seguiram-se os princípios éticos da 

experimentação animal de acordo com a COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal), com aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da UNIT/ Aracaju/SE, cujo número 

do Parecer Consubstanciado foi 191208 para a própolis verde e 181208 para própolis 

vermelha. O estudo foi realizado no Biotério e no Laboratório de Morfologia e Biologia 

Estrutural (LMBE) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), na Universidade Tiradentes 

(UNIT/SE).  

2.1 Coletas da própolis 

A coleta de própolis verde foi realizada no apiário da cidade de Montes Claros/MG e 

a própolis vermelha foi coletada nos apiários localizados no Povoado de Brejão dos Negros, 

Município de Brejo Grande/SE, em caixas do tipo Langstrot previamente marcadas (figura 

2). O material coletado foi etiquetado e acondicionado em vasilhames estéreis, sob 

refrigeração e encaminhados ao Laboratório.  

 

Figura 2. Coleta da Própolis Vermelha (a/b)– Caixa com coletor para própolis, caixas de Langstrot 

localizada no apiário do povoado Brejão dos Negros, Município Brejo Grande/SE.  (c/d) Amostra de 

própolis coletada foi armazenada e enviada para o laboratório. 
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2.2 Obtenção do extrato de própolis 

A extração da própolis verde foi realizada conforme a metodologia aplicada por 

PARK et al., (1998). Foi usado 1 grama da amostra de própolis, passando por um processo 

de trituração e homogeneização e em seguida foram adicionados 100 mL de solução 

hidroalcoólica 70%. A extração foi feita em temperatura ambiente durante 24h sob agitação. 

Após a extração, a amostra foi filtrada e o solvente rotaevaporado. O pó obtido foi 

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

Para a extração da própolis vermelha utilizou-se a metodologia conforme Maia-

Araújo (2009). Foi utilizado 1 grama da amostra de própolis para 12,5 mL de etanol à 70%, 

colocado em tubo de ensaio estéril e em seguida levada ao aparelho de ultra-som (US) para 

extração durante 1 hora. Os extratos obtidos foram centrifugados a 3.000 rpm por 15 

minutos e os sobrenadantes deixados em capela de exaustão para  completa evaporação 

do solvente e obtenção da massa. O pó obtido foi armazenado em tubo de ensaio estéril 

com rosca e mantido sob refrigeração. 

O rendimento da extração foi calculado em relação à massa inicial de própolis 

utilizada e expressa em porcentagem (BRASIL, 2001). 

 

2.3 Determinação de flavonóides totais 

A concentração de flavonóides totais foi determinada através do método descrito 

por Adelmann (2005).  

Para determinar o teor de flavonóides totais nas amostras, 0,5 mL dos extratos 

(concentração de 5 mg/mL) foram adicionados a uma solução de 0,1 mL de nitrato de 

alumínio a 10 % e 0,1 mL de acetato de potássio 1 mol/litro. O volume final foi completado 

para 5 mL com etanol a 80%. 

As amostras foram homogeneizadas e após 40 minutos, em temperatura ambiente, 

a absorvância foi determinada espectrofotometricamente no comprimento de onda 415 nm. 

Para elaboração da curva de concentração padrão foi utilizada a quercetina nas 

concentrações de 5 a 50 μg/mL dissolvida em etanol e os valores de flavonóides totais 

foram expressos como equivalentes de quercetina (mg de quercetina em 100 mg de sólidos 

totais). 
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2.4 Ensaio Biológico 

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. Distribuição dos grupos experimentais. 

 

GRUPOS 
PRODUTO PINCELADO EM 

LÍNGUA DE RATO 

PRODUTO ADMINISTRADO 

POR GAVAGEM 

CTR1 Água destilada 
Água Destilada 1 mL + 2 gotas 

de tween 80 a 2% 

CTR2 Água destilada 
Extrato hidroalcoólico de 

própolis verde 300 mg/kg 

CTR3 Água destilada 
Extrato hidroalcoólico de 

própolis vermelha 100 mg/kg 

TUM1 DMBA a 0,5 % Água Destilada 3 mL 

TUM2 DMBA a 0,5 % Tween 80 a 2% 3 mL 

PROP1 DMBA a 0,5 % 
Extrato hidroalcoólico de 

própolis verde 100 mg/kg 

PROP2 DMBA a 0,5 % 
Extrato hidroalcoólico de 

própolis verde a 200 mg/kg 

PROP3 DMBA a 0,5 % 
Extrato hidroalcoólico de 

própolis verde 300 mg/kg 

PROP4 DMBA a 0,5 % 
Extrato hidroalcoólico de 

própolis vermelha 100 mg/kg 

 

