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E assim, eu vou penetrando nas brechas, portas e caminhos que vao se abrindo, a simp[es
mengdo da minha passagem ou entrada; vou aos poucos retomando o caminho que hd
muito, foi ﬁcando para tras. L4 atras quando a semente ]o[antada na terra germinou,
floresceu, deu frutos mesmo em terra arida. Porém, os ventos nio foram propicios dados a
fragilidade da planta, a mais leve brisa a sacudia fortemente trazendo-a de volta ao ponto de
partida quando, oY vezes precisou ser mais cuidada, Vegada, pro’cegida e ﬁcar sob a sombra
de drvores mais frondosas, que ramificam e seus ramos seguem sempre pelo caminho da luz,
uma fotossintese de vida e conhecimento que se vé apenas em drvores que ndo se dobraram
as inconsisténcias das tempestades.

Seguirei entdo, trilhando 0 novo caminho da luz nos galhos do conhecimento, atenta
a mudanga dos ventos até que eu possa fortalecer meu tronco, meus galhos e me torne uma
arvore resistente, ﬁutifera e ainda que nao seja tao ﬁfondosa eu possa, sob a pressao dos
ventos e tempestades, curvar-me e reverenciar sabiamente a acao da natureza e, como o
bambu, vergar respeitosa e corajosamente, suportando o vai e vem dos ventos tentarei nio
sucumbir, e dessa forma, forta[ecerei minhas raizes.

A minha eterna gratidao as arvores frondosas que me abrigaram, as que me abrigam

e as que no futuro poderdo ainda me oferecer sombra e abrigo.

Rose Nely
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EFEITO DA ADMINISTRACAO ORAL DE PROPOLIS VERDE SOBRE CARCINOGENESE
DERMICA INDUZIDA POR 9,10 DIMETIL 1,2 BENZANTRACENO (DMBA)

ROSE NELY PEREIRA FILHO

O cancer de pele apresenta alta prevaléncia no mundo, tendo sido estimados cerca de 60
mil novos casos para o Brasil em 2012. Dentre as novas propostas terapéuticas, o potencial
anticarcinogénico de diferentes produtos naturais tem sido bastante estudado,
particularmente, os sobrevindos das variedades da propolis brasileira. O objetivo deste
trabalho foi analisar o efeito da administragéo oral do extrato hidroalcodlico de propolis verde
sobre a carcinogénese dérmica em modelo experimental com roedores. Para tanto, foi
realizada extragdo hidroalcodlica de amostra de prépolis verde (EHPV) e determinada a
concentracdo de flavonoides. Para o ensaio bioldgico, foram utilizados 36 camundongos,
divididos em 6 grupos (n=6): CTR1 (tratados com tween 80 sem inducdo tumoral); CTR2
(tratados com 100 mg/kg de EHPV sem induc¢é&o tumoral); TUM (tratados com agua com
inducdo tumoral); PV10 (tratados com 10 mg/kg de EHPV com inducdo tumoral); PV50
(tratados com 50 mg/kg de EHPV com inducéo tumoral); e PV100 (tratados com 100 mg/kg
de EHPV com indugdo tumoral). A indugcdo da carcinogénese foi realizada em dias
alternados, diferentes ao da gavagem e a aplicacao tépica do DMBA, feita no dorso dos
animais. Ap6s 16 semanas, 0s animais foram eutanasiados, para que a area lesada fosse
submetida a exame histol6gico post-mortem. As lesbes cutaneas produzidas em dorso de
camundongos foram analisadas de acordo com o niumero e didmetro médio dos tumores
observados em cada camundongo. Os dados obtidos foram expressos sob a forma de
média + desvio padrdo e comparados entre 0s grupos por meio do teste Anova (one-way),
seguido da extensdo post-hoc de Tukey. Diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05. Realizada a extracéo
hidroalcodlica da amostra de prépolis verde, verificou-se que o rendimento do extrato foi de
44 43%. O teor de flavonoides foi de 0,95 + 0,44%. O numero médio de lesdes induzidas
em TUM (4,14+0,89) foi significativamente maior que em PV10 (2,05+1,02), PV50 (1,8+1,92)
e PV100 (2,5+1,73) (p<0,05), ndo havendo diferenca entre os grupos tratados com EHPV
(p>0,05). Nao houve formacdo tumoral nos animais do grupo CTR. Nao foi observada
diferenca significativa no didametro médio tumoral entre os diferentes grupos estudados,
independente do tratamento com EHPV (p>0,05). Os tumores formados nos grupos tratados

com EHPV se mostraram histologicamente bem diferenciados, apenas em PV10 foram

xiii



evidenciadas lesdes in situ. A infiltracdo de estruturas anatébmicas nobres foi menos
freqUiente nos grupos tratados com EHPV (p<0,05). Esses dados sugerem um provavel
efeito inibitério do EHPV, ainda que parcialmente, sobre a carcinogénese quimicamente
induzida por DMBA e que tal efeito quimiopreventivo ndo estaria relacionado a uma
atividade dose-dependente.

Palavras-chaves : DMBA; propolis; cancer de pele; ensaio bioldgico.
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EFFECT OF ORAL ADMINISTRATION OF GREEN PROPOLIS CARCINOGENESIS
DERMAL INDUCED 9.10 DIMETHYL 1.2 BENZANTHRACENE (DMBA)

ROSE NELY PEREIRA FILHO

Skin cancer is highly prevalent over the world, and about 60 thousand new cases are
estimated for 2012 in Brazil. Among the new procedures, the anticancer potential of different
natural products have been widely studied, particularly the different varieties of Brazilian
propolis. The goal of this study was to analyze the effect of the oral administration of the
hydroalcoholic extract of green propolis on skin carcinogenesis in rodent experimental
model. Therefore, we performed a hydroalcoholic extraction of green propolis (HEGP) and
determined the flavonoids content. For the bioassay, 36 mice were used, assigned into six
groups (n=6): CTRL1 (treated with tween 80 without tumor induction); CTR2 (treated with 100
mg/kg HEGP without tumor induction); TUM (treated with distilled water with tumor
induction); GP10 (treated with 10 mg/kg HEGP with induction of tumor), GP50 (treated with
50 mg/kg HEGP with tumor induction) and GP100 (treated with 100 mg/kg HEGP with tumor
induction). The carcinogenesis was induced on the backs of the animals with topical
applications of DMBA. After 16 weeks, the animals were euthanized, and the damaged area
was subjected to post-mortem histological examination. The cutaneous lesions were
analyzed according to the number and diameter of tumors observed in each mouse. The
data were expressed as mean + standard deviation and compared between groups by
ANOVA (one-way), followed by the post-hoc Tukey test. Differences between groups were
considered significant when the p value was less than 0.05. The yield of the HEGP was
44.43% and the flavonoid content was 0.95 + 0.44%. The mean number of lesions induced in
TUM (4.14 = 0.89) was significantly higher than in PV10 (2.05 £ 1.02), PV50 (1.8 + 1.92) and
PV100 (£ 2.5 1.73) (p <0.05), but there was no significant differences between the HEGP-
treated groups in the different concentrations (p>0.05). There was no significant difference in
means of the tumor diameter between the different groups, regardless the HEGP treatment
(p> 0.05). Tumors rised in the HEGP-treated groups were shown to be histologically well-
differentiated, but only in GP10 in situ lesions were observed. The infiltration of noble
anatomical structures was less frequent in the groups treated with HEGP (p <0.05). These
data suggest a possible partial inhibitory effect of HEGP, on the chemical carcinogenesis
induced by DMBA; moreover such chemopreventive effect is unlikely related with a dose-

dependent activity of the extract.

Keywords: DMBA, propolis, skin cancer; bioassay.
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UNIVERSIDADE TIRADENTES

1. INTRODUGAO

O cancer representa um conjunto de mais de 100 doencas, em nivel citomolecular,
tendo em comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgéos
vizinhos, sendo classificados de acordo com a localizagcdo primaria do tumor e do tecido de
origem. Atualmente, constitui um problema de saude publica mundial por sua alta
prevaléncia e por demandar consideraveis investimentos em acgfes e estratégias para seu
controle (COX & SNEYD, 2011; INCA, 2012).

No Brasil, o cancer de pele é considerado a neoplasia maligna de maior incidéncia e
dados do Instituto Nacional de Céancer (INCA) mostraram ter havido aproximadamente
490.000 novos casos de tumores cutaneos em 2010, sendo o cancer de pele ndo melanoma
(CPNM) responséavel por 96% dessas neoplasias (SIMOES et al., 2008). Além disso, o
CPNM corresponde a 25% de todos os tumores malignos registrados no Brasil e, segundo o

INCA para o ano de 2012, estima-se mais 63 mil novos casos (INCA 2012).

O Carcinoma Espinocelular (CEC) é o segundo tipo de CPNM mais comum no
mundo, precedido apenas pelo carcinoma de células basais (MARTINS et al.; 2007). O CEC
€ um tumor maligno que afeta epiderme e anexos da pele, sendo os mais altos indices
registrados na Africa do Sul e Austrdlia, em razdo dos elevados niveis de radiagio
ultravioleta observados nesses paises (STAPLES et al., 2006; YARMEL et al., 2008).

O CEC se origina a partir da proliferacéo de células escamosas atipicas, com carater
invasivo podendo produzir metastases. De modo geral, os CECs podem surgir a partir de
lesBes nao invasivas, como ceratoses actinicas (CA), queilites actinicas, leucoplasias orais e
radiodermites cronicas (KAUR et al.; 2010).

Para o estudo pré-clinico de diversos agentes antineoplasicos, a carcinogénese
experimental é de fundamental importancia. O 9,10 Dimetil, 1,2 Benzantraceno (DMBA),
potente iniciador carcinogénico do grupo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, é
comumente utilizado na carcinogénese cutanea experimental em camundongos, por ser a
pele desses animais muito mais responsiva aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(WILLIAMS; IATROPOULOS, 2001; MAINENTI-ROSA et al., 2008).

Dentre as novas propostas terapéuticas para o cancer, pesquisas investigam o
potencial anticarcinogénico de diferentes produtos naturais (CRAGG et al.; 2009), com
intuito de minimizar as dificuldades encontradas durante o tratamento de pacientes com
cancer. Nesse sentido, 0s extratos brutos de plantas nativas brasileiras testadas, in vivo e in
vitro, tém contribuido favoravelmente no processo antineoplasico podendo ser utilizado

como biomateriais de agéo farmacolégica eficiente (SENEL; MCCLUER; 2004).
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Dentre os produtos naturais com potencial anti-neopldsico que vem sendo
extensivamente estudados destaca-se a prépolis (DEMESTRE et al. 2009). Este produto é
uma resina balsdmica produzida por abelhas do género Apis, responsavel pela
impermeabilizacédo, isolamento térmico, vedagdo e tratamento anticéptico das colméias
(VARGAS et al, 2004). A propolis protege as colméias da invasdo de insetos e
microorganismos, € também muito utilizada pela populacdo para fins medicinais
(MARCUCCI, 1996; PARK, 1998; RIBEIRO et al, 2008).

