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CELULAS DE CARCINOMA DE BEXIGA
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1. INTRODUCAO

O céancer é mundialmente uma das principais causas de morte, sendo
projetados cerca de 1.670.000 novos casos da doenca nos Estados Unidos em
2013 (SIEGEL et al, 2013). O cancer de bexiga é o quarto tipo de tumor mais
comum em homens e o décimo primeiro mais comum em mulheres, sendo
responsavel por aproximadamente 5% de todas as mortes ocorridas por cancer
(SIMONS et al, 2007). Devido as altas taxas de recorréncia da doenca (70%) e ao
tempo prolongado de tratamento, este tipo de neoplasia constitui o tratamento de
maior custo dentre os diversos tipos de cancer, possuindo forte impacto
econdbmico na saude publica (SIEGEL et al, 2013). O desenvolvimento de
farmacos mais eficientes e economicamente mais viaveis constitui um dos
maiores desafios da terapéutica de tumores de bexiga.

Uma analise dos farmacos antineoplasicos atualmente utilizados em clinica
revelou que 47,1% deles séo derivados de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG,
2007). A propolis € uma mistura de substancias resinosas coletadas pelas
abelhas a partir de plantas, sendo o Brasil detentor da maior variedade quimica
deste composto (RIGHI et al, 2013). A propolis vermelha é a mais recente
variedade de propolis brasileira e constitui uma fonte promissora de novos
compostos bioativos como chalconas, pterocarpanos, isoflavonéides e polifendis
(TRUSHEVA et al, 2006). Dentre os varios tipos brasileiros, a propolis vermelha
destaca-se devido as suas propriedades antineoplasicas frente a uma gama de
tipos tumorais, tanto em testes in vitro quanto in vivo (KAMIYA et al, 2012;
FROZZA et al, 2013).

Dessa forma, o presente trabalho objetivou investigar a atividade
antiproliferativa e apoptotica do extrato etandlico de propolis vermelha brasileira
em células humanas de cancer de bexiga.

2. METODOLOGIA

As amostras de prépolis vermelha foram coletadas no nordeste brasileiro (S
10 ° 28'25" W e 36 ° 26'12") em setembro de 2011 e congeladas a -20 ° C. O
extrato da propolis vermelha foi preparado a partir de 1 g de prépolis bruta, ao
gual foi adicionado 10 mL de EtOH-H,O 70% (v/v). A mistura resultante foi filtrada
e 0 solvente evaporado, obtendo-se um po fino e vermelho. Este extrato seco foi
mantido congelado (-20° C) e as concentragfes finais do extrato (25, 50 e 100
pMg/mL) foram preparadas imediatamente antes do uso, utilizando-se EtOH-H,O
50% (v/v). A linhagem celular de carcinoma humano de bexiga (5637) foi obtida a
partir do Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM da Universidade Federal
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do Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e cultivada em estufa a 37° C, 95% de umidade e
5% de CO..

O efeito antineoplasico das diferentes concentracdes de propolis vermelha
sobre o crescimento in vitro da linhagem 5637, apds 24 h de tratamento, foi
avaliado através de técnica colorimétrica utilizando MTT (Sigma®) e de ensaio de
migragao celular. O ensaio de migracao celular foi realizado conforme LIANG et
al. (2007). Apo6s 24 horas de tratamento com BRP, uma zona livre de células foi
induzida nos pocgos de cultivo com o auxilio de uma ponteira para micropipeta
p200. A migracdo das células adjacentes para essa zona livre foi acompanhada
por um periodo de 12 horas, sendo fotografadas em tempos especificos (0, 8 e 12
h) com o auxilio de uma camera acoplada a um microscopio invertido. As imagens
obtidas foram analisadas através do software Cell’F (Cell-F, Nova lorque, Estados
Unidos). Para o ensaio de MTT, foram realizadas coloracéo e leitura de densidade
Optica das células tratadas, conforme indicacdo do fabricante. Diferencas nos
valores de absorbancia determinaram a porcentagem de células vivas, através de
leitura de densidade Optica a 492 nm. A inibicdo do crescimento celular foi
determinada da seguinte forma: Inibicho do Crescimento = (1- AbSsgtreated
ceIIs/AbS492controI cells) X 100%.

