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Baby, I'm just soggy from the chemo
But counting down the days to go

It just ain't living

And [ just hope you know

That if you say

Goodbye today

I'd ask you to be true

'Cause the hardest part of this

Is leaving you

(Cancer, My Chemical Romance)



RESUMO

O cancer cervical é o quarto tipo mais comum entre mulheres no mundo todo.
Estima-se que 90% dos casos ocorrem em fungdo da infecgao do epitélio cervical
por estirpes do virus HPV, caracteristica que contribui para a evasdo do sistema
imune e formagdo de um microambiente tumoral inflamatério, aspectos
determinantes da sobrevivéncia e progressao de varios tipos de tumor. Apesar de
existirem métodos de prevengao e ser uma doencga de evolugao lenta, o diagndstico
geralmente ocorre em estagios mais avangados, os quais demandam terapias mais
agressivas e com impacto negativo a qualidade de vida da paciente. Muitos estudos
indicam o propolis como um produto de otimo potencial anti-inflamatorio e
antitumoral, o que torna sua utilizagdo promissora como coadjuvante a quimioterapia
destinada ao tratamento do céncer. Desta forma, este trabalho visa observar se
existe uma correlagdo do efeito antitumoral ao efeito anti-inflamatorio de extrato de
propolis, em modelos experimentais in vitro, bem como de avaliar se o tratamento
com propolis € capaz de sensibilizar células de cancer cervical a acdo do paclitaxel.
Os dados obtidos demonstram que os trés extratos avaliados ndo apresentaram
efeito citotoxico e/ou antiproliferativo seletivo. A associagao do paclitaxel ao extrato
hexanico apresentou efeito antagbnico. Por fim, verificou-se que o efeito antitumoral
do mesmo extrato ndo esta correlacionado a inibicdo de vias inflamatdrias acionadas
pelo 6xido nitrico. Desta forma, conclui-se que o extrato hexanico ndo pode ser
considerado como um adjuvante na quimioterapia do cancer cervical, sendo
necessaria a realizacdo de mais estudos para elucidar a possivel correlagdo entre o
efeito antitumoral e anti-inflamatério da fragao hexanica.

Palavras-chave:  Céancer cervical. Tratamento. Propolis. Citotoxicidade. Adjuvante.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common type among women around the
world. About 90% of cases occur due to infection of the cervix epithelium by HPV
virus strains, characteristic that contributes to imune system evasion and a
inflammatory tumor microenvironment formation, determinant aspects for survival
and progression of any tumor. Despite the existence of prevention methods and the
disease’s slow evolution, the diagnostic usually occurs in more advanced stages,
which require more aggressive therapies and with negative impact to patient’s quality
life. Various studies indicate propolis as a product with great antitumor and anti
inflammatory potential, which makes it useful as an adjuvant for cancer
chemotherapy. This research aims to correlate the in vitro antitumor effect to the anti
inflammatory effect of a propolis extract and to analyze its association with a cervical
cancer’s first line chemotherapy. All the three fractions utilized did not presented
selective cytotoxicity and/or antiproliferative effect. The association between
paclitaxel and the hexanic extract had an antagonistic efect, and the antitumor effect
of the same extract is not correlated with an anti inflammatory effect. After these
results, it is necessary to investigate the type of cell death and the anti-migratory and
antiinvasive potential of the hexanic fraction..

Keywords:  Cervical cancer. Treatment. Propolis. Cytotoxicity. Adjuvant.
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1 INTRODUGAO

O cancer é um conjunto de diversas doengas que surge quando uma
célula adquire a capacidade de se replicar continuamente, de resistir a
mecanismos de morte celular programada, de modificar seu metabolismo
energético e de alterar a resposta do sistema imune, fazendo com que este
nao a reconhega como uma célula a ser eliminada ou que este corrobore para
sua proliferacdo e propagagdo (HANNAHAN; WEINBERG, 2011; POVOA;
FIOR, 2019).

O carcinoma cervical (CC) é um tipo de cancer maligno que acomete o
cérvix uterino. A maioria dos casos (em torno de 90%) de CC é decorrente da
infeccéo persistente pelo virus HPV, ou papilomavirus humano, a qual facilita o
recrutamento de linfécitos, neutrofilos, macrofagos e outras células que
corroboram a criagdo e manutencdo de um microambiente inflamatorio
favoravel a instalagdo e propagacao tumoral (LANIEWSKI et al., 2018; POVOA;
FIOR, 2019). Em escala global, esta patologia € o quarto tipo de cancer mais
comum entre mulheres, e em torno de 60 a 85% das pacientes recebe o
diagnostico da doenca em fases mais avangadas, em funcdo da cobertura
insuficiente do rastreamento por teste de Papanicolau e vacinagao contra as
estirpes de HPV de alto risco (KOH et al., 2019; REGALADO PORRAS et al.,
2018).

