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1. INTRODUCAO

O cancer consiste em uma das principais causas de morte nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo um problema de saude mundial.
Segundo GARCIA et al (2007), é prevista a ocorréncia de cerca de 27 milhdes de
novos casos de cancer e 17,5 milhées de mortes por cancer no mundo até o ano
de 2050. Dentre os diversos tipos da doenga, o cancer de bexiga representa
cerca de 3% dos carcinomas que afetam a populacdo brasileira masculina,
ocupando o segundo lugar em incidéncia entre os tumores que afetam o sistema
urologico (INCA, 2012).

Um dos maiores desafios clinicos consiste no desenvolvimento de novos
farmacos e tratamentos que tenham impacto significativo nas taxas de cura do
cancer. Recentemente, os produtos naturais, como o propolis, vem sendo
considerados uma fonte potencial e ilimitada para o desenvolvimento de novas
drogas (NEWMAN E CRAGG, 2007; PAN et al, 2010).

O propolis consiste em uma mistura resinosa de substancias coletadas
pelas abelhas (Apis melifera) a partir de diversas plantas, sendo o Brasil detentor
da maior variedade de tipos deste composto (RIGHI et al, 2013). O propolis
vermelho é o tipo mais recentemente identificado e, desde sua descoberta, tem
sido amplamente estudado devido a suas propriedades antitumorais contra uma
ampla variedade de tipos de cancer, tanto em testes in vitro quanto in vivo
(DORNELAS et al. 2012; KAMIYA et al, 2012; FROZZA et al, 2013). Alguns de
seus mecanismos de acgao ja elucidados incluem: supressao da proliferagdo de
células tumorais via efeitos imunomodulatérios; bloqueio de vias de sinalizag&o
especificas de oncogenes; modulagdo do microambiente tumoral; além de agir
como tratamento adjunto ou complementar a terapias anticaAncer tradicionais
(CHAN et al, 2013).

Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do propolis
vermelho brasileiro no potencial de migragdo de células tumorais de bexiga
quando cultivadas in vitro através de um ensaio de cicatrizagao (Wound Healing
Assay ou Scratch Assay).

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacgao do extrato de prépolis vermelho
Para a preparacdo do extrato, 1g (peso seco) de propolis vermelho foi
adicionado a 10mL de EtOH-H,O 70% (v/v) e agitado a temperatura ambiente
durante o periodo de 24h. Apos a extracdo, a mistura foi filtrada e o solvente
evaporado, obtendo-se um po6 fino e vermelho. Este extrato seco foi mantido
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congelado a temperatura de -20°C. As concentragdes finais do extrato (25 e 50
pug/mL) foram preparadas imediatamente antes do uso utilizando EtOH-H>O 50%
(V/v).

2.2. Ensaio de cicatrizagao (Wound Healing Assay ou Scratch Assay)

O potencial de migracao das células foi testado através de um ensaio de
cicatrizagao in vitro (Wound Healing Assay ou In vitro Scratch Assay), o qual trata-
se de um método facil e barato amplamente utilizado em estudos de oncologia
para a avaliagdo do potencial de migragao celular in vitro. Este teste baseia-se na
observacao de que a criacdo de um espaco artificial em uma cultura celular em
monocamada confluente ira promover a migragéo das células presentes na borda
deste espaco em dire¢cdo ao mesmo, a fim de fecha-lo. O método envolve, entéo,
a abertura de uma zona livre de células em um cultivo celular em monocamada e
o acompanhamento da migracdo celular — através da captura de fotos em
intervalos de tempo regulares — até que as mesmas cubram a zona livre que foi
criada (LIANG et al, 2007).

Este método, recentemente implantado nos estudos realizados no Grupo
de Pesquisa em Oncologia Celular e Molecular da UFPel, apresenta uma série
de vantagens, uma vez que mimetiza a migragao celular da forma como essa
ocorre in vivo, principalmente para populacbes de células, como no caso dos
tumores. Além disso, permite o estudo da regulagdo da migracdo celular por
interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, muito importantes para o
entendimento do processo de proliferacdo celular descontrolada que ocorre
durante a tumorigénese (LIANG et al, 2007).

A linhagem de células de carcinoma de bexiga humana (5637) — obtida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) — foi cultivada em monocamada, em uma placa de 6 pogos, na
concentracdo de 5x10° células/mL utilizando meio de cultura apropriado
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medim — DMEM) e suplementado com 10% de soro
fetal bovino (FBS) (Gibco, Grand Island, Nova lorque, Estados Unidos), 1% L-
glutamina e 1% penicilina/estreptomicina. As células foram cultivadas em estufa a
temperatura de 37°C, 95% umidade e 5%CO..

Apos atingirem grau desejavel de confluéncia, as células foram submetidas
a diferentes concentragbes de extrato etandlico de prépolis vermelho (25 e 50
pug/mL) durante o periodo de 24 horas. Apos este periodo, foi aberta em cada
poco uma zona livre de células, com o auxilio de uma ponteira para micropipeta
p200, conforme descrito por LIANG et al (2007).

As células foram entdo acompanhadas durante o periodo de 12 horas,
tendo sido fotografadas em tempos especificos com o auxilio de uma camera
acoplada a um microscopio de inversédo (DP 12; BX 51; Olympus, Toquio, Japao).
As imagens obtidas foram analisadas através do software Cell’F (Cell-F, Nova
lorque, Estados Unidos).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos naturais sao considerados uma fonte ilimitada para a
descoberta de drogas antitumorais (PAN et al. 2010). O uso dos mesmos para o
desenvolvimento de um tratamento eficaz e especifico para o cancer tem sido
bastante visado, sendo o propolis e seus compostos uma alternativa promissora
devido a seu potencial antitumoral (CHAN ET AL 2013;. SAWICKA ET AL 2012).

O presente estudo avaliou pela primeira vez o efeito do extrato etandlico de
prépolis vermelho brasileiro sobre o potencial de migragéo de células tumorais de
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bexiga. O potencial de migracdo da linhagem 5637 foi inibido de forma
significativa apos 24 horas de tratamento com o propolis vermelho. A migragéo
celular foi controlada em fungdo do tempo, observando-se uma inibigado da largura
da area livre de células em 15% e 70% apos 8h e 12h , respectivamente, para
ambas as concentragdes de propolis vermelho testadas (Figura 1). Além disso, o
numero de células presentes na area livre, tanto em 8h quanto em 12h de
experimento, para ambas as concentragbes da droga, foram menores quando
comparado aos controles ndo tratados, demonstrando que o propolis vermelho foi
capaz de inibir o potencial de migracao das células tumorais de bexiga (Figura 2).
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Figura 1: Diminuicdo da area livre de células durante o periodo de 12 horas

para as concentragdes de 25 e 50 pg/mL de extrato etandlico de prépolis
vermelho brasileiro (#P < 0,01).
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Figura 2: Numero de células presentes na area livre durante os periodos de
8h e 12h para as concentragdes de 25 e 50 ug/mL de extrato etandlico de propolis
vermelho brasileiro (#£<0,01).

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que o propolis vermelho
brasileiro apresenta um potencial antitumoral promissor contra células tumorais de
bexiga, inibindo o potencial de migragdo e capacidade proliferativa das mesmas
de forma significativa, mesmo em baixas concentragdes. Assim, o propolis
vermelho brasileiro representa uma fonte potencial para o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos para o tratamento do céncer de bexiga.
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