No Brasil, ja foram catalogados e classificados por regido 13 tipos de prépolis, onde
cada amostra parece possuir um perfil quimico diferenciado (PARK et al., 2002; ALENCAR
et al., 2007). Esse produto conquistou o status de apiterapico por demonstrar amplas acdes
biolégicas (MARCUCCI, 1996; PEREIRA, 2002), com efeito antimicrobiano (PARK et al.,
1998; SAWAYA,2004), antimicético, imunomodulador (MENEZES, 2005; SZLISZKA, 2009;
ARAUJO & MARCUCCI, 2011), cicatrizante e antioxidante, todos atribuidos a presenca de
flavon6ides em sua composicdo (DAUGSCH et al., 2007). Estudos Adicionais tém
demonstrado que os constituintes quimicos presentes na propolis, como o fenil-ésteres de
acido cafeico e a quercetina apresentam atividade antitumoral in vitro (ORSOLIC et al,
2005).

Diante do exposto, este trabalho propde-se a avaliar o efeito da administragcdo oral
de extratos hidroalcodlico de prépolis verde sobre a carcinogénese dérmica quimicamente

induzida por DMBA em modelo murino.
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OBJETIVOS

GERAL

Avaliar o efeito da administracdo oral de extrato hidroalcodlico de propolis verde sobre a

carcinogénese dérmica quimicamente induzida por DMBA em modelo murino.

ESPECIFICOS

. Extrair compostos ativos da prépolis verde utilizando solugcdo hidroalcodlica como

solvente extrator.

. Determinar macroscopicamente o numero e o diametro médio dos tumores
induzidos.
. Analisar histologicamente os tumores induzidos quanto a diferenciacao tumoral,

padréo de invasao e resposta inflamatdria.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 CANCER

A palavra cancer tem origem grega karkinos, que quer dizer caranguejo, e foi
utilizada pela primeira vez por Hipocrates, considerado o pai da medicina, que viveu entre
460 e 377 a.C. O cancer ndo € uma doenca da modernidade e ja foi detectado em mumias
egipcias comprovando comprometimento do ser humano por esta afeccdo ha mais de 3 mil
anos antes de Cristo (INCA, 2012).

O céancer é uma doenca que resulta do crescimento autbnomo e desordenado de
células que, ao se dividirem em velocidade anormal, desencadeiam o surgimento de
tumores ou neoplasias malignas. O tecido neoplasico apresenta uma estrutura celular
diferente daqueles dos quais se originou (pleomorfismo, hipercromatismo, dentre outros), e
uma capacidade acelerada ao se dividirem (TEIXEIRA, 2009). Esse processo constitui
diversos estagios que estdo associados aos diferentes eventos moleculares e celulares que
sdo conhecidos, por estar envolvido na transformag¢éo de uma célula normal em maligna
(ZIECH et al., 2012). Desta maneira por ser uma enfermidade crénica e degenerativa, esse
crescimento celular desordenado, pode espalhar-se para outras regides do corpo (BORGES

et al., 2009), acabam por ocasionar transtornos aos pacientes.

Segundo informagdes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais de 11 milhdes
de pessoas sao diagnosticadas com cancer a cada ano e estima-se, que até 2020 havera 16
milhdes de novos casos por ano (INCA 2011). Contudo, pode-se dizer que, apesar dos
avancos no uso de novas tecnologias e melhoria nas abordagens terapéuticas para o
tratamento dessa doenca devastadora, dificuldades permanecem, especialmente, as
relacionadas ao tratamento de tumores agressivos e ou metastaticos somando a dificuldade
em prever melhores respostas aos tratamentos, levando a morbidez e, até, a mortalidade
(ESTRADA, 2007; ALHAZZAZI et al., 2011).

Pesquisas indicam que as provaveis causas para o desenvolvimento de tumores
malignos podem estar relacionadas com algum grau de instabilidade genética. Os pacientes
desenvolvem o CEC devido a anormalidades em diferentes partes das vias de sinalizacéo
do ciclo celular. Essa instabilidade pode decorrer de algum tipo de desordem gendmica ou
de alguma alteracdo promovida por causas e fatores ambientais, particularmente aqueles
relacionados ao estilo de vida de cada individuo e que podem ser determinantes tanto para
o desenvolvimento de neoplasias, quanto para sua prevencdo. Tem sido sugerido que 0s

principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer sdo as substancias quimicas, a
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irradiagéo, os virus além de aspectos comportamentais, como habitos alimentares, também
relacionados ao meio ambiente (ALVES et al.,, 2004; OLIVEIRA, 2006; LONGO et al;
2011.;INCA 2011).

Dentre outros fatores, podemos incluir a urbanizacdo, a industrializacdo, e a
exposicdo freqliente a agentes potencialmente cancerigenos, resultando na formacgéo de
radicais livres e, consequentemente estresse oxidativo. Esses fatores também contribuem
para que o cancer venha assumindo importancia cada vez maior entre as causas de morte
no Brasil (RIBEIRO et al., 2008; BERGHE, 2012).

3.1.1 CANCER DE PELE

A pele representa um dos maiores sistemas de 6rgdos do corpo humano constituindo
cerca de 15% do peso total do corpo (THODY; FRIEDMANN, 1986), agindo como uma
barreira contra os efeitos nocivos dos diferentes agentes externos (fisicos, quimicos e

biolégicos), tornando-se assim o principal alvo desses agentes.

O céancer de pele representa um conjunto de neoplasias que acomete estruturas
dérmicas cutaneas. Os trés principais tipos de cancer de pele sdo o carcinoma de células
basais (CCB), o carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermdéide (CEC), que
constituem o grupo denominado céncer de pele ndo melanoma (CPNM), e o melanoma
cutdneo (MC) (GREEN et al.,2004 ;SOUZA et al., 2009;).

O melanoma origina-se dos melandcitos, células da pele produtoras de um pigmento
denominado melanina e é considerado o tipo de céncer de pele mais letal sendo
responsavel por 75% das mortes de cancer da pele e por 3% de todas as mortes de cancer.
Esta neoplasia esta diretamente relacionada a exposi¢cfes intensas e intermitentes ao sol,
com formacdo de queimaduras ou bolhas (OKIDA, 2001; SOUZA et al., 2009; MAUAD et
al.,2012).

O cancer da pele ndo melanoma, neoplasia mais comum em caucasianos, apresenta
duas variantes histopatolégicas: o CCB e o CEC (MAUAD, 2012). O carcinoma de células
basais (CCB) é o tipo de cancer mais comum em humanos, acometendo, principalmente,
homens maiores de 50 anos de idade. Localiza-se, preferencialmente na regido de cabeca
(terco superior da face) e pescoco (OKIDA, 2001). Geralmente, o CCB apresenta
crescimento lento e baixa agressividade e raramente apresenta metastase, ndo havendo
tratamento especifico, tendo como principal abordagem a remocéo cirirgica (GREEN,
KHAVARI, 2004; ALMEIDA et al., 2009).
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O carcinoma epidermoide (CEC) é a segunda neoplasia maligna de pele mais
comum em todo o mundo, perdendo apenas para o carcinoma basocelular. A sua incidéncia
aumenta apés os 40 anos de idade e este tumor é mais comum em homens (FAVALLI,
2007). Segundo as estatisticas da American Cancer Society, a incidéncia anual de cancer
de pele ndo melanoma nos Estados Unidos € estimado em mais de um milhdo de casos e,
portanto, é aproximadamente igual a todos os outros casos de malignidades humanas. No
Brasil, o CEC também compreende o segundo tipo de cancer de pele mais frequente,
responsavel por aproximadamente 25% dos casos, e possui maior facilidade em disseminar
para os ganglios linfaticos e outros érgaos, levando ao surgimento de metastases (SOUZA,
2009).

Portanto, o cancer de pele € uma doencga que apresenta alta prevaléncia no mundo,
representando também, um grave problema de salde publica sendo sua incidéncia
equivalente a de cancer em todos os outros 6rgdos (HOUSMAN et al 2001), com registro
dos mais altos indices na Africa do Sul e Austrdlia. A alta prevaléncia é devido as
conseqiéncias dos elevados niveis de radiacdo ultravioleta que se observa nesses paises
(STAPLES et al., 2006;EMMONS et al.,2011).

Durante as Ultimas décadas, a incidéncia crescente de cancer de pele,
principalmente, relacionado ao envelhecimento da populacdo e a exposicdo a grandes
guantidades de radiagdo ultravioleta na superficie da terra, trouxe atengdo maior no que diz
respeito ao processo pelo qual estes tumores se desenvolvem e como eles podem ser
evitados (EINSPAHR et al 2001). O céncer de pele é caracterizado pelo crescimento
anormal e descontrolado das células que compdem a pele, as quais se dispdem formando
camadas (CAMPOS et al., 2011).

A pele estd constantemente exposta a radiagcdo ultravioleta (UV), bem como a uma
densa camada de poluentes ambientais, tais como componentes da fumaca e do cigarro,
gue favorecem a producdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres), somados a
exposicao excessiva ao sol, particularmente nos primeiros 20 anos de vida (CAMPOS et al.;
2011). Tal fendbmeno €& responsavel pela inducdo das alteragcbes cuténeas
(fotoenvelhecimento), nas areas expostas a radiacdo UV (EZZEDINE, 2010; KATIYAR,
2010).

Pesquisas tém comprovado que a radiacdo UV danifica o material genético em
resposta a producdo de radicais livres. Estes agem interrompendo a comunicacao celular
modificando a expressdo dos genes que em resposta ao estresse enfraquece a resposta
imune da pele (RANGARAJAN & ZATS, 2003). Portanto, os raios UV representam o0s
principais agentes etiologicos de queimaduras na pele, envelhecimento precoce e,

principalmente, do cancer de pele (ARAUJO & SOUZA, 2008). Nesse sentido, a exposicado
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continua a radiagdo UV, o aumento da expectativa de vida além da mudanca de habitos
alimentares e do estilo de vida s&o os fatores que mais contribuem para o risco crescente
das doencas malignas cutaneas (KATIYAR, 2010; YANOFSKY et al 2011).

Nesse contexto, pode-se considerar que o diagnéstico precoce do cancer de pele é
de importancia fundamental, para se obter melhores resultados no tratamento, um
prognostico mais favoravel e ainda, a melhoria na qualidade de vida dos pacientes (MAUAD
et al., 2012). Assim, cientes de tais fatores e determinantes é possivel apresentar novas
estratégias de tratamentos que sejam dirigidas as moléculas especificas e as vias de
sinalizacdo alteradas nestes tipos de canceres (GREEN & KHAVARI, 2004).

3.1.2 PROMOTORES DE CANCER

A proliferacdo de qualquer célula parenquimatosa ou estroma esta intimamente
relacionado com os mecanismos fisiolégicos finamente orquestrados de controle do ciclo
celular. O ciclo celular € composto de 4 estagios — a fase G1 (interfase), onde ha um
aumento da sintese proteica, preparado-se para a copia do material genético; a fase S
(sintese), havendo duplicagdo dos cromossomos; a fase G2 (gap 2), preparo para a fase M;
e a fase M (mitose), na qual a célula-mée se divide ao meio, para produzir duas células.
Células nao ciclantes sdo consideradas em fase GO, fora do ciclo celular (ALBERTS et al,
1994). Portanto, situagbes onde ha um incremento na velocidade do ciclo celular ou no
namero de células ciclantes, sem um mecanismo regulatério adequado, sdo potencialmente
capazes de induzir a tumorigénese (formacao de massas neoplasicas) e carcinogénese

(formacado de massas neoplasicas malignas ou canceres) (RIVOIRE et al 2001).

O cancer é uma enfermidade decorrente da transformacédo celular, que resulta do
envolvimento e comprometimento das propriedades de crescimento e diferenciacdo celular,
resultando na proliferacdo descontrolada de células, que invadem os tecidos vizinhos e
destroem o parénquima tissular (LONGO et al, 2011; INCA 2012).