2.5 Acondicionamento dos animais 

Os animais foram mantidos em gaiolas com cama de maravalha, trocadas 

diariamente, mantidos à temperatura controlada de 22ºC, em regime de luz com ciclo claro-

escuro de 12h e água ad libitum e dieta padrão Labina® (Purina, São Paulo, Brasil).  Após 

atingir a massa corporal supracitado, os animais foram submetidos aos procedimentos de 

indução de carcinogênese química experimental no Biotério da UNIT/SE. 
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2.6 Procedimento de indução de carcinogênese química 

As lesões orais foram induzidas no terço médio do dorso da língua de ratos dos 

grupos TUM1,TUM2, PROP1, PROP2, PROP3, PROP4; através da aplicação tópica de 9,10 

dimetil 1,2-benzantraceno (DMBA), obtido na forma de pó e diluído a 0,5% em acetona. Os 

demais grupos (CTR1, CTR2 e CTR3) não receberam a carcinogênese induzida, pincelando 

apenas água destilada na língua dos animais funcionando como controle negativo. O DMBA 

e a água destilada foram pincelados no dorso da língua dos ratos 2 vezes (pincel pelo de 

Marta, Nº 0) em dias alternados (terça, quinta e sábado), 3 vezes por semana, durante 20 

semanas (KAVITHA E MANOHARAN, 2006) (figura 3). Após o procedimento de indução, os 

animais foram colocados em regime de suspensão de dieta e água por trinta minutos; após 

esse período, ração e água eram liberados ad libitum. 

 

Figura 3. Procedimento de indução da carcinogênese experimental. (a) Procedimentos de 

pincelamento do DMBA no dorso lingual de rato Wistar. (b) Detalhe do método de retração da língua 

para exposição adequada do dorso lingual. 

 

2.7 Administração da Gavagem 

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

na concentração de 10 mg/mL.  

Os animais dos grupos PROP1, PROP2, PROP3 foram tratados com administração 

oral (gavagem) de extrato hidroalcoólico de própolis verde 100; 200 e 300 mg/Kg e o 

PROP4 com extrato hidroalcoólico da própolis vermelha 100mg/Kg. Os animais do grupo 

CTR1 receberam por gavagem água destilada 1 mL + 2 gotas de tween 80 a 2%, o grupo 

CTR2 recebeu extrato hidroalcoólico de própolis verde 300 mg/kg e o grupo CTR3 recebeu 

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

positivo/com DMBA). 

A administração oral destas substâncias (figura 4) foi realizada em dias alternados 

(diferindo dos dias de aplicação do DMBA), ou seja, na segunda, quarta e sexta feira, onde 

antes da indução da carcinogênese foi feita uma semana de gavagem de reforço do produto 

natural utilizado, estendendo-se por 20 semanas (KAVITHA E MANOHARAN, 2006). 

 

Figura 4. Procedimento de gavagem. (a) Posicionamento da seringa com cânula de gavagem para 

ratos. (b) Procedimento de administração de água (CTR1) com o mesmo aparato. 

 

2.8 Procedimento de análise histomorfológica dos espécimes 

Decorridas as 20 semanas, os animais foram eutanasiados em câmara de CO2, para 

que a área pincelada fosse submetida à remoção post-mortem. Os espécimes teciduais 

foram fixados em formol tamponado (10%, pH 7,4) por 24 h, desidratados em soluções 

crescentes de álcool etílico e diafanizados em xilol, para posterior inclusão em parafina. 

Foram obtidas secções histológicas de 5µm de espessura, e estas submetidas à coloração 

de rotina pela Hematoxilina/Eosina, sendo os espécimes examinados ao microscópio de luz 

(Microscópio Óptico Olympus CX31) por três observadores previamente calibrados.  

As lesões foram classificadas conforme os sistemas de gradação histológica 

propostos pela Organização Mundial da Saúde (BARNES et al., 2005), e pelo método 

proposto por Kujan et al.,(2006), denominado de Sistema Binário. Foram avaliadas as 

seguintes alterações arquiteturais e citológicas: 1) Arquiteturais: estratificação epitelial 

irregular; perda da polaridade das células da camada basal; projeções epiteliais em forma 

de gota; aumento do número de figuras de mitose; presença de figuras de mitose anormais 

na metade superior do epitélio (mitoses altas); queratinização prematura em células isoladas 

e pérolas de queratina em projeções epiteliais; 2) Citológicas: variação anormal de 
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tamanho do núcleo; pleomorfismo nuclear; variação anormal de tamanho da célula; 

pleomorfismo celular; proporção núcleo/citoplasma aumentada; aumento no tamanho do 