Se as lesdes neoplasicas forem detectadas precocemente, € possivel
realizar cirurgia conservadora para excisao tumoral (CASTLE et al., 2017) ou
aplicar estratégias terapéuticas de acédo local, como crioterapia, a fim de
provocar a morte de células tumorais na porg¢éo cervical acometida (DE FOUW
et al., 2019). J& em estagios mais tardios (carcinoma cervical localmente
avangado ou metastatico), € mais indicada a implementacao de cirurgia radical
(histerectomia), quimioterapia em conjunto com radioterapia e imunoterapia
(COHEN et al., 2019).

Mesmo sendo procedimentos menos agressivos em comparagao as
demais técnicas, os métodos cirurgicos e ablativos (de agcado local) trazem
prejuizos a qualidade de vida da paciente, uma vez que sao capazes de causar
hemorragia, linfedema, danos a nervos préximos a pelve e disfungdes sexuais
(MACDONALD; TIDY, 2016; TOMAO et al., 2016). As opgdes recomendadas
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aos casos mais avangados possuem efeitos adversos ainda mais severos,
(REGALADO PORRAS et al.,, 2018), e ha o risco de a paciente adquirir
resisténcia ao longo do tratamento (ZHU et al., 2016; BARBUTI; CHEN, 2015).

A suplementacdo com prépolis, um produto ceroso produzido por
abelhas operarias, demonstra eficacia na amenizagcao de efeitos colaterais em
humanos recebendo quimioterapia (PIREDDA et al., 2017). Estudos in vitro
sugerem que o propolis pode ser associado a quimioterapicos para
potencializar o efeito antineoplasico destes (BERNARDINO et al., 2018). Ainda,
dados da literatura relatam a agdo do prépolis sob a modulagdo de genes que
atuam em processos inflamatérios e oncogénicos (DOI et al., 2017).

Assim, este trabalho objetiva correlacionar, de modo preliminar, os
efeitos anti-inflamatdrio e antitumoral de diferentes extratos de propolis de Apis
mellifera coletado de Piraquara — PR, verificando a agao destes sobre o efeito

de antineoplasicos utilizados clinicamente o tratamento do cancer cervical.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER - ASPECTOS GERAIS

Segundo Hannahan e Weinberg (2011), uma célula normal torna-se
uma célula neoplasica ao obter, progressivamente, fungdes ou caracteristicas
necessarias ao crescimento e disseminagdo de células malignas, as quais
incluem: proliferagdo celular sustentavel; evasdo de supressores do
crescimento; evasao da destruicdo pelo sistema imune; imortalidade replicativa;
ativagcado da migracao celular e invasao; indugcdo da angiogénese, resisténcia a
morte celular; desregulagdo do metabolismo energético; instabilidade e
mutacado gendmica e inflamagao pré-tumoral.

A oncogénese € iniciada e progride em razao da interagdo entre fatores
genéticos e agentes externos. Mutagdes somaticas — referentes as mutagdes
originadas em um tecido apenas — ou germinativas — presentes em todas as
células do organismo — s&o as causas primarias da transformacao de uma
célula benigna em maligna (WARD, 2002). Ja os fatores externos podem ser
de origem fisica (radiacdo UV, por exemplo), quimica (componentes da fumaca
do cigarro) ou biolégica (infec¢des virais ou bacterianas) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2019).

Para o biénio 2018-2019, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou
a ocorréncia de aproximadamente 630.000 novos casos de cancer no Brasil, e
registrou mais de 200.000 obitos em funcédo desta doenga em 2016 (BRASIL.
Instituto Nacional de Céancer, 2019). A Organizagdo Mundial da Saude estimou
a morte de 9,6 milhdes de pessoas em decorréncia de neoplasias malignas
pelo mundo em 2018, e afirma que uma em cada seis mortes sao relacionadas
ao cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2019).

2.2 CANCER E INFLAMAGCAO

Estudos epidemiolégicos e moleculares demonstram que o cancer e a
inflamagdo sdo processos interconectados. A inflamagéo, aliada a fatores
comportamentais, ambientais e genéticos, é capaz de induzir a transcrigao

génica de fatores relacionados a formagado de um microambiente inflamatorio—
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quimiocinas, citocinas e prostaglandinas — e que sdo comuns a carcinogénese
(MANTOVANI et al., 2008). Estes eventos levam ao recrutamento de
macrofagos, mastécitos e neutrofilos, células que expressam fatores de
transcricdo que ampliam a inflamacéo local e promovem a incorporacdo de
células do sistema imune e seus produtos no microambiente inflamatdrio
tumoral, fenébmeno essencial ao inicio e evolugdo de neoplasias malignas
(GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018; SHRIHARI, 2017).