O processo de formacdo do cancer ou carcinogénese, em geral, ocorre lentamente,
podendo levar alguns anos para que uma célula neoplasica prolifere e dé origem a um tumor
clinicamente detectavel. Os efeitos cumulativos de diferentes agentes cancerigenos ou
carcin6genos sdo 0s responsaveis pela iniciacdo, promog¢ao, progressao ou falta de inibicdo
do tumor. A carcinogénese € determinada pela exposi¢cdo a esses agentes, em uma dada

frequéncia e periodo de tempo, e pela interacao entre eles (HURSTING, 1999; INCA, 2012).
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Os genes que fazem parte da formacdo de tumores sdo, principalmente, aqueles
envolvidos com o controle do ciclo celular em células normais (proto-oncogenes e
antioncogenes), bem como na reparacdo do DNA danificado e inducdo da apoptose (genes
reguladores da apoptose). Na carcinogénese, as células neoplasicas ndo se submetem a
esse esquema de regulacdo porque apresentam o DNA danificado e, desta maneira,
escapam dos mecanismos de controle do ciclo celular. O céancer, entéo, é percebido como
uma grave situacao patoldgica clinica, gerada por uma neoplasia a qual é classificada como
maligna devido a alta agressividade clinica, expressa por um crescimento usualmente rapido
e infiltbrativo, que desestrutura e destrdi o parénquima do 6rgao ou tecido hospedeiro, além
da capacidade de disseminag¢do para 6rgdos a distancia com potencial de emissédo de
metastases (LOPES et al., 2002; MERLO et al., 2006).

O ciclo celular, base do processo de transformagédo neoplasica, é controlado por
proto-oncogenes e genes supressores de tumor (antioncogenes), que estimulam e inibem a
proliferacdo celular, respectivamente (CESCATO, 2010). Durante o processo cancerigeno,
ocorrem mutacdes, hiperativando proto-oncogenes; estes, entdo, perdem seus mecanismos
regulatorios e tornam-se oncogenes, que s&8o0 responsaveis pela multiplicacdo celular
excessiva. Em contraste, 0s genes supressores de tumor contribuem para o
desenvolvimento de cancer quando sdo inativados por mutagbes ou por alteragbes
epigenéticas. A perda da acado de genes supressores funcionais pode levar a célula ao
crescimento desregulado e continuo, dando origem ao tumor maligno (CHOI & MYERS,
2008).

Nesse sentido, para o crescimento das células tumorais é necessario a perda da
acao desses genes, isso pode ocorrer, também, através de um agente iniciador a exemplo
das substancias do grupo dos Hidrocarbonetos Policiclicos e Arométicos (HPA) que figuram
como o grupo de substancias das mais potentes em oncogénese quimicamente induzida. Os
HPA podem ser extraidos de combustiveis fosseis e sobrevém como produtos de
combustao incompleta do carvdo mineral, petréleo, tabaco, entre outros. Também podem
ocorrer de alguns produtos alimenticios principalmente os defumados (MAINENTI; ROSA,
2008).

Dentre 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).
O DMBA é um poluente organico largamente liberado no ambiente, especialmente em
funcdo da atividade humana e tem apresentado propriedades citotoxicas, mutagénicas e
imunossupressoras (LINDHE et al, 2002; BUTERS et al, 2003). Comporta-se

experimentalmente como um agente iniciador da carcinogénese (AL-ATTAR, 2004).
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Nesse sentido, estudos foram realizados, utilizando experimentos que analisaram o
processo de carcinogénese induzida por DMBA, estes, vém sendo extensivamente
publicados na literatura (LINDHE et al., 2002; BUTERS et al., 2003; KAVITCHA;
MANOHARAN; 2006). Por ser o DMBA o produto sintético mais utilizado como agente
iniciador da carcinogénese experimentalmente induzida, numerosos estudos fazem uso
deste produto para inducdo experimental de cancer nos mais diferentes sitios anatémicos,
como mama (COS et al.,, 2006), boca (KAVITCHA et al.,, 2006), glandulas salivares
(MAINENTI & ROSA, 2008) e pele (CHAUDHARY et al., 2009), entre outros.

Estudos efetuados em roedores indicam que, apds exposicdo ao DMBA, uma
variedade de tumores é induzida com elevada frequéncia. Por ser o DMBA usualmente
utilizado como indutor da carcinogénese experimental em camundongos, nesses animais, 0
epitélio de revestimento é muito mais responsivo aos hidrocarbonetos policiclicos
arométicos (WILLIAMS; IATROPOULOS, 2001; BORGES, 2009). O DMBA é capaz de
alterar o DNA e causar danos irreversiveis (BOLANHO et al.,20005), sendo a pele e as
glandulas mamarias os locais mais previsiveis para o surgimento da carcinogénese
(MUQBIL; BANU, 2006)

InvestigagOes relacionadas ao estudo de tumores em modelo animal ganharam um
novo impulso ao constatar que estes apresentam alteracdes genéticas similares as
detectadas nos tumores desenvolvidos em humanos (FRAGA et al.; 2004 ; YUSPA; GLICK,
2005; QI; XU, 2006). Isto é, a atuacdo dos carcindgenos age alterando o metabolismo
celular, danificando diretamente o DNA e interferindo nos processos bioldgicos. Além disso,
induzem a divisdo descontrolada de células que leva a formacdo de tumores malignos
(SENHIL. et al; 2007; MAINENTI & ROSA, 2008).

3.2 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais tém sido largamente empregados pelo homem nas mais
variadas formas de uso, sejam eles aplicados a praticas religiosas, em ambito alimenticio,
nas crendices populares ou ainda, como curativos no tratamento de diversas doencas
(MALVEZZI, 2010). Produtos originarios de plantas, minerais ou microorganismos tém sido
utilizados para obtencdo de compostos medicinais e foram difundidas através do
conhecimento popular pela sua possivel agédo curativa, dando origem ao estudo da atividade
biol6gica de cada espécie utilizada (VEIGA JUNIOR, 2008; BRAZ-FILHO, 2010).

No século XIX, a quimica experimental propiciou a sintese de novas substancias

organicas, sendo este um dos principais fatores determinantes da revolug&o industrial e
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tecnolégica. Tal panorama desencadeou a producdo acelerada de novos medicamentos a
medida que derivados mais puros e concentrados de produtos naturais se tornaram
disponiveis. As descobertas sobre os produtos naturais decorrentes da utilizagdo popular e
longe do foco de pesquisa da industria farmacéutica também foram consideradas praticas
favoraveis para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas, pois forneceram grandes
contribuicbes para o melhor conhecimento dos mecanismos de doencas e drogas
(NEWMAN et al.,, 2003; SAMUELSSON, 2004). A terapéutica ficou pautada no uso de
drogas sintéticas e os produtos naturais se limitaram ao uso popular. Desta forma, no século
XX, o desenvolvimento de pesquisas para a producdo de novos produtos quimicos e
farmacéuticos possibilitou o controle de doencas como a tuberculose, a sifilis, o cancer, a
hanseniase, e as endemias do mundo moderno como a depresséo, as cardiopatias e a
AIDS (VEIGA JR. et al., 2008; FRANCA et al., 2008).

Mais recentemente, as técnicas para descoberta de drogas tém sido aplicadas a
padronizagdo de medicamentos a base de plantas e produtos da biodiversidade para
elucidar compostos marcadores analiticos. A importancia das plantas medicinais na
descoberta de medicamentos, incluindo compostos isolados a partir desta fonte, envolvendo
a descoberta de medicamentos anticancer e quimiopreventivo proporciona a expansao de
inimeros campos na investigacéo de diversos e inovadores métodos de analises de plantas
medicinais (OBERLIES et al., 2004; BALUNASA & KINGHORNB, 2005).

E sabido que populages de paises mais pobres fazem uso de plantas medicinais
por tradigdo ou pela auséncia de politicas publicas ou pela falta de alternativas econémicas
vidveis, enquanto os paises mais desenvolvidos fazem uso dos fitomedicamentos por
influencia do casual consumo de produtos naturais, a exemplo da Alemanha que consome
metade dos extratos vegetais comercializados em toda a Europa (BLUMENTAHL; 1998);
ainda, os EUA, Franca, Japéo, Portugal, Italia, Coréia do Sul, Reino Unido, Espanha, Suica
e Australia importam plantas medicinais de estados diversos do Brasil (TOMAZZONI et
al.,2006).

Em meio a este contexto, o Brasil, mesmo possuindo uma das maiores florestas do
mundo, grande disponibilidade de derivados naturais e biodiversidade, mostra-se inerte
guanto ao uso desses produtos naturais na implementacdo aplicacdo farmacologica
(TOMAZZONI et al.,2006). Contudo, alguns esforcos politico-sociais empreendem
idealizacBes para incentivo de novas abordagens e praticas terapéuticas que visem a
melhoria dos servigcos, o aumento da resolutividade e reformulacdo das abordagens antes
preconizadas (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

No Brasil, diretrizes do Ministério da Saude determinaram prioridades na

investigacdo das plantas medicinais, além da implantacéo da fitoterapia como pratica oficial
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da medicina (BRASIL, 2006). A Portaria n° 971, de 3 de Maio de 2006, reflete essa
contestacdo através da aprovagdo da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude recomendando, através de adog&o
pelas Secretarias de Saude dos Estados, do Distrito Federal e dos Municipios, a
implantacdo e implementacdo de agles e servicos relativos as Praticas Integrativas e
Complementares. Portanto, o uso de produtos naturais deve ser considerado um recurso
terapéutico valido que pode incentivar o desenvolvimento comunitério, a integracdo e a
participacao social, além do desenvolvimento cientifico (BRASIL, 2006; BRAZ-FILHO 2010;
MALVEZZI 2010).

A utilizacdo de plantas para fins medicinais, tratamento, cura e prevencdo de
doencas, € uma pratica muito antiga, comumente empregada pela humanidade. A procura
por alivio e a expectativa da cura de doencas através da ingestdo de ervas e folhas, pode
ter sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais (VIEGAS JR et
al.,2006). Por constituirem uma das fontes mais importantes de novas substancias
diretamente utilizadas como agentes medicinais, os produtos naturais sdo tidos como
padrdo de modificacdes estruturais, por apurarem as propriedades farmacologicas e
bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiracdo de quimicos organicos, além do incentivo
para a construgdo sintética de novas arquiteturas moleculares naturais (BRAZ FILHO;
2010), porém, estima-se que menos de 15% das plantas foram sistematicamente analisadas
quanto a presenca de compostos bioativos (PIETERSE et al 2006; MCCHESNEY et al.,
2007).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) destaca que o conhecimento tradicional
sobre produtos da biodiversidade é instrumento importante para o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). A OMS apodia e
estimula a identificacdo e exploracdo de terapias da medicina tradicional, por considerar
essa pratica como essencial aos cuidados primarios de satde (TOMAZZONI et al; 2006).
Popula¢gdes que seguem tais preceitos criam novas expectativas de tratamento de doencas
diversas, sendo as plantas medicinais matéria prima essencial para a formulacdo de
medicamentos (PEREIRA et al., 2004; VENDRUSCOLO et al., 2005; CARLINI et al.; 2006;

AGRA et al., 2007; BIAVATTI et al., 2007).