núcleo; figuras de mitoses anormais; número e tamanho de nucléolos aumentados; 

hipercromatismo nuclear. De acordo com a OMS (BARNES et al., 2005), as alterações 

foram classificadas em: displasia leve, quando as alterações supracitadas restringem-se ao 

terço inferior do epitélio (camadas basais e parabasais); displasia moderada, quando tais 

alterações atingem o terço médio do epitélio (porção média da camada espinhosa) e 

displasia grave, quando as alterações arquiteturais e citológicas ultrapassam o terço médio 

do epitélio. Conforme o Sistema Binário (KUJAN et al., 2006), as alterações epiteliais 

categorizadas em: 1) lesões de alto risco: presença de 4 ou mais alterações arquiteturais 

e/ou 5 ou mais alterações citológicas, e 2) lesões de baixo risco: presença de menos de 4 

alterações arquiteturais e menos de 5 alterações citológicas. 

 

2.9 Análise Estatística 

O cálculo das médias das alterações foi obtido a partir da análise das características 

de atipia epitelial e foram comparados entre os grupos por meio de análise de variância 

(ANOVA), seguido por pelo teste post-hoc de Tukey. As diferenças 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 

própolis foi em torno de 42%. Além disso, a amostra utilizada da própolis verde apresentou 

um bom teor de flavonóides e para a variedade vermelha apresentou baixo teor (tabela 1).  

Tabela 1. Determinação do rendimento e teor de flavonóides nas amostras de própolis verde 
e vermelha. 

 
Massa inicial 

(g) 

Massa obtida após 

extração (g) 

Rendimento 

Final (%) 

Teor de 

flavonóides 

(%±DP) 

Própolis 

verde 
14,17 5,87 41,43 0,95±0,44 

Própolis 

vermelha 
56,71 24,26 42,78 0,13±0,11 

 

Os dados referentes à análise histopatológica do revestimento epitelial lingual dos 

animais estão sintetizados na tabela 2. 

Os grupos CTR1 (figura 5a) e CTR2 (figura 5b) exibiram os mais baixos números de 

alterações morfo-arquiteturais (1.5±0.22 e 1.75±1.50, respectivamente) que, quando 

presentes, estavam representadas por áreas focais de duplicação da camada basal e 

discreto estrangulamento e hiperplasia de papilas epiteliais. Não foi evidenciada atipia 

citológica. No grupo CTR3 (figura 6), alterações arquiteturais como aumento do tamanho 

das papilas e hiperplasia basilar; e citológicas, como hipercromatismo e tamanho celular 

aumentado foram observados. Contudo, tais alterações epiteliais foram classificadas como 

de baixo risco pelo Sistema Binário (KUJAN et al., 2006) e como modificações morfológicas 

não displásicas de acordo com os critérios preconizados pela OMS (BARNES et al., 2005). 
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Tabela 2. Análise dos escores médios das alterações histológicas epiteliais e classificação 
de acordo com a OMS e Sistema Binário. 

GRUPOS 

Alterações Histológicas Epiteliais 
Classificação das 

Alterações Epiteliais 

Arquiteturais 

(Média±DP) 

Citológicas 

(Média ±DP) 

Estratos 

Epiteliais 

Atingidos 

Sistema 

Binário 

Sistema 

OMS 

CTR1 1.5 ±0.22 a 0 a Basal BR ND 

CTR2 1.75 ±1.50 a 0 a Basal BR ND 

CTR3 2.0 ±0.89 a 0.66 ±0.81 a Basal BR ND 

TUM1 4.83 ±0.40 b 2.33 ±1.36 b Espinhoso Médio AR DM 

TUM2 4.50 ±1.51 b 3.16 ±2.13 b Espinhoso Médio AR DM 

PROP1 4.0 ±1.22 b 0.80 ±0.30 a Basal/Parabasal AR DL 

PROP2 2.66 ±1.03 a 0.33 ±0.51 a Basal/Parabasal BR  DL* 

PROP3 2.0 ±0.63 a 0.50 ±0.22 a Basal/Parabasal BR  DL* 

PROP4 2.33 ±1.03a 0.83±1.60 a,b Basal/Parabasal BR DL 

DP – desvio-padrão. 
Epitélio com alterações não displásicas (ND); Displasia Leve (DL); Displasia Moderada 
(DM); Displasia Intensa (DI); Baixo Risco (BR); Alto Risco (AR); (*) Apenas em áreas focais. 
Letras distintas na mesma coluna representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05). 

