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1. INTRODUCAO

O céancer €& a principal causa de morte nos paises economicamente
desenvolvidos e a segunda principal em paises em desenvolvimento, apresentando
grande importancia sécio-econémica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).
Dentre os vérios tipos de carcinoma, o cancer de colorretal é o terceiro mais
comumente diagnosticado em homens e o segundo em mulheres (JEMAL et al.,
2011). Compreende tumores que afetam um segmento do intestino grosso, o célon,
e 0 reto e estima-se a ocorréncia de 32.600 novos casos da doenca, dentre 0s quais
15.070 acometendo homens e 17.530 mulheres (INCA, 2014).

No ambito do desenvolvimento de farmacos anti-tumorais, substancias de
origem natural tem sido muito estudadas, e representam 47,1% dos farmacos
utilizados atualmente em clinica (NEWMAN; CRAGG, 2007). A prépolis € uma
mistura de resina de substancias coletadas por abelhas (Apis mellifera) de diversas
fontes vegetais (RIGHI et al., 2013) e vém sendo considerada como uma fonte
natural de grande potencial para o desenvolvimento de novas drogas (NEWMAN;
CRAGG, 2007).

A propolis vermelha brasileira, obtida no nordeste do pais, é a variedade mais
recentemente identificada e possui compostos bioativos presentes em sua
composicdo, como chalconas, pterocarpanos, isoflavondides e polifendis
(TRUSHEVA et al.,, 2006). Esta se destaca por suas propriedades antitumorais
apresentadas tanto em testes in vitro (BEGNINI, et al., 2014; FROZZA et al., 2014)
quanto in vivo (KAMIYA et al.,, 2012), e em virtude disso, tem sido amplamente
estudada.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade
celular de células de adenocarcinoma de colorretal humano (linhagem HT-29) apos
tratamento com diferentes concentragdes de extrato hidroalcodlico da Propolis
Vermelha Brasileira (PVB), utilizando o ensaio de LIVE/DEAD.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencao do extrato de prépolis vermelha
As amostras da prépolis vermelha foram coletadas no nordeste brasileiro, na
localidade de Brejo Grande (S10 ° 28'25" W e 36 ° 26'12") em setembro de 2011. O
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extrato da propolis vermelha foi preparado a partir de 1g da propolis bruta, ao qual
foi adicionado 10 mL de EtOH-H20 70% (v/v). A mistura resultante foi filtrada e o
solvente evaporado, obtendo-se um pé fino e vermelho, o qual foi mantido
congelado (-20 °C).O p6 armazenado foi utilizado no preparo de uma aliquota
estoque pela diluicdo em solucao hidroalcoodlica 50%. Para as concentracdes finais,
a solucao foi diluida em meio de cultivo celular (DMEM acrescido de 10% de SFB)
nas proporcoes de 25 ug, 50 ug, 100 ug e 200 ug e apods, a solucao foi filtrada em
membrana de 0,22 ym antes de cada ensaio experimental.

2.2. Cultivo celular

A linhagem celular de adenocarcinomade colorretal humano (HT-29), obtida
do Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), foi cultivada em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
As células cresceram em estufa com atmosfera controlada a 37°C, 95% de umidade
e 5% de CO2. Os experimentos foram realizados com as células em fase logaritmica
de crescimento.

2.3. Avaliagéo da viabilidade celular

O ensaio de LIVE/DEAD (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) consiste em um kit
comercial que combina reagentes fluorescentes para se obter a discriminacdo de
duas cores, verde e vermelho, onde se pode distinguir a populacéo de células vivas
(coradas em verde) da populacdo de células mortas (coradas em vermelho). Células
vivas sdo capazes de internalizar a calceina e puderam ser analisadas por emisséo
de luz fluorescente verde (488 nm). O homodimero de brometo de etidio difunde-se
através da membrana permeéavel de células mortas e liga-se ao DNA, sendo
detectado pelosinal fluorescente vermelho (546 nm).

O ensaio foi realizado seguindo instru¢cdes do fabricante e posteriormente
analisado por microscopio de fluorescéncia Olympus IX71 (Olympus OpticalCo.,
Toquio, Japdo) por imagem multicor. As imagens obtidas foram avaliadasutilizando o
programa Cell*F software (Cell-F, Nova lorque, EUA).

2.4. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do teste exato de Fisher,
utiizando o programa SPSS 16.0. Valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente relevantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado do ensaio de LIVE/DEAD demonstrou uma diminuicdo na
viabilidade celular nas células da linhagem HT-29 de modo dose-dependente apos
tratamento com PVB (Figura 1). Houve um aumento na morte celular(Fluorescéncia
vermelha) nos tratamentos de maior concentracdo da prépolis vermelha (100ug/mLe
200 ug/mL) em comparacdo com o grupo controle. O veiculo (EtOH-H20) e as
concentracbes de 25 ug/mL e 50ug/mL apresentaram taxas de morte celular
similares entre si, sem muita discrepancia em relacdo ao observado no grupo
controle, ndo apresentando citotoxicidade. (Figura 1)
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figura 1: percentual de células mortas e vivas em relacao aos tratamentos de prépolis
vermelha administrados. letras minusculas indicam taxa de células vivas e maiusculas
taxa de células mortas. diferentes letras representam diferenca significativa.

Estudos anteriores ja haviam relatado potencial agdo anti-tumoral da propolis
em diversos tipos de linhagens celulares, como de pancreas, leucemia, mama,
laringe e colon cervical (CHEN et al., 1996; aso et al., 2004; AWALE et al., 2008;
FROZZA et al, 2012; KAMIYA et al., 2012). Além disso, em um estudo recente de
nosso grupo de pesquisa, foi relatado o efeito inibitério do extrato etandlico da
prépolis vermelha brasileira sobre a taxa de crescimento de células tumorais de
bexiga. (BEGNINI et al., 2014).

4. CONCLUSSOES

Os resultados obtidos demonstraram que a PVB, quando administrada em
altas concentracbes, apresenta atividade antitumoral, diminuindo a viabilidade
celular em células de cancer de colorretal (HT-29). Sendo assim, a propolis vermelha
brasileira pode ser uma alternativa futura de aplicacdo clinica para tratamento de
cancer de colorretal. Porém, mais estudos precisam ser realizados no ambito de
elucidar os compostos bioativos presentes no processo anti-tumoral e as melhores
concentracdes a serem administradas.
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