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1. INTRODUCAO

O céancer de bexiga € o nono tipo mais freqiente de cancer no mundo. Em
2012, mais de 400 000 casos de cancer de bexiga ocorreram em todo o mundo
(GOOSSENS et al., 2015). Este tipo de tumor possui custo elevado por paciente,
devido a sua alta taxa de recorréncia e necessidade de monitoramento continuo
(SIEVERT et al., 2009).

Os produtos naturais tém sido investigados como tratamento de varios tipos de
tumores. A prépolis € um produto natural produzido pelas abelhas a partir da
goma vegetal, que geralmente contém uma variedade de compostos quimicos,
como os acidos fendlicos, ésteres, flavonoides (flavonas, flavanonas, flavonaois,
dihydroflavonols e chalconas) terpenos, aldeidos aromaticos, acidos, estilbenos e
B-esteroidal (GARDANA et al., 2007).

A proépolis vermelha brasileira mostrou-se eficaz no tratamento de linhagens
de células tumorais (AWALE et al., 2008; KAMIYA et al., 2012; PINHEIRO et al.,
2014). E uma variedade obtida no nordeste do Brasil, com origem botanica
Dalbergia ecastophyllum (Leguminosae), que confere a cor vermelha (DAUGSCH
et al., 2008). Em um estudo de estrutura e atividade da prépolis brasileira, foi
avaliado a atividade citotoxica in vitro de 39 flavonoides contra seis linhagens
celulares de cancer diferentes, mostrando o potencial antitumoral de flavonoides
presentes neste produto natural (LI et al., 2008). Ja é conhecida a atividade
antitumoral de alguns flavonoides, onde tém sido proposto mecanismos
moleculares, tais como (SINGH et al., 2006; MANSOOR et al., 2011; JIN et al.,
2014): downregulation da proteina p53 mutante, parade de ciclo celular, inibicdo
de tirosina quinase, inibicdo de proteinas heat shock, capacidade de ligacédo a
receptores de estrogénio e inibicdo da expressdo das proteinas Ras (KUMAR,;
PANDEY, 2013).

Em estudo do nosso grupo, o extrato hidralcoolico da propolis vermelha
brasileira foi capaz de induzir a morte celular por apoptose e promover a
diminuicado do potencial de migracao de linhagem de células de cancer de bexiga
(BEGNINI et al., 2014). Considerando as evidéncias cientificas acima relatadas e
a necessidade de encontrar tratamentos eficazes para o cancer de bexiga, que
tem alta prevaléncia e gera alto custo por paciente, o objetivo deste estudo foi
avaliar a citotoxicidade de fracdes da propolis vermelha brasileira em células
humanas de cancer de bexiga.
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2. METODOLOGIA

2.1 Cultura celular

Células de carcinoma de bexiga, linhagem 5637, foram obtidas do banco
de células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medim — DMEM 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% CO2. Os experimentos foram realizados em triplicatas
com células em fase logaritmica de crescimento.

2.2 Ensaio citotéxico

A citotoxicidade das fracdes da propolis vermelha brasileira foi determinada
por medicdo da reducdo de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide] em cristais de formazan nas células de cancer de bexiga,
linhagem 5637. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma
densidade de 2x10* células por poco e incubagdo por 24h. Apés, foram tratadas
com seis concentracdes (1-100 pug/mL) de cada uma das fracdes por 24 e 48h.
ApOs o tempo de incubagéo, o meio de cultura foi removido e 100 mL de sulfoxido
de dimetil foi adicionado a cada poco para dissolver os cristais de formazan. A
viabilidade celular foi avaliada através da medicdo da absorbéancia, utilizando um
leitor de microplacas. Apdés o este ensaio, uma concentracdo e tempo foram
selecionados para posterior analise de apoptose.

2.3 Andlise de apoptose

Foi realizada a coloracdo DAPI  (4',6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), que emite fluorescéncia azul
através da ligacdo a regides AT do DNA. As células foram cultivadas em placas
de 96 pocos a uma densidade de 2x10* células por poco, e incubagéo por 24h.
Apos, foram tratadas com 12,5 pug/ml das trés fracBes selecionadas, durante 48h.
O ensaio foi analisado com um microscopio de fluorescéncia Olympus IX71
(Olympus Optical Co., Téquio, Japao) por imagem multicor. As imagens gravadas
foram analisadas usando software de Cell*F (Cell-F, Nova lorque, EUA).

2.4 Analise 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 nas analises, sendo exibidos nos graficos através de
letras diferentes. Os dados foram expressos como média + SD.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A propolis vermelha brasileira tem sido estudada devido a sua grande
quantidade de compostos com propriedades antimicrobianos, antivirais,
antioxidantes e anticancerigenos(SFORCIN, 2007; AHN et al., 2009). A sua
composicao varia de acordo com a regido e periodo de coleta, portanto, alguns
estudos tém sugerido a caracterizacdo da propolis vermelha brasileira (AWALE et
al., 2008; LI et al., 2008; DAUGSCH et al., 2008; RIGHI et al., 2011), a fim de
esclarecer quais compostos tém acgédo promissora como drogas futuras. Neste
estudo, foi realizado o fracionamento por cromatografia, de uma amostra de
propolis coletada no estado de Alagoas, Brasil, seguido de caracterizagdo das



fracbes biologicamente ativas frente a linhagem 5637 de cancer de bexiga. A
caracterizagdo das fragcbes 2F04, 2F05 e 2F08 apresentou uma constituicdo
formada basicamente por flavonoides, uma classe de polifendis. Compostos
polifendlicos constituem um grupo diversificado de metabolitos secundarios
presentes na dieta humana. Estas moléculas s&@o consideradas agentes
quimiopreventivas capazes de modular vias de sinalizagao celular, ativar sinais de
morte celular e induzir apoptose em células neoplasicas ou pré-neoplasicas, inibir
a progressao ou até mesmo o desenvolvimento do cancer (FRESCO et al., 2006).

O ensaio MTT foi utilizado para determinar a citotoxicidade das fracdes da
propolis vermelha brasileira, obtidas na separagdo cromatografica contra a
linhagem de cancer de bexiga. As trés fracbes mostraram uma inibicdo do
crescimento superior a 50% na concentracdo de 12,5 ug/ml.

O tratamento das células com os compostos estudados induziu alteracdes
morfoldgicas tipicas do processo de apoptose, incluindo a reducdo do volume
celular e fragmentacdo do DNA (HU; KAVANAGH, 2003). A coloracdo DAPI
demonstrou células com nucleos reduzidos e condensados, processo tipico de
apoptose. A inducéo de apoptose por flavonoides ja € descrito em diferentes tipos
de células cancerosas, como no cancer de mama (CHEN et al., 2013), de préstata
(LIU et al., 2014), neuronal (GAO et al., 2008) e de leucemia mieldide (TRIVEDI,
MAURYA; MISHRA, 2014).

4. CONCLUSOES
As fracdes de propolis vermelha brasileira possuem atividade citotdxica e
induzem a morte por apoptose em células de cancer de bexiga devido a acao dos
polifendis. Um passo seguinte sera avaliar a atividade dos compostos isolados
para elucidar a molécula mais eficiente contra este tipo de tumor e avaliar
possivel sinergismo entre 0S compostos.
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