 

 

Figura 5. Secções histológicas coradas em HE do dorso lingual dos animais dos grupos CTR1 (a) e 

CTR2 (b) exibindo características usuais. Notar cristas epiteliais altas, hiperqueratinizadas e papilas 

longas, de base romba. (HE, 200x). 
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Figura 6. Secções histológicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo CTR3 exibindo 

discretas alterações arquiteturais, como hiperplasia basilar focal (setas). (HE, 200x). 

 

Os grupos TUM1 (figuras 7 e 8) e TUM2 (figura 9) exibiram os mais altos 

quantitativos de alterações morfo-arquiteturais (4,83±0,40 e 4,50±1,51, respectivamente) e 

citológicas (2.33±1.36 e 3.16±2.13, respectivamente). As alterações morfo-arquiteturais 

estavam representadas por hiperplasia basilar, projeções papilares estranguladas (em forma 

de gota), aumento do número de figuras mitóticas (duas ou mais em cada campo histológico 

em magnificação de 200x), algumas delas em estratos epiteliais altos, e disceratose. Já as 

citológicas consistiram de núcleos celulares exibindo hipercromatismo e discreto a 

moderado pleomorfismo, além de ocasional aumento da relação núcleo/citoplasma. Tais 

alterações citomorfológicas, apesar de se distribuírem ao longo do revestimento epitelial, se 

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

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

 

Figura 7. Secções histológicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo TUM1 exibindo 

extensas alterações citoarquiteturais. Note a formação de papilas intensamente estranguladas em 

forma de gota (pg), áreas de proeminente apinhamento de células com núcleos hipercromáticos de 

aspecto basalóide (ac) e pecilocarinose no estrato espinhoso alto (seta). A superfície epitelial perdeu 

sua organização em papilas e se mostra hiperqueratinizada (hq) (HE, 200x). 
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Figura 8. Secções histológicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo TUM1 exibindo 

patente duplicação da camada basal ou hiperplasia basilar (hb), mitoses no estrato epitelial espinhoso 

médio (setas escuras) e mitose atípica (tripolar) na camada basal (seta clara) (HE, 400x). 
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Figura 9. Secções histológicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo TUM2 exibindo 

extensas alterações citoarquiteturais similares àquelas observadas no grupo TUM 1 (HE, 200x). 

 

O grupo PROP1 (figura 10) exibiu elevado número médio de alterações morfo-

arquiteturais (4.0±1.22), mas baixo número de citológicas (0.80±0.30). As alterações morfo-

arquiteturais observadas foram similares àquelas evidenciadas em TUM1 e TUM2, embora 

limitadas ao terço inferior do tecido epitelial (basal/parabasal), enquanto que as citológicas 

foram representadas apenas por discreto hipercromatismo de células basais e parabasais. 

As alterações epiteliais foram classificadas como de alto risco de acordo com o Sistema 

Binário (KUJAN et al., 2006) e como displasias leves conforme preconizado pela OMS  

(BARNES et al., 2005). 
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Figura 10. Secções histológicas coradas em HE do dorso lingual dos animais do grupo PROP1 

exibindo pleomorfismo e hipercromatismo no terço inferior epitelial, com destaque para a formação de 

papilas estranguladas em forma de gota (HE, 200x). 

 

Os grupos PROP2, PROP3 e PROP4 (figura 11) exibiram comportamentos 

semelhantes, apresentando números baixos de alterações tanto morfo-arquiteturais (2,66 

±1,03, 2,0 ±0,63 e 2,33±1,03, respectivamente) quanto citológicas (0.33±0.51, 0.50±0.22 e 

0,83±1,6, respectivamente). Estrangulamento de papilas (projeções em gota), hiperplasia 

basilar e aumento do número de mitoses foram as alterações morfo-estruturais observadas, 

enquanto que, quando presentes, as alterações citológicas estavam representadas por 

discreto aumento no tamanho dos núcleos basais e parabasais. As poucas alterações 

observadas estavam sempre limitadas ao estrato basal/parabasal, e dispostas apenas em 

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

pela OMS (BARNES et al., 2005). 

 

Figura 11. Secções histológicas 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 basalóides e áreas de acantose. Individualmente, muitos núcleos de células 

parabasais se mostram hipercromáticos e levemente pleomórficos. (HE, 200x). 