3.2.1 PRODUTOS NATURAIS NA CARCINOGENESE

Os produtos naturais desempenham um importante papel em pesquisas cientificas

no tocante a busca de novos farmacos na area da biologia e na quimica farmacéutica

28



UNIVERSIDADE TIRADENTES
nl‘l‘ DISSERTAGAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — Rose Nely Pereira Filho

(BUTLER et al 2004; NEUMAN et al 2007;). A descoberta de novas substancias ativas
impulsiona os pesquisadores a desenvolverem novas drogas que possibilitem e viabilizem a
cura de diversas doengas. Nesse sentido, pode se comprovar que 0s inimeros estudos que
investigam o potencial anticancerigeno desses produtos naturais, aumentam
significativamente (AVCI et al.; 2011).

A descoberta de produtos naturais antitumorais em meados dos anos 50 abriu
caminho para o avanc¢o exponencial dessa modalidade terapéutica durante quatro décadas
posteriores. Pesquisas com agentes citotbxicos em numero significativo de moléculas a
partir da flora e microrganismos ainda sao realizadas para o tratamento em diversos tipos de
canceres (BAILLY, 2009). Muitos desses medicamentos perpetuam, permanecem e ainda
sdo prescritos, podendo esses medicamentos ter se tornado fator chave para a cura ou
prolongamento da vida de milhdes de pacientes com cancer. Porém no final da década de
1990, o uso de terapéuticas especificas, feitas a partir de receptores de pequenas ou
grandes moléculas antitumorais alopatica, tornou-se um padréao constante. A partir de entao,
reduziu-se o0 potencial das pesquisas relacionadas aos produtos naturais e,
consequentemente, o uso destes na area da oncologia (CARTER, 1972; THORPE, 2003;
BAILLY, 2009).

Nesse contexto, as plantas desempenham um papel importante como efetivos
agentes anticancer, por serem fonte inesgotavel de potenciais e novos medicamentos
antineoplasicos (MOHAMED AIT- O et al.,, 2011). Podendo ainda, atribuir a atividade
anticancer dos produtos naturais a presenca de diversas substancias quimicas, tais como,
lignanas, alcal6ides, flavondides, cumarinas, triterpenoides, quinonas, iriddides, e acidos
graxos insaturados presentes nas plantas medicinais aparentando retardar e, algumas
vezes, até inibir o processo de carcinogénese (FUN-YUE; REN-WANG, 2010). Estudos tem
tido como finalidade,comprovar que muitos produtos naturais podem servir como agentes
potentes de moléculas bioactivas com capacidade de proteger o DNA contra danos
oxidativos que induz a carcinogénese, podendo os produtos naturais ter uma potente
eficacia comprovada como agentes anti-cancerigenos (ZIECH et al., 2010; LAMSON et
al.,2010;ZIECH et al., 2012).

Atualmente, estudos abordam a quimioprevencdo advinda dos produtos naturais
como a promessa que aponta para uma melhoria necessaria no controle contra o avanco do
cancer de pele ndo melanoma (CLIFFORD e DIGIOVANNI, 2010). Pesquisas realizadas
sobre produtos naturais apresentados como promissores demonstraram agao preventiva
positiva durante o desenvolvimento da carcinogénese em modelo roedor, a exemplo dos
produtos apicolas (KATIYAR et al 2010; KOWALCZYK et al 2010; STRATTON et al 2010).
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Mohamed Ait-O et al. (2011) comprovou que o extrato acetdnico de Buxus
sempervirens em seus estudos, mostrou atividade citotoxica em cinco linhas de células
cancerigenas da mama. A acdo da planta induziu parada do ciclo celular na fase GO/G1 e
morte celular por consequéncia do aumento das células em G1. Esse bloqueio observado
pelo extrato acetdnico de Buxus é motivado pela diminuigdo da ciclina D1. Tal acao sugeriu
que a atividade da planta Buxus sempervirens é bastante promissora, desencadeando a
morte celular por autofagia e apoptose, sugerindo que a planta pode conter potenciais
agentes anticancer podendo, ser utilizada na terapia do cancer Unica ou associada contra o

cancer de mama.

Outras vertentes cientificas também comprovaram o valor efetivo dos produtos
naturais na quimioprevencdo, como a administracdo oral do cha verde, rico em polifendis,
que pareceu suprimir o aparecimento dos tumores experimentalmente induzidos em
modelos animais (CLIFFORD & DIGIOVANNI, 2010; KATIYAR, 2010).

Por fim, estudos epidemiolégicos sédo eximios em afirmar que o aumento da ingestao
de frutas e vegetais na dieta de um individuo esta associada a um menor risco de
desenvolvimento de cancer (GUPTA et al.,1999), incluindo ché e vinho tinto ratificando ainda
mais a atuacdo biolégica dos produtos naturais na quimioprevencdo (MUKHTAR, 2012).
Assim, é possivel predizer que os produtos naturais, analogos ou combinagfes destes

poderéo ser utilizados como agentes quimiopreventivo no futuro (FOLEY, 2009).

3.3 PRODUTOS APICOLAS

Os produtos da colméia representam algumas das contribuicdes mais importantes
para a civilizacdo humana e para o desenvolvimento econémico (LEITE & ROCHA, 2005).
Atualmente, a utilizacdo e extracdo destes produtos vém sendo amplamente difundida.
Também nos Ultimos dez anos é expresso 0 apoio e incentivos as praticas apicolas em
comunidades tradicionais em varias regides brasileiras (LEITE & ROCHA, 2005; HATSUE-
MODRO, 2009). Tal interesse pode incentivar a ampliagdo de novas fontes de producao
desses produtos apicolas, sendo visivel um possivel interesse na investigagdo de novas

terapias antitumorais que crescem a cada ano (HATSUE-MODRO, 2009).

Destarte, analises atuais também fundamentam aspectos positivos de tais produtos e
seus derivados, como atividade antimicrobiana contra bactérias resistentes a antibiéticos
(MARCUCCI, 1995) e, também, como anticancer (BANKOVA, 2005), anti-angiogénese e
anti-coagulantes além de fatores e agentes cicatrizantes (RATCLIFFE et al., 2011), s&o
bastante utilizados ainda, como antigripais, para curar Ulceras, constipagfes, entre outros
(LINS et al., 2003).
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Nesse contexto, as abelhas, insetos de importancia cultural e homeostase do ciclo
natural da fauna e flora, mostram-se detentoras de um vinculo essencial com o ser humano,
ndo apenas pelo uso de larvas e pupas para alimentacdo, mas também pela oferta de
produtos como podlen apicola, mel, propolis, geleia real e cera, utilizados para fins al

imenticios, religiosos, cosméticos e medicinais (HATSUE-MODRO et al., 2009).

Em primazia, o mel, produto derivado dos componentes da coméia muito utilizado na
nutricAo humana e usualmente limitado a sua caracteristica adogante, constitui-se um
alimento de alta qualidade, rico em energia e inUmeras outras substancias benéficas ao
corpo humano e tendo sido empregado pelo homem ao longo do tempo como registro de
sua historia, com referéncias em pinturas rupestres e em manuscritos do antigo Egito,
Grécia e Roma (PEREIRA et al, 2002; CALDEIRA, 2002). A composi¢ao do mel depende da
composi¢do do néctar da espécie vegetal produtora e da espécie de abelha que o produz,
conferindo-lhe caracteristicas especificas (ANACLETO et al, 2009). O mel é composto
basicamente de carboidratos e é considerado um alimento de alto valor energético para o
organismo humano por possuir minerais, proteinas, acidos organicos, vitaminas, hormonios,

enzimas e pigmentos vegetais (SOUZA et al., 2004).

O podlen coletado pelas abelhas é resultante de uma mistura de pélen das flores com
néctar e substancias salivares apresentando uma ampla variagdo em sua composicao (LINS
et al., 2003). O pdélen é armazenado em estruturas que se assemelham a pequenas bolsas,
as corbiculas (PERIS, 1984). Por ser rico em nutrientes e com alto teor protéico, tem sido
utilizado pelo homem durante séculos como alimento principalmente, na medicina popular,
onde o seu uso € justificado para aliviar e curar constipa¢cdes, no tratamento de gripes,
Ulceras, envelhecimento precoce entre outros (LYNGHEIM et al., 1979; HANSSEN, 1979;
CAMPOS et al.,, 2003). Tais evidéncias sdo suportadas pelas atividades bioldgicas dos
principais componentes presentes no poélen apicola, provavelmente, aqueles com
propriedades antioxidante, como flavondides e fendlicos, além de outros componentes
(CAMPOS et al., 2003; LINS et al., 2003).

Um outro exemplo dessa versatil aplicabilidade dos derivados apicolas é a Apitoxina.
Foco de grandes interrogacdes cientificas, as propriedades curativas de veneno de abelha
tém uma tradicdo muito longa e essa toxina € uma substancia complexa que ja encontra-se
disponivel no comércio mundial tendo como aplicagdo principal a reducdo de processos
inflamatérios provocados por doencas reuméaticas (LEITE & ROCHA, 2005; NETO &
PACHECO, 2005). Mesmo ndo sendo totalmente conhecidos, os componentes mais
importantes desta mistura de numerosas substancias parecem ser histamina, lecitinase e
hialuronidase (BECK, 1997).
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Contudo, mesmo apresentado tais aplicabilidades terapéuticas, a picada de abelha,
em certos casos, pode ter efeito toxico muito forte em humanos. Aproximadamente 0,5 % a
2% da populagdo sdo hipersensiveis desenvolvendo, entdo, reacdo alérgica a picada do

inseto, reflexo de uma provavel hipersensibilidade a apitoxina (LEITE & ROCHA).

A geléia real, um dos produtos mais importantes para a colméia por servir de
alimento para as larvas em desenvolvimento e para a abelha rainha por toda a sua vida, &
uma substéncia viscosa, de coloracdo brancoamarelada, levemente opalescente, de odor
caracteristico e pungente (GARCIA-AMOEDO, 1999 apud GARCIA-AMOEDO & ALMEIDA-
MURADIAN, 2002). Além disso, a geléia real, também utilizada na alimentacdo e medicina
humana, tem se mostrado imporante componente do grupo de produtos apicolas pois
inUmeros beneficios foram atribuidos ao seu uso, como o aumento da fertilidade (GARCIA-
AMOEDO, 1999), atividade antileucémica (EVANS et al., 1937), atividade contra tumores
asciticos (TOWNSEND, 1959), atividadeantibi6tica (BLUM, 1959), e hipocolesterolemiante
(CHO,1977; GARCIA et al., 2000).

Num todo, a geleia real € composta por umidade, acucares totais, lipidios, proteinas,
aminoacidos, cinzas, minerais (ferro e calcio) e vitaminas (tiamina, riboflavina e niacina), que
sao responsaveis diretos pelas atividades apresentadas, tais como aumento de fertilidade,
atividade antileucémica e contra tumores asciticos, atividade antibidtica e
hipocolesterolemiante (EVANS et al, 1937; TOWNSEND et al 1959; BLUM et al, 1959;
CHO, 1977; GARCIA-AMOEDO & ALMEIDA-MURADIAN, 2002).

A cera de abelha, outro importate representante dos produtos da coméia, esta ligada
a historia dos povos, havendo fortes evidéncias da importancia dos produtos desses insetos
como fonte de alimento para as popula¢cdes humanas e uso medicinal, na prevencao de
doencas pulmonares, inapeténcia, infec¢do dos olhos (SOUZA et al., 2004; SAMPAIO et al,
2009). Este produto se configura como uma substancia secretada pelas abelhas através de
guatro pares de glandulas serigenas, localizadas na parte inferior do abdémen. Mesmo de
producdo escassa, requerendo uma média de 10 kg de mel para cada 1 kg de cera, tem
contribuido de maneira satisfatoria sendo utilizada até para a determinacéo da densidade do
solo (SILVA et al, 2003; SAMPAIO et al, 2009).