FIGURA 1 - EVENTOS RELACIONADOS A INFLAMAGAO E CANCER

Via Extrinseca Via Intrinseca

Inflamagao ou infecgdo Ativagdo de oncogenes

Fatores de transcrigao (NF-kB, STAT3,
HIF1a) ativados nas células tumorais

|

Citocinas, quimiocinas e prostaglandinas (COX2)
produzidas pelas células tumorais

|

Células inflamatdrias
recrutadas

Macréfago MDSC (myeloid-derived
supressor cell)
.l 09 \>
. Cal
B
& el
D!
Eosinofilo l Neutrofilo

Fatores de transcricao (NF-kB, STAT3, HIF1a)
ativados em células inflamatérias, células
estromais e tumorais

|

Quimiocinas, citocinas e prostaglandinas
(COX2) sdo secretadas

|

Inflamagéo relacionada ao
cancer

|

- Proliferacdo, sobrevivéncia celular e transicao epitélio-mesenquimal
- Angiogénese e linfangiogénese

- Migragao de células tumorais, invasao e metastase

- Inibigdo da resposta imune adaptativa

- Resposta alterada a horménios e agentes quimioterapicos

Células tumorais, por influéncia da ativacao de oncogenes, inflamagéo crdnica n&o solucionada
e infeccao por patdgenos, expressam fatores transcricionais e secretam mediadores
inflamatdrios a fim de recrutar células do sistema imune ao microambiente tumoral. As células
inflamatérias cooptadas, entdo, secretam substancias que contribuirdo ao crescimento e
disseminagao das células neoplasicas.

FONTE: Adaptado de Mantovani (2008).



O fator nuclear kappa B (NF-uB) coordena respostas imunes e
inflamatdrias, e sua ativagao constitutiva estimula a proliferacdo e migracao
celular, invasividade e inibicdo da apoptose em células tumorais (AGUIAR et
al., 2017; CAPECE et al., 2018). A ativagao da via JAK/STAT3 (do inglés: janus
quinase/signal transducer and activator of transcription 3) interfere
positivamente no crescimento e sobrevivéncia tumoral (MANTOVANI et al.,
2008). Alem disso, algumas células cancerigenas ativam o fator de transcrigéo
HIF-1a, promovendo a metabolizagdo da glucose pela via glicolitica e a
geracao de lactato, o qual auxilia na migracao, invasdo e escape do sistema
imune (HAYASHI et al., 2019).

Outro mecanismo das células neoplasicas para aumentar suas chances
de sobrevivéncia e disseminacao € induzir a imunotolerancia no microambiente
tumoral, a fim de evitar respostas tumoricidas de células inflamatdrias. Este
processo ocorre, por exemplo, em macrofagos infiltrados no microambiente
tumoral, ou TAMs (do inglés: tumor associated macrophages). Estes fagdcitos,
ao entrarem em contato com as citocinas IL-4 ou IL-13, polarizaram-se no
subtipo M2, que possuem funcdes de reparo tecidual capazes de favorecer a
progressao tumoral, tais como estimulagdo da angiogénese e linfangiogénese
e secregao de IL-10 e TGF-B (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018).

Células dendriticas sado responsaveis por fagocitar e apresentar
antigenos a células T efetoras. As DCs (do inglés: dendritic cells) imaturas
adquirem a maturagdo ao se encontrarem com antigenos no tecido periférico,
tornando-as em potentes ativadoras de linfocitos TCD4+ e TCD8+ e em uma
peca-chave na imunidade contra o cancer (HAAS; OBENAUF, 2019). Portanto,
inibir a maturacdo de tais células ou seu recrutamento compromete a
consolidagcdo de uma resposta imune antitumoral adaptativa em favor da
eliminagcdo de células malignas. Isto pode ocorrer pela ativagédo da via JAK/
STAT3 em células do tumor e do sistema imune (MANTOVANI et al., 2008),
secrecao das citocinas IL-10 e TGF-B por TAMs e a producdo de
prostaglandina E2 (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018).