 

Após análise estatística, foi observado que os grupos TUM1, TUM2 e PROP1 

exibiram número médio de alterações 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 últimos grupos 

também não foram diferentes entre si (p>0,05). Quanto às alterações citológicas, os 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.  DISCUSSÃO 

O processo de carcinogênese química apresenta vários estágios incluindo a 

iniciação, a promoção e a progressão do tumor. Assim, o alvo de muitas pesquisas tem sido 

a descoberta de compostos naturais ou sintéticos que possam prevenir, retardar ou reverter 

o processo de carcinogênese (ORSOLIC et al., 2005). Estudos são realizados no sentido de 

testar o efeito quimioterápico de produtos naturais, especialmente nos estágios iniciais de 

desenvolvimento das neoplasias malignas, utilizando metodologias in vitro (LUO et al.,2001) 

e modelos experimentais de indução de carcinogênese química em roedores (KAVITHA; 

MANOHARAN, 2006). 

A busca por novas drogas de origem vegetal têm impulsionado alguns fatores acerca 

da descoberta de novos compostos eficazes para produção de fármacos no combate ao 

câncer. Alguns estudos mostram a importância da biodiversidade das plantas no Brasil,desta 

maneira a produção de fármacos de fonte vegetal poderia talvez viabilizar o acesso da 

maioria da população 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 indução das lesões, foi utilizado um carcinógeno químico, 

denominado 9,10-dimetil-1,2-benzatraceno (DMBA), que vem sendo amplamente 

empregado em estudos de indução de carcinogênese química, conforme apontam os 

trabalhos de Lima, Taveira et al., (1999); Chen, Hsue e Lin, (2003); Barros et al., (2004); 

Wang et al.,(2008). A escolha da língua como sítio anatômico para o desenvolvimento das 

lesões, fundamenta-se na elevada incidência do CEO nesta região, bem como no 

comportamento biológico agressivo deste tipo específico de carcinoma epidermóide, devido 

à extensa vascularização da língua entre outros fatores anatômicos, em consonância com 

(BSOUL et al., 2005; NEVILLE et al., 2008; INCA, 2009).  

A utilização da própolis neste estudo justifica-se pelo amplo espectro de propriedades 

biológicas deste apiterápico. Neste sentido, pesquisas recentes têm demonstrado que a 

própolis apresenta atividade antitumoral contra linhagens celulares de tumores pancreáticos 

(LI et al., 2010), gliais (LIN et al., 2010), prostáticos (SZLISZKA et al., 2009) e laríngeos 

(BUFALO et al., 2009). Apesar de ser constituída por uma ampla e variável gama de 

compostos químicos, os flavonóides tem sido descritos como os principais responsáveis por 

esta atividade biológica da própolis (SHA et al., 2009). 
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Os flavonóides são compostos fenólicos, que contêm um radical hidroxila ligado 

diretamente a um anel aromático, podendo apresentar ação antibacteriana, pois têm 

capacidade de inibir a RNA-polimerase bacteriana; ou atuarem como imunomoduladores, 

antioxidantes e cicatrizantes, devido à capacidade de seqüestrar ou inibir a formação de 

radicais livres (BOSIO et al., 2000; ADELMANN, 2005), o que vem sugerir que estes 

fitocompostos possam atuar modificando ou interrompendo a síntese protéica, um evento 

metabólico fundamental para manutenção da viabilidade celular. Corroborando estes 

achados, estudos têm demonstrado que determinados flavonóides apresentam potente 

atividade citolítica in vitro (MARDER et al., 2002). 

Estudos realizados por Blank et al., (2004) mostraram que diversos flavonóides 

exibem atividade antiproliferativa sobre linhagens celulares derivadas do carcinoma cervical 

humano (WISH cells). Além disso, Cárdenas et al., (2006) verificaram que esta classe de 

compostos fitoquímicos promoveram bloqueio na atividade proliferativa in vitro contra 

linhagens de células tumorais humanas derivadas de adenocarcinoma cervical (HeLa) e 

mamário (MCF), carcinoma orofaríngeo (KB) e melanoma (SK-MEL-28), bem como 

linhagens murinas derivadas de adenocarcinoma mamário (F3II) e pulmonar (LP07) e 

melanoma (B16-F0). Contudo, nenhum dos compostos testados modificou o padrão de 

proliferação de células epiteliais derivadas da glândula mamária normal ou de fibroblastos 

embrionários de ratos, sugerindo uma atividade antiproliferativa seletiva contra células com 

fenótipo tumoral. Corroborando esta teoria, Parajuli et al., (2009) também demonstraram que 

alguns flavonóides são capazes de interromper o ciclo celular em linhagens celulares 

derivadas de gliomas (U87-MG), mas não afetaram a atividade proliferativa de culturas 

primária de astrócitos humanos normais (NHA). 