Ainda, dentre os produtos apicolas, a prépolis destaca-se tanto pelas suas
propriedades terapéuticas conferidas, conferidas em fungéo de suas atividades bioldgicas, a
exemplo das propriedades antimicrobiana (SAWAYA, 2004; ALENCAR 2007),
antinflamatéria (SFORCIN et al, 2000), cicatrizante (DAUGSCH et al., 2007) analgésica
(PAULINO et al., 2003); quanto pela possibilidade de aplicagdo na industria farmacéutica e

alimenticia, na forma de alimentos funcionais (PARK, 1995; AGUERO et al., 2010).
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3.3.1 PROPOLIS

A propolis € uma resina natural e balsamica, de consisténcia viscosa e cor variada,
produzida por abelhas do género Apis e utilizada para esterilizar, vedar e impermeabilizar
suas colméias, protegendo-as de possiveis invasores (KHALIL et al., 2006). Além disso,
constitui uma mistura complexa de substancias gomosas colhidas de brotos, flores e
exsudato de plantas, as quais as abelhas acrescentam secrec¢des salivares, cera e polen
para a elaborac¢éo do produto final (MAIA-ARAUJO et al., 2011). A composigdo quimica da
propolis difere significativamente, sendo sua origem de acordo com sua posi¢cao geografica
e botanica, principalmente porque as abelhas coletam resinas das plantas e exsudados a
partir de fontes disponiveis, que variam de uma regido para outra, dependendo dos fatores
climéticos, do solo, dentre outros. Isto é, a prépolis muda em composi¢cao sazonalmente em
uma mesma localidade (MENEZES, 2005; AGUERO et al., 2010).

Devido a grande variedade na composicao quimica e atividades biolégicas - mais de
duzentas substancias ja foram encontradas - atualmente, a prépolis também é amplamente
utilizada em alimentos e bebidas com o objetivo de melhorar a saude e evitar as doencas
(MARCUCCI, 1995; BURDOCK 1998). Mesmo assim, as substancias listadas podem néo
estar presentes em todas as amostras de prépolis, determinando-as apenas como
coletdneas das substancias. A prépolis brasileira, a exemplo, apresentou 29 compostos
bioativos isolados (CASTRO, 2001).

Os principais compostos quimicos isolados da prépolis até o momento podem ser
organizados em alguns grupos principais como: acidos e ésteres alifaticos, acidos e ésteres
aromaticos, acgucares, alcodis, aldeidos, &cidos graxo, aminoacidos, esteréides, cetonas,
chalconas e di-hidrochalconas, flavondides (flavonas, flavonoéis e flavononas), terpendides,
proteinas, vitaminas Bl, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais (MENEZES, 2005;
CAVALCANTE et al., 2011).

Além disso, a propolis apresenta caracteristicas variadas, a depender das estagdes
do ano e da sua origem botéanica, incluido em sua composi¢do 55% de resinas e balsamos,
30% de cera, 10% de podlen e 5% de outras substancias (MAIA-ARAUJO, 2009). Sua
coloracao varia entre o amarelo esverdeado e marrom escuro possuindo diferengas na sua
composi¢do quimica de acordo com a sua origem, idade e época de colheita (BANKOVA et
al., 2000).

Segundo estudos realizados por Park et al (2000), a prépolis de origem brasileira foi

categorizada em doze tipos distintos baseados na coloracéo e aparéncia dos extratos; tais
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variantes apresentam propriedades biolégicas especificas jA comprovadas (ALENCAR et al.,
2007). Atualmente, outro tipo de propolis tem sido descrita e pesquisada — a prépolis
vermelha. Esse tipo de prépolis é coletada nas regides do nordeste brasileiro, porém relatos
confirmam ser um fen6tipo tipico da regido de Cuba (ARAUJO & MARCUCCI, 2011).

As propriedades biologicas e farmacoldgicas da propolis estdo diretamente ligadas a
sua composicao quimica (ADELMANN, 2005). A presenca de flavondides na composi¢éo da
propolis, por exemplo, atribui as mesmas ac¢bes biolégicas como: efeito antimicrobiano
(SAWAYA 2004), antimicotico (CABRAL et al 2009), imunomodulador (AVCI et al, 2011),
cicatrizante e antioxidante (DAUGSCH et al.,2007; ALENCAR et al., 2007). Estes polifendis
mostram também sua habilidade de protecdo contra os danos causados pelos radicais
livres, pois ndo interferem apenas na propagacao da reacdo, mas na sua formacao, tanto
guelando os metais de transicdo quanto pela inibicdo de enzimas envolvidas nesse
processo (RUSSO et al., 2002).

Segundo Avci et al.(2011), o acido caféico éster fenetil (CAPE), um produto quimico
e estrutural de flavonéides também encontrado na prépolis, apresenta comprovadamente
atividade antiviral (AMOROS et al., 1992), antiinflamatéria (SFORCIN et al, 2000),
imunomoduladora (SFORCIN et al, 2000), e efeitos antiproliferativos em diferentes
condi¢gbes. Podendo, ainda, ser comprovada a capacidade antiproliferativa dos CAPE que é

considerado como um novo tratamento antineoplasico (DEMESTRE et al. 2009).

3.3.2 PROPOLIS VERDE

A proépolis apresenta composicdo quimica dependente da flora da regido onde é
produzida e da época do ano em que € coletada (NASCIMENTO et al., 2008; CAVALCANTE
et al., 2011).

Nesse contexto de variantes, destaca-se a propolis brasileira produzida no cerrado,
rica em derivados prenilados do acido-p-cumarico (BANKOVA; MARCUCCI, 1999). Tal
variante 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 identificagcdo no
processo de comercializacdo (PARK et al., 2002; PEREIRA et al., 2008).

Também conhecida como prépolis derivada do arbusto alecrim-do-campo, a prépolis

verde € produzida dos apices vegetativos desta planta (Baccharis dracunculifolia) e
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altamente valorizada no mercado internacional, sendo que, somente no Japdo, movimenta
um mercado da ordem de setecentos milhdes de ddlares ao ano (NASCIMENTO et al.,
2008).

Os principais constituintes ja encontrados na prépolis do “alecrim” foram o acido
cindmico e derivados, flavonoides, &cido benzoico, alguns benzoatos, hidroxilados né&o

aromaéticos, acidos alifaticos e ésteres (PINTO et al., 2011).

Fundamentalmente produzida no sul, leste, centro e zona da mata de Minas Gerais,
leste de S&o Paulo, norte do Parana e em regifes serranas do Espirito Santo e Rio de
Janeiro; a propolis verde se mostrou altamente eficaz no combate a uma série de
microrganismos patogenos (Park et. al., 2000; Marcucci et al., 2001; Nascimento et al,
2008). Adicionalmente, Cavalcante et al. (2011) constatou o papel quimiopreventivo da
propolis verde na carcinogénese quimicamente induzida em lingua estando esse resultado
associado diretamente com o0 aumento da concentracdo da propolis nos extratos

hidroalcodlicos administrados oralmente.

Apesar do uso de propolis verde brasileira na medicina popular e de seu amplo
espectro de atividades bioldgicas, Bankova et al. (2000) alertam para uma agéo citotoxica da
prépolis brasileira, 0 que é atribuido aos derivados de benzofurano. Outro exemplo desta
situacdo foi refletido nos resultados dos estudos toxicolégicos da propolis verde in vitro
revelando que baixas concentragfes mostram efeitos antimutagenicos, enquanto em altas
concentracdes resultam em efeitos mutagénicos (PEREIRA et al., 2008). Contudo, segundo
ensaios bioldgicos realizados por Reis et al. (2000), a prépolis quando utilizada numa dose
de até 650 mg/kg de peso néo interfere de modo significativo sob o trato gastrointestinal ou
provocando alteragBes a nivel hematolégico, demonstrando uma relativa baixa toxicidade

nas concentracdes usuais.

3.3.3 PROPOLIS E ATIVIDADE ANTITUMORAL

A atividade antineoplasica da propolis esta relacionada a um provavel potencial
antiproliferativo. Li et al., (2007) demonstraram que Extratos Etanélicos da Prépolis (EEP)
inibem o crescimento de células neoplasicas de tumores prostaticos humanos, e
evidenciaram, ainda, que tal atividade bioldégica estava relacionada a inibicdo de
oncoproteinas envolvidas no ciclo celular, como ciclina D1 e proteina p21, e concluiram que
este produto natural teria amplo potencial ndo apenas como quimioterapico, mas também

como quimioprotetores contra canceres de prostata.
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Ohta et al., (2008) relataram que EEP inibem a carcinogénese tumoral in vivo e in
vitro através da inducdo de apoptose das células endoteliais em neoformacdo, indicando
gue o potencial antineoplasico induzido por apoptose associado a propolis € também um

efeito indireto.

A atividade antiproliferativa da propolis estd associada a diferentes compostos
guimicos. Foi demonstrado, através de ensaios com células tumorais pancreéticas, que
ésteres de acido cafeico, um constituinte quimico amplamente encontrado na variedade
verde da propolis brasileira, traz elevado potencial para indugdo de apoptose em clones
malignos. Os autores relacionam esta atividade biolégica a promog¢do da disfuncao
mitocondrial acompanhada da ativagcdo das caspase 3 e 7 (CHEN et al., 2008).

Messerli et al (2009), demonstraram que a artepilina C extraida da variedade verde
da prépolis brasileira € capaz de inibir a sintese de proteinas quinases associadas a
proliferacdo celular (PAK ), promovendo supressdo do crescimento tumoral de
neurofiboromas experimentalmente induzidos, confirmando o potencial antineoplasico deste

produto natural.

Em estudos pioneiros, Orsolic et al. (2004) demonstraram que compostos
hidrossolaveis de propolis, como o acido caféico, o éster feniletil do acido caféico (CAPE) e
a quercetina poderiam ter relacdo direta no controle do crescimento tumoral em modelos
experimentais. Também em estudos afins mais recentes, pode-se sugerir que o CAPE, um
dos componentes ativos da prépolis, parece ter um potencial quimioterapéutico no
tratamento da leucemia linfoblastica aguda em humanos, através da inducdo de apoptose
celular (AVCl et al.; 2011).

Além disso, outros efeitos antineoplasicos da prépolis ou seus constituintes também
sao reportados. Uma substancial atividade inibitoria da expressao de metaloproteinases em
células neoplasicas malignas sao evidenciadas em alguns estudos (HWANG et al, 2006;
LEE et al.,, 2008). Os autores sugerem que extratos de prépolis poderiam ter um papel
importante no controle de canceres ja instalados por meio da supressao da invasao e
reducd@o do potencial metastatico tumoral, fendbmenos patolégicos intimamente associados a

hiperexpresséo dessas enzimas proteoliticas.
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Efeito quimiopreventivo da propolis verde brasileira sobre a carcinogénese dérmica
experimental em modelo murino

Rose Nely Pereira-Filho!, Fellipe Santos Batista’, Danielle Rodrigues Ribeiro!, Cyntia
Ferreira Ribeiro?, Juliana Batista Melo da Fonte?, Allan Ulisses Carvalho de Melo?,
Margarete Zanardo Gomes®, Juliana Cordeiro Cardoso’, Ricardo Luiz Cavalcanti de
Albuquerque Janior™?

