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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), € prevista a ocorréncia de cerca de 27 milhdes de
novos casos de cancer e 17,5 milhdes de mortes por cancer no mundo até o ano de
2050.

Dentre essas doencas, o cancer de colorretal, caracterizado pela presenca de
poélipos, abrange tumores que acometem um segmento do intestino grosso (o célon)
e o reto, apresentando estimativa de 32.600 novos casos, sendo 15.070 homens e
17.530 mulheres (INCA, 2014).

A prépolis vém sendo considerado uma fonte potencial e ilimitada para o
desenvolvimento de novas drogas (NEWMAN; CRAGG, 2007 e PAN et al. 2010). A
propolis é uma mistura resinosa, coletada pelas abelhas (Apis mellifera L.) a partir
de diversas plantas (RIGHI et al. 2013). A propolis vermelha brasileira, obtido no
nordeste, é o tipo mais recentemente identificado e, desde sua descoberta, tem sido
amplamente estudada devido a suas propriedades antitumorais apresentadas tanto
em testes in vitro (DORNELAS, et al. 2012) quanto in vivo (KAMIYA et al. 2012 e
FROZZA et al. 2013).

Visando a importancia do desenvolvimento de novos farmacos que tenham
impacto significativo nas taxas de cura do cancer, este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito citotoxico do extrato etandlico da Prépolis Vermelha Brasileira (PVB)
em adenocarcinoma colorretal humano (linhagem HT-29), avaliando o grau de
apoptose dessas células frente ao potencial composto testado.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacdo do extrato da propolis vermelha

As amostras de propolis vermelha foram coletadas no nordeste brasileiro (S10 °
28'25" W e 36 ° 26'12") em setembro de 2011 e congeladas a -20 ° C. O extrato foi
preparado segundo metologia empregada por Frozza et al. (2013). O extrato seco foi
mantido congelado a -20°C. As concentragdes finais do extrato (25, 50, 100 e 200
png/mL) foram preparadas imediatamente antes do uso utilizando EtOH-H20 50%
(V/Iv).
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2.2. Cultivo Celular

As células de adenocarcinoma colorretal humano (linhagem HT-29) e
fibroblastos de ovario de hamster (linhagem CHO - utilizada como controle néo
tumoral), obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil), foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS). As células cresceram em
atmosfera controlada a 37°C e 5% de CO2. Os experimentos foram realizados com
as células em fase logaritmica de crescimento.

2.3 Determinacdao da citotoxicidade

O ensaio colorimétrico de MTT é um teste de triagem ao qual avalia a
atividade metabodlica das células através do reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio. Assim, células viaveis reduzem metabolicamente o sal
de MTT, formando os cristais de formazan de cor azul-parpura, que se acumulam no
citoplasma celular.

Para o ensaio de MTT, foram realizadas coloracdo e leitura de densidade
Optica das células tratadas, conforme indicacdo do fabricante. Diferencas nos
valores de absorbéancia determinaram a porcentagem de células vivas, através de
leitura a 492nm. A inibicdo do crescimento celular foi determinada do seguinte modo:
inibicdo do crescimento é igual a absorbancia de células controle multiplicado por
100%. Cada resultado foi proveniente da média das absorbancias de 3 pocos
diferentes.

2.4 Ensaios de Apoptose Celular

O potencial apoptoético das diferentes concentracbes de PVB 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 o0s ensaios foram realizados
seguindo as instrucdes do fabricante.

2.5 Andlise dos dados

Os dados obtidos foram analisados através 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 gréficos através de letras
diferentes. Os dados foram expressos como média + SEM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do efeito antiproliferativo mostrou que a PVB diminuiu
significativamente a viabilidade celular in vitro de forma de dose-tempo-dependente
em HT-29, onde a inibicdo do crescimento celular foi superior a 50% a partir de
50ug/mL em 24 e 48 horas. Em relagcéo a solucao hidroalcodlica ndo foi observada
citotoxicidade. O gréfico abaixo (Fig.1) representa os resultados obtidos de inibi¢cdo
do crescimento celular com o tratamento da PVB nas diferentes concentracdes e
nos tempos de incubagao. HT-29
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Figura 1. Taxa de inibicdo de crescimento celular nas linhagens HT-29 nas concentracdes de 25 a
200pg/mL nos tempos de 24 e 48 horas. Letras mailsculas representam diferencas entre as
concentracdes; e letras minUsculas representam diferencas entre os tempos de tratamento.

Através das analises por citometria de fluxo, podemos observar que o
aumento no numero de células positivas para o ensaio de TUNEL foi dose-
dependente, salientado que esse resultado chegou a aproximadamente 100% de
células positivas (Fig. 2A), indicando apoptose celular nas células tratadas.

No teste Annexin-V/7AAD, podemos observar que o ndmero de células
apoptoticas iniciais e tardias tiveram efeito dose-dependente nas concentracfes de
25ug/mL e 50pg/mL, com aproximadamente 15% e 40% de células apoptoticas
respectivamente. Enquanto que, nas concentracfes de 100ug/mL e 200ug/mL o
namero de células apoptoticas foi de aproximadamente 100%. Nas células tratadas
com a maior concentracdo (200ug/mL) foi observado 100% de apoptose tardia (Fig.
2B)
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Figura 2: Analises por citometria de fluxo com o extrato etandlico da propolis vermelha brasileira. (A)
Taxa de apoptose inicial e tardia/morte em relacéo ao percentual de células vivas na linhagem HT-29
nas concentracdes de 50 a 200ug/mL no tratamento durante 24 horas. (B) Taxa de células positivas
para andlise de tinel na linhagem HT-29 nas concentracdes de 50 a 200ug/mL durante o tratamento
de 24 horas.

4, CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que a propolis vermelha brasileira
apresentou efeito antitumoral inibindo o crescimento celular e induzindo a apoptose
em células de cancer de colorretal (HT-29), podendo ser uma alternativa futura de
aplicacao clinica para tratamento de cancer de colorretal.
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