Neste estudo, a amostra utilizada da própolis verde apresentou um bom teor de 

flavonóides, já que, conforme preconizado pela Legislação de Compostos Flavonóides 

(BRASIL, 2001), o teor mínimo é de 0,25% (m/m). A amostra de própolis vermelha, por outro 

lado, apresentou baixos teores destes compostos. Além disso, o rendimento dos extratos 

secos foi acima do valor mínimo especificado pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001), 

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

Neste trabalho observou-se nos grupos de controle negativo, CTR1, CTR2 e CTR3 a 

presença de mucosa oral com aspecto de normalidade, com escassas alterações morfo-

estruturais, expressas por áreas focais de duplicação da camada basal e formação de 

papilas irregulares. Segundo Neville et al. (2003); Regezi, Sciuba e Jordan (2008), é comum 

observar alterações arquiteturais e citológicas em áreas da cavidade oral submetidas a atrito 
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constante, como é o caso do dorso da língua, que constitui área de mucosa mastigatória. 

Estas seriam, portanto, interpretadas como distúrbios de natureza reacional trauma 

induzidos, e não devem ser confundidas com alterações de caráter displásico. 

Nos grupos controle positivos, TUM1 e TUM2, verificou-se grande quantidade de 

alterações morfológicas arquiteturais e citológicas, que se estendiam até o terço médio 

epitelial. Estes achados são favoráveis ao potencial carcinogênico atribuído ao DMBA, 

conforme sugeriram Lima e Taveira et al., (1999); Chen, Hsue e Lin, (2003); Barros et al., 

(2004); Wang et al., (2008). É importante destacar, que fatores endógenos, como a 

localização do tumor a ser induzido, a espécie ou linhagem do animal e a condição de saúde 

do mesmo; bem como fatores exógenos, como tipo de alimentação e condicionamento dos 

animais, e, sobretudo a concentração, o veículo de diluição e a forma de administração do 

DMBA, podem provocar variações no período de tempo necessário para a indução de 

tumores malignos, através da carcinogênese química. Tais aspectos justificam o fato de que 

uma ampla variedade de tempo de indução de carcinogênese tem sido relatada na literatura, 

com resultados que vão desde displasias (ALLEN et al., 1990) a carcinomas epidermóides 

invasivos (KAVITHA; MANOHARA, 2000). 

Nos grupos experimentais, PROP1, PROP2, PROP3 e PROP4, observaram-se áreas 

de atipia morfológica limitadas aos terços epiteliais inferiores. Esta atipia teve distribuição 

difusa na mucosa oral do grupo PROP1, embora nos grupos PROP2, PROP3 e PROP4, 

tenha sido evidenciada distribuição focal no epitélio de revestimento lingual. Estes dados 

parecem sugerir que a administração dos extratos hidroalcoólicos da própolis promoveu 

uma melhoria no quadro epitelial displásico induzido por carcinogênese química, e que esta 

atividade quimioprotetora poderia estar relacionada à concentração de própolis utilizada. 

Tais achados parecem confirmar a propriedade antitumoral deste apiterápico, estando em 

conformidade com relatos prévios de Luo et al., (2007); Orsolic et al., (2004); Khalil, (2006).  

Segundo Veronez (2000), um dos principais flavonóides responsáveis pela atividade 

antitumoral da própolis verde é o Éster fenetil do Ácido Caféico (CAPE), que tem 

demonstrado ação citotóxica sobre células tumorais, além de inibição dos processos 

oxidativos essenciais para a geração de tumores, supressão da destruição oxidativa de 

leucócitos e inibição da síntese de DNA, RNA e proteínas em células tumorais. É importante 

destacar, que nos grupos PROP2 e PROP3, não se observaram mitoses atípicas ou mitose 

em estratos epiteliais basais e parabasais, achados histológicos que corroboram a ação 

mitodepressora deste apiterápico. 
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Derivados do CAPE também foram estudados em câncer oral usando linhagens de 

carcinoma epidermóide OECM1 e de fibroblastos humanos normais (NHOF), a partir da 

investigação de seus efeitos sobre o padrão de crescimento celular e alterações no ciclo 

celular. O CAPE mostrou-se citotóxico para a linhagem OECM1, mas não teve ação 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 utilização de CAPE aumentou a sobrevida de 

camundongos onde foram implantados células de adenocarcinoma (linhagem CT26), 

reduzindo ainda o potencial de metástatização pulmonar destas células. Além disso, 

também foi sugerido por Orsolic et al., (2006) que o CAPE apresenta importante atividade 

imunomodulatória em modelo murino (camundongos), particularmente estimulando a ação 

da imunidade inespecífica via ativação macrofágica. Tal atividade biológica, então, 

culminaria no aumento da liberação de fatores solúveis por tais leucócitos, a exemplo do 

inteferon γ (IFN-γ) e fator  de necrose tumoral (TNF- ), que afetariam diretamente a 

viabilidade de células tumorais ou ativaria outras células imunocompetentes citotóxicas, 

como os linfócitos T CD8+. A produção destas citocinas por macrófagos estimulados por 

compostos químicos derivados da própolis também parecem atuar sobre células NK, 

aumentando sua atividade tumoricida (SFORCIN et al., 2002). Células NK, assim como 

macrófagos, são células fundamentais na imunidade inata, mostrando atividade citotóxica 

para diversos tipos de tumores (BOYIADZIS et al., 2006). 