RESUMO:

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da administracdo oral do Extrato Hidroalcdolico
de Propolis verde (EHPV) sobre a carcinogénese dérmica em modelo animal. Para o ensaio
bioldgico, foram usados 36 camundongos, divididos em 6 grupos (n=6): CTR (tratado com
100 mg/kg EHPV e sem inducdo tumoral), TUM (tratado com &gua e indugdo tumoral),
GP10 (tratado com 10 mg/kg de EHPV e inducdo tumoral), GP50 (tratado com 50 mg/kg de
EHPV e inducdo tumoral) e GP100 (tratado com 100 mg/kg de EHPV e inducdo tumoral). A
inducdo tumoral foi realizada em dias alternados no dorso dos camundongos através da
aplicacdo topica do DMBA. Apos 16 semanas, 0s animais foram eutanasiados e a area dorsal
foi removida e submetida a andlise histoldgica post-mortem. A média de lesbes induzidas em
TUM (4.14+0.89) foi significativamente maior que em GP10 (2.05+1.02), GP50 (1.8£1.92) e
GP100 (2.5+1.73) (p<0.05). Os tumores formados nos grupos tratados com EHPV foram
histologicamente mais diferenciado, contudo apenas o grupo PV100 desenvolveu lesdes in
situ. A infiltracdo de estruturas anatbmicas nobres foi menos frequente nos grupos tratados
com o0 EHPV (p<0.05). Esses dados sugerem que a administracdo oral de EHPV pareceu
inibir a carcinogénese dérmica induzida por DMBA, como também pareceu modular a
diferenciacéo e o potencial infiltrativo dos carcinomas em modelo animal

Palavras-chave: DMBA, propolis, cancer de pele.

! Instituto de Tecnologia e Pesquisa, Universidade Tiradentes, Brasil.
2 Faculdade de Odontologia, Universidade Tiradentes, Brasil.
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Introduction
A prépolis é uma substancia resinosa complexa originada a partir da mistura de resinas

vegetais e enzimas salivares das abelhas e é coletada a partir de diversas fontes vegetais. A
origem botanica e composicdo quimica da propolis brasileira ja foram analisadas e
constatando-se que, dependo da regido, e até mesmo da época, existem algumas diferencas
entre os diferentes tipos de propolis (PARK et al. 2002; SAWAYA et al. 2004; SAWAYA et
al. 2011; SALOMAO et al. 2008, TEIXEIRA et al. 2010).

Em relacdo a composicdo quimica da propolis, mais de 200 substancias podem ser
encontradas, incluindo flavonoides, aminoacidos, vitaminas, artepilina C, quercetina,
naringenina, resveratrol, galangina, genisteina; compostos polifenoélicos, como o &cido caféico
(CA) e éster fenetilico do acido caféico (CAPE); acidos cafeoilquinicos e acidos cindmicos
prenilados, tal como artepilina C e bacarina (MOURA et al. 2011; ORSOLIC et al. 2005;
ORSOLIC et al. 2006).

A propolis tem sido utilizada desde a antiguidade como tratamento de diversas
doencas na medicina popular. InGmeras propriedades bioldgicas e farmacologicas da
prépolis, incluindo a atividade antitumoral, foram relatadas durante as Gltimas décadas
(SFORCIN 2007; WATANABE et al. 2011; DAUGSCH et al. 2008; MOURA et al. 2011;
ARAUJO et al. 2012).

A quimioprevencado € a area da oncologia que tem como fim a prevencdo do cancer
através do uso de substancias naturais e sintéticas. Os agentes quimiopreventivos agem
inibindo ou retardando o desenvolvimento neoplasico através do bloqueio da iniciacdo
tumoral, como também atuam prevenindo o desenvolvimento de propriedades invasivas e
metastaticas dos tumores desenvolvidos (SZLISZKA et al., 2009).

O grupo de canceres de pele ndo-melanoma (CPNM) representam as neoplasias mais
comuns em muitos paises. O carcinoma de células basais (CCB) e o carcinoma de células

escamosas (CEC) so as variantes histopatoldgicas mais comuns (KIM 2012; CUSTODIO et
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al. 2010). Dentre os novos compostos terapéuticos anti-cancer, o potencial os produtos
naturais vem sendo investigado. Pesquisas in vivo e in vitro usando extratos de plantas nativas
brasileiras tem mostrado resultados promissores (CRAGG et al. 2009; OZI et al. 2011;
FERREIRA et al. 2011). Recentemente, demonstrou-se que o EHPV desempenha um papel
protetor importante contra a carcinogénese quimicamente induzida na lingua de ratos.
Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da administracdo oral do EHPV

da propolis verde brasileira na carcinogénese dérmica em modelo animal.

Material e Métodos

Preceitos Eticos.

Os principios éticos do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) para
experimentos em animais foram aplicados nesse estudo. O atual estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Tiradentes (CEP/UNIT n® 231209)

Coleta e obtencdo do extrato de proépolis

A propolis foi coletada de um apiario na regido sudeste (Montes Claros, 16° 44° 06” S
43° 51’ 43”). O material foi rotulado e acondicionado em recipientes estéreis refrigerados e
armazenados no laboratério. O EHPV foi obtido utilizando o método de Maia-Aradjo. Um
grama de cada amostra de préopolis foi colocado em tubos estéreis com 12.5 mL de Etanol a
70% e foram levados a maquina de ultrassom para estracdo durante 1 hora. Os extratos foram
centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi deixado em fluxo laminar para
completa evaporacdo do solvente e obtencdo da massa. O pd resultante foi armazenado em
tubos de ensaio estéreis com tampa de rosca, sob refrigeracéo.

Determinacéo da concentracéo de flavonoides

A concentragdo total de flavonéides foi estabelecida como descrito por Adelman®®.

Para isso, 15 a 1000 pL de extrato (concentracfes de 5 a 100 mg/mL) foram adicionada em
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uma solucéo contendo 0.1 mL de 10% de nitrato de aluminio e 0.1 mL de acetato de potassio
(1 mol/L). O volume final foi completado para 5 mL com Etanol a 80%. As amostras foram
homogeneizadas e a absorbancia foi mensurada espectrofotometricamente em 415 nm apdés 40
minutos a temperatura ambiente. A Quercetina, em concentracdes de 5 a 50 pug/mL, foi usada
para a construcdo da curva padrdo de concentracdo; os valores de flavonoéides totais foram
expressos como equivalentes a quercetina (mg de quercetina em 100 mg de sélidos totais).

Animais e ensaio bioldgico

Um total de 36 camundongos Mus musculus machos (25-30 g), advindos do Biotério
da Universidade Tiradentes (UNIT-SE), foram usados para o desenvolvimento do trabalho.
Os animais foram mantidos em gaiolas com maravalha em temperatura controlada (22 °C),
ciclo de claro/escuro de 12 horas, agua ad libitum e dieta padrdo com Labina® (Purina, Sao
Paulo, Brazil). Ap0Os atingir massa corporea determinada, os animais foram submetidos a
procedimentos de inducdo experimental da carcinogénese quimica no biotério da instituicao.
A carcinogénese cutanea foi induzida por aplicacdo de 100 pL de solucéo de 9,10 dimetil 1,2-
benzantraceno (DMBA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Um grama do cancindgeno foi
diluido em acetona (PA) para obtencdo de uma solucdo a 0,5%. O carcindgeno foi aplicado
duas vezes por semana, durante 16 semanas, na pele do dorso dos animais apos tricotomia. Os
animais foram randomicamente alocados em cinco grupos (n=6), como demonstrado na tabela
1. Uma dose oral do EHPV (administrado por gavagem) foi administrada nos animais dos
grupos GP10 (10 mg/kg), GP50 (50 mg/kg), GP100 (100 mg/kg) e CTR (100 mg/kg).
Também, 1.0 mL de agua destilada foi administrada por gavagem nos animais do grupo
TUM. O DMBA a 0.5% foi aplicado sobre o dorso dos camundongos dos grupos PV10,

PV50, PV100 e TUM. Agua destilada foi aplicada no grupo controle negativo (CTR).
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Tabela 1. Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais de acordo com o tratamento

Groupos Aplicacdo Tépica Administracédo Oral
CTR1 Agua destilada 1 mL de 2% tween 80
CTR2 Agua destilada 100 mg/Kg EHPV
TUM DMBA a 0,5 % 1 mL de 2% tween 80
GP10 DMBA a0,5% 10 mg/Kg EHPV
GP50 DMBA a0,5% 50 mg/Kg EHPV
GP100 DMBA a0,5% 100 mg/Kg EHPV

Procedimentos de Gavagem

O extrato seco de propolis verde foi novamente armazenado em suspensdo de 10
mg/mL de Tween 80 a 2%. Essa substancia foi administrada via oral em dias alternados (em
dias diferentes da aplicacdo do DMBA). A gavagem foi realizada uma semana antes da
inducdo tumoral, com as mesmas doses preconizadas para as 16 semanas do experimento,
para verificar possiveis reacfes adversas ao produto natural, como indicado por Kavitha,
Manoharam (2006).

Analise macroscopica das lesbes DMBA-induzidas

As lesdes induzidas na pele dos animais foram classificadas de acordo com a
apresentacdo clinica: ulcerada, verrucosa ou ulcerada/verrucosa. O volume tumoral (V) foi
determinado de acordo com a seguinte equacao:
V=4/3.nd,

Onde:

V= volume;
n=3.14;

d = didmetro médio.

O indice médio de lesdes induzidas (In) foi obtido usando a equacéo:

In=(nL) x (nA) x 100
(nT)

Onde:
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In = Indice de lesdes DMBA-induzidas;

nL = nimero de lesdes observadas por animal;

nA = namero de animais apresentando lesées DMBA-induzidas;
nT = ndmero total de animais por grupo.

Analise histomorfologica das lesdes DMBA-induzidas

Ap0ls 16 semanas, 0s animais foram eutanasiados em cadmara de CO, para remocao
post-mortem da area tratada, independentemente da presenca ou auséncia de tumores. As
amostras foram fixadas em formol tamponado (10%, pH 7.4) por 24 h, desidratadas em
solucdes crescentes de alcool etilico e diafanizadas em xilol para posterior inclusdo em
parafina. Subsequentemente, cortes de 5um de espessura foram obtidos e corados em
hematoxilina-eosina para analise em microscépio de luz.

Analise da gradacao histologica de malignidade dos tumores

O diagndstico dos tumores epiteliais induzidos nos animais foram classificados de
acordo com suas caracteristicas histoldgicas, como descrito por Yanofsky et al. (2011), e a
gradacdo histologica de malignidade tumoral foi estabelecido usando os critérios
estabelecidos pelas diretrizes de diagndstico e tratamento de carcinoma de células escamosas
cutaneo e lesbes precursoras (BONERANDI et al, 2011). Os tumores foram classificados em
4 gradacgdes, baseadas na proporcdo de células diferenciadas em relacdo as células ndo
diferenciadas (grau 1 = 3:1, grau 2 = 1:1, grau 3 = 1:3 e grau 4 = nenhuma tendéncia para
diferenciacdo). Quando a invasdo da hipoderme foi notada, a presenca ou auséncia da
infiltracdo linfatica e/ou muscular foram analisadas.

Analise Estatistica

O volume tumoral (V) e o indice médio de inducdo tumoral (InT) nos animais de cada
grupo foram expressos em média + desvio padrédo, analisados por analise da variancia e o

teste post-hoc de Tukey. Os outros dados foram expressos em valores absolutos (n) e
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frequéncia relativa (%), e comparados entre 0s grupos usando o teste Exato de Fisher.

Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0.05.