O potencial apoptético das diferentes concentracdes de propolis vermelha foi
avaliado através de citometria de fluxo, utilizando-se dois kits de deteccdo de
apoptose: Annexin-V/7TAAD (Guava Technologies, Millipore Corporation™) e
TUNEL (Guava Technologies, Millipore Corporation™). Ambos os ensaios foram
realizados seguindo as instrucfes do fabricante.

Os dados obtidos foram analisados atraves de one-way ANOVA, seguido por
teste de Tukey para comparacdes multiplas. Valores de P<0,05 foram
considerados significantes em todas as andlises, sendo exibidos nos graficos
através de letras diferentes (A, B, C). Os dados foram expressos como média +
SEM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do efeito antiproliferativo mostrou que o extrato de propolis
vermelha possui efeito inibitério de 51% na concentracdo de 100 ug/mL, frente a
linhagem de carcinoma de bexiga, quando comparado ao controle ndo tratado
(Fig. 1). Os resultados também demonstram niveis superiores de inducdo de
apoptose inicial (56 e 64%) e tardia/morte (15 e 31%) nas concentracdes de 50 e
100 pg/mL de BRP, respectivamente (Fig. 2A). Embora ocorra um aumento da
inducdo de apoptose tardia observada no ensaio de Anexin, esse resultado néo
se mostra significativo entre os tratamentos na porcentagem de células com
fragmentacao de DNA (apoptose tardia), apos analise com TUNEL (Fig. 2B).
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Figura 1: Extrato etandlico de propolis vermelha inibe o crescimento celular de
carcinoma de bexiga, apos 24 horas de tratamento.
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Figura 2: Extrato etandlico de propolis vermelha induz apoptose em células 5637
apos 24 h de tratamento. (A) Percentual de células em apoptose inicial ou
tardia/morte apos analise com Annexin-V/7AAD; (B) Porcentagem de células com
fragmentacao de DNA (apoptose tardia) apos andlise com TUNEL.

O extrato etandlico de prépolis vermelha também demonstrou capacidade de
inibir o potencial de migracao das células tumorais de bexiga, permanecendo 57 e
61% de area livre nas concentracbes de 25 e 50 ug/mL, respectivamente,
enquanto que no grupo controle ndo tratado somente 33% da area permanecia
livre ap6s 12 h de acompanhamento (Fig. 3A). Além disso, o numero de células
com capacidade migratéria apds o tratamento com BRP também foi reduzido
significativamente em 12 h, quando comparado com o grupo controle ndo tratado
(Fig. 3B).
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Figure 3: Diminuicdo da migracao de células 5637 apos tratamento com 25 e 50
Mg/mL de extrato etandlico de propolis vermelha. (A) Porcentagem de area livre
apo6s 0, 8 e 12 horas de tratamento. (B) Numero de células que ultrapassam a
linha ap6s 8 e 12 horas de tratamento (*P<0,01)

A perspectiva de utilizar produtos naturais para tratamento do cancer vem
desde a antiguidade. Atualmente, produtos de origem natural sédo valiosas fontes
de descoberta de drogas anticancer (PAN et al, 2010) e a utilizagdo de prépolis
tem se mostrado eficiente no tratamento de diversos tipos de cancer, como



pancreas, leucemia, mama, laringe e célon cervical (CHEN et al, 1996; ASO et al,
2004; AWALE et al, 2008; FROZZA et al, 2012; KAMIYA et al, 2012). Nesse
trabalho, investigou-se pela primeira vez o efeito do extrato etandlico da propolis
vermelha brasileira sobre o potencial neoplasico de células tumorais de bexiga.
Os resultados observados indicam que a prépolis vermelha brasileira apresenta
propriedades que podem inibir o crescimento e a migragcéo celular tumoral, bem
como propriedades que podem induzir apoptose em linhagem de carcinoma de
bexiga.

4. CONCLUSOES
Os resultados obtidos demonstram que o extrato de propolis vermelha
possui potencial antineoplasico, podendo ser uma alternativa futura de aplicacao
clinica para tratamento de cancer de bexiga. Os resultados aqui apresentados
revelam ainda a necessidade de novos estudos para separagao e caracterizacao
dos componentes quimicos especificos envolvidos no processo antitumoral.
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