A relação entre a atividade antitumoral da própolis verde e a regulação da síntese de 

óxido nítrico (NO) também vem sendo estudada. Foi relatado por Orsi et al., (2000) que 

extratos de própolis inibem a produção de NO por macrófagos estimulados com 

lipopolissacarídeos (LPS) bacterianos ou IFN-γ, dependendo da dose. Segundo Araújo et 

al., (2010), a produção de NO em tumores sólidos experimentais pode facilitar a 

permeabilidade vascular e o rápido crescimento do tumor, enquanto uma baixa produção 

deste metabólito pode causar um efeito oposto. 

O mecanismo de modulação da carcinogênese promovida pelo extrato hidroalcoólico 

da própolis vermelha ainda é desconhecido, mas poderia estar relacionada às 

particularidades de sua composição química. Estudos realizados por Mendonça (2010), 

com amostras mensais da própolis vermelha sergipana, similar àquela utilizada neste 

trabalho, indicaram que o isoflavonóide formononetina parece representar o principal 

marcador químico deste produto apícola, com potente atividade antioxidante (YU et al., 
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2007), antibacteriana (YANG et al., 2008), antifúngica (NOVAIS; SIQUEIRA, 2009), 

antiparasitária (LAWAET et al., 2010). Este flavonóide também foi identificado em outras 

amostras de própolis vermelha, conforme descrito previamente por Daugsch (2007).  

Embora não existam relatos de atividade antitumoral determinada pela 

formononetina, tem sido reportado que, quando consumida por mamíferos, este 

fitocomposto é metabolizado em daidzeína, um isoflavonóide aglicona abundante na soja, 

que vem sendo utilizado na prevenção e tratamento dos sintomas da menopausa 

(DAUGSCH et al., 2006). Além disso, estudos têm demonstrado que a daidzeína apresenta 

atividade antitumoral contra linhagens celulares MCF-7 derivadas de câncer mamário 

(JIANG et al., 2010) e carcinomas ovarianos (APPEL et al., 2010). 

Os efeitos citotóxicos antitumorais da daidzeína ainda podem estar relacionados à 

inibição de enzimas como a topoisomerase II (SKIBOLA; SMITH, 2000). As isoflavonas 

ainda interferem na ação da DNA-topoisomerase II, S6-quinase ribossomal, fosfoinositidío 

3-quinase (PI 3-quinase) e proteína quinase C (PKC), enzimas ligadas ao ciclo, 

diferenciação e proliferação celulares (AGUIAR, 2002). A atividade citotóxica deste 

isoflavonóide poderia ainda ser atribuída a grupos quinona presentes na sua estrutura 

química, que seriam responsáveis pela geração de espécies reativas de oxigênio (OIKAWA 

et al., 2003). 

Também foi relatado que a daidzeína impede a transformação neoplásica de células 

epiteliais murinas JB6 P+ promovendo apoptose das células transformadas (KANG et al., 

2007). Nesse sentido, estudos efetuados com cultura de células tumorais mamárias (MCF-

7) indicam que a daidzeína pode promover desequilíbrio no potencial transmembrana 

mitocondrial, associada a inibição da transcrição do gene bcl-2 e estimulação do gene bax, 

conduzindo, por conseqüência, a liberação do citocromo C mitocondrial para o ambiente 

citosólico. Esse fenômeno culminaria na ativação de caspases e conduziria a células 

tumorais à morte por apoptose (JIN et al., 2010). Adicionalmente, estudos realizados por 

Hirota et al., (2010) mostraram que isoflavonóides agliconas, como a daidzeína, 

estimularam a apoptose e a lipogênese em linhagens celulares pré-adipocíticas AML-I, 

sugerindo que estes compostos químicos também parecem influenciar o processo de 

diferenciação de células embrionária in vitro. 