Resultados

O rendimento do extrato seco da propolis foi de 44.43%. O teor de flavonoide nas
amostras de propolis verde foi de 0.95 *+ 0.44%. No ensaio bioldgico, Nenhuma mudanca no
consumo de comida e de agua foi observada nos grupos experimentais. Os animais
apresentaram uma ligeira perda de peso corporal nas quatro primeiras semanas do
experimento, e, em seguida, mostraram um aumento progressivo até a 16 semana (Fig. 1).
Contudo, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos durante o periodo

experimental (p>0.05).

50 -
45 1
2 ——CTR1
£ 40 A
_%o —+—CTR2
; 35 ——TUM
2 —m—GP10
@ 30 1
—%— GP50
25 T T T T 1 +GP100
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Time-course of the experiment (weeks)

Fig 1. Avaliacdo do peso corporal dos animais dos grupos experimentais durante o tempo de curso do
experimento.

Como demonstrado na Fig. 2, os tumores cutdneos DMBA-induzidos apresentaram-se
como multiplas lesdes ulcerativas e exofiticas, com superficie erosiva e leucoplasica. Ambos
os grupos controles (CTR1 e CTR2) ndo apresentaram alteragdes macroscopicas na estrutura

dérmica.
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Fig 2. Aparéncia clinica dos tumores cutdneos DMBA-induzidos. (a) TUM, (b) GP10, (C) GP50 e (d)
GP100. Obsevar o menor nimero de lesdes nos grupos tratados com EHPV.

O indice de lesdes induzidas (InT) foi significativamente mais alto no grupo TUM
(4.14 + 0.89) que nos grupos GP10 (2.05 + 1.02), GP50 (1.80 + 1.92) e GP100 (2.5 + 1.73)
(p<0.05), porém ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos tratados com
EHPV (p>0.05) (Fig. 3A). Com relacdo ao volume tumoral médio (V) dos tumores
quimicamente induzidos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados,

independente do tratamento com o EHPV (p>0.05).
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Fig. 3. Anélise macroscopica do volume médio tumoral (V) e o indice de lesbes induzidas (InT) nos
grupos experimentais.
* Significativamente diferente do grupo TUM (p<0.05).

Todos os tumores desenvolvidos neste estudo foram diagnosticados como carcinoma
de células escamosas (CEC), com diferentes graus de diferenciacdo celular. Os grupos
controles (CTR1 e CTR2) ndo exibiram alteracdes na arquitetura morfologica do tecido
dérmico. Como demonstrado na Tabela 2, verificou-se que a maioria dos animais do grupo
TUM desenvolveu CEC’s pouco diferenciados (grau 3 e 4), enquanto a administracdo oral do
EHPV foi significativamente associado a formacdo de tumores bem diferenciados (grau 1 e 2)
(p=0.043); contudo ndo fora encontradas diferencas significativas entre 0s grupos tratados

com o EHPV (p>0.05).
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Fig. 4. Analise histoldgica do tecido dérmico. No grupo controle (a), a arquitetura morfol6gica normal
da pele pode ser observada; ao passo que no grupo TUM (b), o carcinoma de células escamosas (CEC)
proveniente da pele normal (NSK) pode ser observado. Os tumores (carcinomas) apresentaram de
diferentes graus de malignidade: Grau 1 (c) e grau 2 (d) representam os tumores bem diferenciados,
enguanto grau 3 (e) e grau 4 (f) sdo considerados carcinomas pouco diferenciados (Hematoxilina-
Eosina).
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Tabela 2. Gradagdo histologica de malignidade dos carcinomas de células escamosascutaneos
DMBA-induzidos nos grupos experimentais.

Gradacéo Grupos Experimentais

Histol6gica de TUM GP10 GP50 GP100
Malignidade n (%) n (%) n (%) n (%)
Grau 1 0 3 (50) 5(83.33) 4 (66.66)
Grau 2 1 (16.66) 2(33.33) 1 (16.66) 2(33.33)
Grau 3 3 (50) 1 (16.66) 0 0
Grau 4 2(33.33) 0 0 0

Quanto a avaliacdo histoldgica da infiltracdo tumoral em estruturas nobres, foi
observado que no grupo TUM, 83.33% dos casos apresentou envolvimento muscular e
66.66% apresentou invasdo linfatica por células tumorais (Fig. 5). Por outro lado, nos grupos
tratados com o EHPV, apenas um caso do grupo GP50 exibiu invasdo muscular e linfatica
(20%). Esta diferenca na frenquencia da infiltragdo tumoral em esruturas nobres mostrou-se
como significativa entre os animais tratados com o EHPV e os animais ndo tratados com esse

extrato (p<0.05).

-

Fig. 5. Evidéncia histopatoldgica da infiltracdo tumoral de estruturas nobres por celular neoplésicas.
(a) Células neoplasicas dentro dos vasos linfaticos (setas pretas). (b) Infiltracdo e intensa dissociacdo
das fibras musculares por celular neoplésicas (setas brancas) (HE, magnificacdo de 400x).

A resposta inflamatoria contra as células neoplasicas, classificadas de leve a intensa,
foi observada em todos os tumores cutaneos DMBA-induzidos. Tal reagdo imunoldgica foi

representada por infiltrado linfocitico permeando ilhas e lengo6is tumorais de células
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escamosas (Fig. 6). Como demonstrado na Tabela 3, ndo houve diferenca significativa na

intensidade da resposta inflamatdria independentemente do tratamento com o EHPV (p>0.05).

Fig. 6. Padr@es hitologicos da resposta inflamatoria na presenca células tumorais invasivas em tecidos
dérmicos. (a) Leve, (b) moderado e (c) intenso infiltrado inflamatério, composto por (d) leucdcitos
com forma arredondada consistente com linfécitos (a/b/c — HE, magnificagdo de 400X; d —
magnificacdo de 800x).

Tabela 3. Analise histoldgica da intensidade da resposta inflamatéria dos carcinomas de células
escamosas nos grupos experimentais.

Intensidade da resposta inflamatdria

Grupos Experimentais Leve Moderada Intensa
n (%) n (%) n (%)

TUM 3(50.00) 1 (16.66) 2(33.33)

PG10 1 (16.66) 3(50.00) 2(33.33)

PG50 2 (33.33) 3(50.00) 1 (16.66)

PG100 1 (16.66) 3(50.00) 2(33.33)
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Discusséo

A carcinogénese é composta por diversos estagios incluindo a iniciacdo, promocdo e
progressdo. Pesquisas tem sido realizadas primando a descoberta de compostos naturais ou sintéticos
gue poderiam prevenir, retardar ou reverter o processo de carcinogénese. A propolis tem sido

considerada como um dos mais promissores produtos usados na quimioprevencdo (ORSOLIC et al.
2005, PADMAVATHI et al. 2006).

Neste estudo, a administracdo oral do EHPV ndo induziu alteragdes significativas na
ingestdo de agua e comida dos animais durante o experimento. Porém, houve uma ligeira
perda de peso do corporal até a quarta semana, situacdo essa invertida ao longo do tempo
experimental. Essa perda esta provavelmente relacionada a um periodo de adaptacdo, quando
maiores niveis de estresse foram provocados nos animais como um resultado da manipulacéo
experimental. Uma vez que ndo foram observadas diferencas entre os grupos, € possivel
sugerir que a administracdo oral do EHPV nédo exerceu influéncia no padrdo de alimentacgéo e
peso corporal dos animais.

Foi demonstrado que administracdo oral de EHPV promoveu inibicdo do crescimento
dos tumores epiteliais DMBA-induzidos nos camundongos. Contudo, uma vez que ndo ha
diferenca entre os grupos tratados com o EHPV, pode-se sugerir que esse efeito ndo é dose-
dependente. A atividade antitumoral da préopolis brasileira também tem sido comprovados em
outros estudos (SZLISZKA et al. 2011; CAVALCANTE et al. 2011; FRANCHI Jr. et al.
2012).

Uma hipdtese para explicar estes resultados seria a acdo do EHPV através da inibicao
da sintese de 6xido nitrico que facilita o rapido crescimento do tumor (ARAUJO et al. 2010).
Outra explanagdo pertinente € que o ester fenetilico do caféico (CAPE), um derivado do acido
caféico, e outro substancia antitumoral chamada ARC (artepelina C) inativa a PAK1 que é um

dos principais responsaveis pelo crescimento tumoral (ORSOLIC et al. 2005; SZLISZKA et
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al. 2011; DEMESTRE et al. 2010; KORISH et al. 2011; MESSERLI et al. 2009; WU et al.
2011).

Outro mecanismo biologico associado com a atividade antitumoral do extrato da
prépolis tem sido descrito. Tem sido relatado que o extrato hidroalcoolico da propolis verde
brasileira € capaz de inibir o processo de angiogénese através do bloqueio da ERK1/2,
proteina de sinalizacdo anti-apoptdtica em células endoteliais (KUNIMASA et al., 2011).

Nesta pesquisa, o volume tumoral médio das lesdes quimicamente induzidas ndo foi
significativamente diferente entre os grupos. Estes dados sugerem que apesar de ter um
potencial efeito inibitério sobre a inducdo tumoral, a administracdo do EHPV ndo afetou a
taxa crescimento dos tumores epiteliais uma vez que a fase de promocado/progressdo da
carcinogénese tem sido inicida.

Além disso, a administracdo oral do EHPV pareceu afetar o padrdo da diferenciacédo
tumoral, resultando em tumores cutaneos quimicamente induzidos bem diferenciados. Uma
vez que foi demonstrado que os derivados dos falvonoides sdo capazes de afetar o padréo de
diferenciacdo tumoral (ORSOLIC et al, 2005b), os dados obtidos nesta investigacdo poderiam
estar indiretamente relacionados com o teor de flavonoéides verificados no extrato. Suportando
tal teoria, tem sido previamente relatado que flavondides podem estumular a diferenciacédo
terminal em linfocitos derivados de linhagem de células tumorais (CONSTANTINOU et al
1990). O mecanismo bioquimico e molecular adjacente aos efeitos biomodulatérios sobre a
diferenciacdo de células tumorais ndo estdo completamente esclarecidas, mas tem sido
sugerida uma provavel associacdo com a estimulacdo das vias de apoptose (LOWE et al,
2000). Adicionalmente, o0 extrato etanolico da prépolis demonstrou aumentar
significativamente o fator de necrose tumoral relacionado com ligante indutor de apoptose
(TRAIL) na apoptose mediada por células cancerosas HelLa (células resistentes a apoptose

TRAIL-induzidas) (SZLISZKA et al., 2009). No entanto, mais pesquisas sd0 necessarias para
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esclarecer a patogénese precisa de estimulos de diferenciacdo celular induzida pelo extrato de
prépolis.

Um achado histologico importante observado neste estudo foi a reducéo significativa
na freqiéncia da invasdo muscular e de vasos linfaticos nos grupos tratados com o EHPV. Os
mecanismos subjacentes a este efeito bioldgico ainda ndo estdo bem esclarecidos. Tem sido
demonstrado que 0s compostos quimicos presents no EHPV, tal como a artepelina C e o
CAPE, sdo capazes de bloquear seletivamente o gene PAK1 (MESSERLI et al, 2009;
DEMESTRE et al, 2009). E bem estabelecido que a PAK1 é uma proteina-quinase
intimamente relacionada com a angiogénese e a motilidade das células tumorais (KIOSSES et
al, 2002). Portanto, o blogueio da PAK1 pode reduzir a motilidade das células tumorais e
consequentemente inibir a invasdo em vasos linfaticos. Além disso, a inibicdo da angiogénese
reduziria o0 componente vascular, minimizando o risco de formacao de tumores em vias linfo-
hematogénicas e metastases. Suportando esta teoria, Ahn et al (2007) demonstraram que a
administracdo de artepelina C derivado do EHPV promoveu um efeito antitumoral, como
resultou no bloqueio da angiogénse. Além disso, ja tem sido previamente relatado que 0s
flavonoides sdo capazes de suprimir a producdo de metaloproteinase, enzimas amplamente
usadas pelas células tumorais na degradacdo da matriz extracelular (KANADASWAMI et al,
2005). Portanto, tais compostos quimicos podem inibir a migracédo de células tumorais, o que
poderia justificar a menor invasividade dos grupos tratados com o EHPV.