Um ponto importante a ser discutido é que, apesar de a formononetina, flavonóide 

precursor da daidzeína, aparentemente representar um marcador químico da própolis 

vermelha sergipana, o EHPP utilizado neste experimento apresentou baixos teores de 

flavonóides. Contudo, estudos anteriores demonstraram a atividade cicatrizante 
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(ALBUQUERQUE-JÚNIOR et al., 2009) e gastroprotetora (PINHEIRO, 2009) do extrato 

hidroalcoólico da própolis vermelha sergipana. Esses relatos parecem sugerir que os 

flavonóides evidenciados nesta variedade da própolis vermelha, mesmo em quantidades 

mínimas, poderiam apresentar atividade biológica significativa.  

Outra provável justificativa para os baixos teores de flavonóides na própolis 

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 própolis vermelha pernambucana os flavonóides como compostos 

químicos majoritários, embora a quercetina não tenha sido detectada, mesmo sendo 

reportado na literatura em outras própolis (PIETRA et al., 2002; SALATINO et al., 2005). 

Tais relatos são de extrema importância ao considerar que o padrão utilizado para dosagem 

de flavonóides neste trabalho foi a quercetina, o que poderia justificar os baixos teores 

encontrados na amostra sergipana de própolis vermelha. Adicionalmente, Yanez et al., 

(2004) comenta que outros compostos já descritos na própolis, como os ácidos fenólicos e 

seus derivados poderiam tanto ser os responsáveis pela atividade biológica, como agirem 

sinergicamente com os flavonóides. Desta maneira, é fundamental a realização de outros 

estudos no intuito de elucidar esta questão.  

Ainda deve ser destacado que, corroborando relatos anteriores descritos por Búfalo 

et al., (2009), o solvente utilizado para solubilizar ambos os extratos secos da própolis não 

apresentaram efeitos substanciais na morfologia ou arquitetura dos tecidos epiteliais, 

sugerindo que a ação quimiopreventiva observada neste estudo ocorreu exclusivamente em 

função dos componentes químicos presentes no apiterápico.  

Com relação aos sistemas de gradação histológica das displasias epiteliais da 

mucosa oral, chama-se a atenção que no grupo PROP1 houve divergência entre a 

classificação da OMS (BARNES et al., 2005) e o Sistema Binário (KUJAN et al., 2006), já 

que algumas das lesões foram classificadas como displasia leve e lesão displásica de alto 

risco, respectivamente. Adicionalmente, a análise estatística mostrou que, de acordo com a 

classificação proposta pelo Sistema Binário preconizado por Kujan et al., (2006) , não houve 

diferença significativa entre os grupos controles positivos (TUM1 e TUM2) e o grupo tratado 

com a menor concentração de própolis verde (PROP1). Este fato parece sugerir uma maior 

praticidade para a classificação OMS (BARNES et al., 2005) pois considera a ocorrência das 

alterações arquiteturais e citológicas ao longo de toda a extensão da mucosa oral, enquanto 

que o Sistema Binário (KUJAN et al., 2006), por considerar apenas a quantidade de 

alterações arquiteturais e citológicas presentes durante a análise histopatológica, 
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desprezando o nível de comprometimento da mucosa oral pelas alterações displásicas, 

parece tender a superestimar a gradação das alterações citomorfológicas. Estes dados 

também parecem sugerir que quando as alterações morfológicas e estruturais são 

abundantes, ambos os sistemas de gradação apontam resultados similares; contudo, 

quando são escassas ou focais, mais uma vez o Sistema Binário  (KUJAN et al., 2006), tende 

a superestimar a gravidade da atipia citológica observada e conduzir a diagnósticos 

equivocados. Além disso, é relevante destacar a praticidade da classificação proposta pela 

OMS (BARNES et al., 2005) quando comparada ao Sistema Binário (KUJAN et al., 2006), 

que pressupõe uma análise mais detalhada e de utilidade duvidosa em rotinas laboratoriais.  

Diante do exposto, os resultados desta pesquisa sugerem uma possível atividade 

quimiopreventiva e antitumoral de ambas as variedades de própolis utilizada neste 

experimento. No entanto, estudos posteriores são demandados a fim de elucidar os 

possíveis mecanismos de ação deste apiterápico sobre a carcinogênese bucal 

quimicamente induzida. 
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5. CONCLUSÕES  

No presente estudo, o DMBA mostrou-se efetivo, na promoção da carcinogênese 

química, ao induzir alterações displásicas na mucosa oral. Sugere-se, ainda, que a própolis 

verde desempenha algum papel protetor durante o processo de carcinogênese 

quimicamente induzida em língua e que esta guardou relação direta com o aumento da sua 

concentração nos extratos hidroalcoólicos administrados por gavagem. Quanto aos sistemas 

de gradação histológica das displasias epiteliais da mucosa oral, observou-se que o 

proposto pela OMS mensurou de forma mais prática a severidade das displasias epiteliais, 

quando comparado ao Sistema Binário.  
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