Tem sido demonstrado que 0s compostos polares encontrados na prépolis, tal como os
flavondides, sdo capazes de modular a resposta inflamatéria através da estimulacdo de
macrofagos, aumentando a atividade fagocitica, bem como promover a liberacao de citocinas,
a exemplo o fator de necrose tumoral (TNF- a), e espécies reativas de oxigénio (FISCHER et

al, 2008). Além disso, Fischer et al (2007) tambem demonstrou que o EHPV parece promover
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0 aumento da expressdo de mRNA de interferon gama (IFN-y), uma citocina intimamente
relacionada com a regulacao positiva da resposta imune mediada por células.

No entanto, ndo foram observadas diferencas na magnitude da resposta inflamatdria
entre os grupos, independentemente do tratamento com o EHPV. Estes achados sugerem que
a natureza e a intensidade da resposta inflamatoria contra os tumores epiteliais ndo foram
influenciadas pelos componentes quimicas presentes no extrato de prépolis. Uma gama de
diferentes fatores pode ter confluido para este resultado, como alternancia na
imunogenicidade das ceélulas tumorais, e variabilidade na concentracdo de diversos
flavonoides e outros compostos fendlicos.

Em conclusdo, foi possivel demonstrar que a administracdo oral do EHPV exerceu um
efeito quimiopreventivo sobre a carcinogénese dérmica quimicamente induzida, inibindo
parcialmente o crescimento de tumores cutaneos, como também pareceu modular a
diferenciacédo e potencial invasivo tumoral em modelo murino. Ndo obstante a estes achados,
outros estudos ainda sdo necessarios a fim de se desvendar os mecanismos que regem o papel

quimiopreventivo exercido pela propolis verde brasileira.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Como conclusao geral verificou-se que:

A andlise do ensaio biolégico proposto demonstrou que a administracédo oral
de extrato hidroalcodlico de prépolis verde pareceu exercer efeitos
quimiopreventivos na carcinogénese quimicamente induzida por DMBA na

pele dos animais;

A solucao hidroalcodlica contendo extrato de propolis verde obtida e utilizada
no tratamento dos carcinomas induzidos apresentou um teor de flavonoides
aceitavel, podendo ser este composto um dos principais responsaveis pela

propriedade quimiopreventiva comprovada;

A solugdo hidroalcodlica contendo extrato de propolis verde inibiu
parcialmente o aumento de tumores cutaneos por DMBA-induzidos, bem
como pareceu modular a diferenciacéo e poténcia infiltrativa dos tumores em

modelo animal;

O uso do extrato hidroalcodlico de propolis verde ndo pareceu agir de forma
efetiva sobre a resposta inflamatéria do hospedeiro em relacdo a invasidade

tumoral;

N&o obstante, tais achados experimentais assistem de estudos mais
aprofundados a fim de elucidar os mecanismos e o papel desempenhado pela

propolis verde brasileira como quimiopreventivo
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Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: TITULO: Atividade Quimiopreventiva da Prépolis Sobre a Carcinogénese

Dérmica Quimicamente Induzida.
[ Pesquisador Responsavel Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquergue Janior J
[Data da Versao 141122009 |  [Cadastro 231209 | [Data do Parecer 140172010 |
Grupo e Area Tematica Il - Projeto fora das dreas tematicas especiais
| Objetivos do Projeto IR
Geral

0] Analisar o potencial quimiopreventivo do extrato hidroalcodlico de propolis em
modelo experimental com roedores. .
| Especificos
(5 Induzir carcinogénese quimica em dorso de camundongos.
0 Analisar histomorfologicamente a evolugao das alteragbes displésicas do epitélio de

revestimento da pele de camundongos tratados com carcindgeno quimico (DMBA), om
associaglo ou nao com extrato hidroalcodlico de prapolis.

Suméario do Projeto
O melanoma @ a principal doenga fatzl originada na pele. Estima-se que o melanoma culdneo
represente cerca de 3% dos cAnceres, segundo sua incidéncia, e um percentusl que varia de 1% a
7% ¢as morles por cancer. Refatos de varias partes do mundo vém demonsirando aumenio em suas
s de incidéncia & monalidade. O aumento médio anual de incidéncia dessa neoplasia nos
Estados Unidos da América & de aproxmadamente 5%. De acordo com o institute Naconal do
cAncer, as doengas lumorais necplasicas vém sendo Indicadas como a tercera causa mertis mais
freqhente no Brasil. A cancerologia exparimentad & de grande vala para estudar os diverscs aspecios
relacionados a0s processos necplsices em humanos, O modelo animal para o estudo de fumares
ganhou um novo impulse, na ditima década, apds constatar-so que animas desenvolvem o cancer
por motivos semelhantes 20s humanos, & kamores de camundongos apresentam alteragoes
genélicas similares de detactadas em tumores humanoe. Porém, a indugio de kemores &m roedores
& dependente de um menor ndmero de alteracdes genéticas que em humanos. A fim de aperfeicoar
a reabilitagio de lesdes lmoras, podem-se utlizer biomaleriais, ou seja, matariais interaties
capazes de estabelecer uma afinidade apropnada com fecido vizinho sem ndugao de uma resposta
adversa ¢o hospedeirn, Aluaimente, estao em expansdo linhas de pesqguisas para Novos compostos
anti-neoplasicos @ sua avaliacio em véries sistemas fumorais e ou cultura de tecidos, objetivardo
saleclonar compostos mais efelivos para o tratamento e controle das neoplasias. Um dos produtos
utilizades para estudos antineocpldsicos tem sido a prdpolis, por possuir compostos fendlicos
incluindo os flavendides conhecidos ne'a capacidade de eliminar radicais fivies e pelas propriedades
antioxidantes. A atividade anfioxidante sresen’e na propolis age como ativador na regeneragso de
tecicos e circulagso sanguinea. A Propols & uma substancla resinosa ba'smica de consisténca
viscosa, fsbricada por diversos géneros de abelhas, sende wtilizada para esteralizar o
impermeabilizar a colméia Este ftoterapico fem amplo espectro de agdes biologicas, come efeilos
antimicrobiane, artimicético, imunomodulador, cicatrizante ¢ antioxidante, todos atribuidos 3 {
pressnca de flavondides em sua composigho. Diversas pesquisas farmacoldgicas tem skdo realizadas
com a propolis , 0s quais vém dermonstrando suas propredades antibacteriana, antifingica, aativiral,
antinflamatéria, hepatoprotetora, antioxidante, anttumoral @ imunomodulatéria. Para o ‘
cesenvolvimento desta projeto, 0 mesmo serd aplicado os principlos éticos da experimentacio |
znimad ge acordo com @ COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdio Animal), sendo assim ‘
nacessano a aprovagdo da Comite de Etica em pesquisa da UNIT/ AracajwSE. As coletas de
propolis serao realizadas nos apiarios ¢o Municipio de Brejo Grande/SE, em caixas do tipo Langstrot
grevismente marcadas. A extragiio seré reafzada conforme a metodologa aplicada por PARK et &
{1998).A concantracéo de flavondides tofais sera delermnada atraves oo métoso descrilo por
Adelmann (2005). Seréd ultlizado um totnl de 80 camundanges A%us musculus, machos, proveniantes
do Biotério da Universidade Tradentes, com massa cormora aproximadamenie 2525 foram
dividitos em 6 grupos com 15 animals cada. & Indugdo de carcinogénese culanea serd realzada |
o 5 Pigina 1-3
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alraves de aplicagbes de 100 ul de solucéo de 9,10 camietil 1,2-banzantraceno {(DMBA, Sigma-
Aldrich, St. Louls, USA), cbtdo na forma de po e diuldo em acetona & 0,5% (deuldo em acetona
P.A.), e a aplicaglio topica serd feila com a utiizagio de uma micropipela, dretamente sobre a pele
da regidlo dorsad apos tricotomia, trés vazes por semana, durante um periodo de 16 semanas, Os
animais dos grupos PR10, PRS0, PR100 serdo tratados com administragdo oral (gavagem) de
exirato hidroalcodlco de prépolis 10; 50 e 100 mg'Kg. Os grupos CTR1a @ CTR1b recebem por
gavagem as solugdes de agua destllada e Proposs respectivamente, e nao recebem a
carcinopénese Induzlda, funconando como contrale negativo. O controle positive serd o grupo CTR2
que receberd a aplicagio ¢o DMBA no dorso do camundongo & por gavagem agua destilada,
Decorridas as 16 semanas, os animais serdo eutanasiadoes em trés momentos: na 6%, 9° ¢ 16°
semana, araves da técnica de deslocamento cervical, para que a area do dorso do camundongo
s84a submetida & remogBo post-mortem. Serdo oblidas secgdes histoldgicas de Sum de espesswra, @
eslas submetidas a coloragdo de robina pefa Hematoxilina/Eosina, Para a andlise morfologica das
lesdes serao utilizados corles de Sum rorados por hematoxiina e eosina ¢ examinados ao
microscopio de kiz (Microscopo Optico Olympus CX31) por trés obsarvadores praviamente
callbrados. Os critéros anallsados serdo aqueles sugerdos pela Orgenizacdo Mundial da Salde e
pela ciassificaco de Bandezy, Sciba e em digplasia de ato rieco e baxo neco de acordo com o
Sistema Binario de graduagdo de displisias edieliais proposto por Kujan et al. A avaliagao
histeenorfeldgica das secgles histolégicas ¢ esfregagos dloldgicos serd analisada descrifivamente.
Para comparacdo da méda do perimet o celular e espessura epitelal, utlizara o leste F, para
determindncia de diferencas ou ndo na variansia e, apos, o teste T para deferminagéo de diferencas
antre as médias. O nivel de significAncia adotado foi de 5% {p<0,05). Este projeto fem como objstivo
analsar o patencial quimiopreventivo do exirato hidroalzodiico de propolis em madelo experimental
COMm roedores
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Dala do inicio prevista . . més 01
Dala de término pravista) més 12
Orgamento Ausante
Fonte de financiamento extorna Nao
Comentirios 50018 0 Cronograma & o Orgamenta

[Referéncias Bibliograficas ___| Adequadas |
105 Sobro as Refardncias Bibliograficas

Necomendacio
Comentirios Gerals sobee o Projeto

O projeto esta bem elaborado e documentado e ird gerar conhecimento relevante
para a area. Recomenda-se aprovagao.
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Dear Dr. Rose Nely Pereira Filho

| received your article entitled “Chemopreventive effect of Brazilian green propolis on experimental
dermal carcinogenesis in murine model".

Thank you for submitting your manuscript to be considered for publication in International Journal of
Morphology.

m

You will be notified as soon as the editorial board decides concerning the publication of your
manuscript.

Your Sincerely

Dr. Mariano del Sol
Editor
Int. J. Morphol.

New email: mariano.delsol@ufrontera.cl
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