Sintetizadas a partir do acido araquidénico (AA) contido nos fosfolipidios
de membrana, as prostaglandinas sao lipidios bioativos que participam tanto na
homeostase tecidual quanto na inflamagdo, como uma molécula pré-
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inflamatdria. Uma das mais relevantes é a prostaglandina E> (PGE2), a qual
possui receptores acoplados a proteina G e nucleares que atuam na
transducdo de sinais e transcricdo génica de fatores essenciais a
reorganizagao tecidual, incluindo promogdo da angiogénese e diminuicdo da
transcricdo de moléculas de adesdo. A expressao aumentada de ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) e PGE: sintase microssomal, bem como a reduc¢ao dos
niveis de proteinas que catabolizam e inativam tais moléculas sdo estratégias
adotadas pelas células tumorais para que haja acumulo de prostanoides, em
especial PGE2, para que a mesma favorega os processos migragao e invasao
tumoral (MENTER; DUBOIS, 2011).

O 6xido nitrico € um transmissor gasoso conhecido por agbes como:
relaxamento de musculos lisos, vasodilatagdo, decréscimo da agregacao
plaquetaria, inativacdo pos-traducional de proteinas oncogénicas (NF-uB e
metaloproteinase-9) ou supressoras tumorais, (caspases-3 e caspase-9),
assumindo assim, um papel tanto na inibicdo como na progressdo do cancer
(KASHFI; VANINI, 2019).

Em células normais, a proteina p53 regula negativamente a expressao
da enzima oxido nitrico sintase induzida (NOS2). Portanto, modificacbes na
atividade normal da p53 (reduzido em pelo menos 60% dos canceres) elevam
o fluxo de ON, e indicios sugerem que, na faixa de 100 a 400 nM, o sinalizador
gasoso interfere em sistemas de reparo do DNA, influencia na ativacao de vias
de sinalizacdo para sobrevivéncia e proliferacdo celular, além de elevar a
producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNs), as quais podem causar
dano ao material genético, contribuindo dessa forma, para o desenvolvimento e
progressao tumoral (SOMASUNDARAM et al., 2019).

2.3 CANCER CERVICAL

Considerado o terceiro tipo de cancer mais registrado entre mulheres e o
quarto colocado em se tratando da mortalidade por cancer em individuos do
mesmo género no Brasil, o cancer cervical, ou cancer de colo de utero, &
provocado principalmente pela infecgdo persistente por cepas oncogénicas do

Papilomavirus Humano (HPV). O cancer cervical acomete o cérvix uterino, que
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trata-se da parte inferior do utero (BHATLA et al., 2018; BRASIL. Instituto
Nacional de Cancer, 2019).

2.3.1 HPV e fatores de risco

O Papilomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae,
composta por pequenos virus ndo envelopados icosaédricos, que apresentam
DNA dupla fita. Os géneros identificados até o0 momento sao alfa, beta, gama,
mu e nu, sendo que os alfa-HPV infectam majoritariamente regides de mucosa
e os demais géneros afetam o epitélio cutaneo (GHEIT, 2019). Sua transmisséo
pode ser dada pelo compartilhamento de objetos pessoais (lengois ou toalhas)
de pessoas infectadas ou pelo contato sexual (AGGARWAL, 2019; GHEIT,
2019).

Acredita-se que, em algum momento, homens e mulheres sexualmente
ativos entrardo em contato com o HPV, desenvolvendo um quadro infeccioso.
Entretanto, em 90% dos individuos, a infec¢cao € reprimida pelo sistema imune
em cerca de 24 meses. Ja nos 10% restantes, a infecgéo persiste como um
ciclo que pode levar anos ou décadas para alcangar o estagio de cancer
invasivo (ver FIGURA 3). A recorréncia das infecgbes e incubacéao viral estao
fortemente ligados a idade avangada e ao fato dos individuos possuirem
multiplos parceiros sexuais (AGGARWAL, 2019).

FIGURA 2 - CICLO DE INFECCAO DO HPV

Invasao

Progressao

Infecgcao

4

Cancer
Invasivo

4

‘ Pré-cancer
Epitélio
Infectado
Epitélio
Normal ‘ '
u Regressao

Remocgéao
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O ciclo ilustrado consiste na infecgédo do epitélio cervical normal, clearance da infecgéo pelo
HPV, progressao ao estagio pré-neoplasico, regressao do epitélio aos estados infectado e
normal, e progresséo ao estagio de cancer invasivo. Esta ultima fase pode ocorrer anos ou

décadas ap6s a infecgao inicial.

FONTE: Adaptado de Aggarwal (2019).

Os tipos HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58 e 59 sao os que
representam os agentes etiolégicos de maior risco para a formagao de tumores
ginecoldgicos (cancer cervical, cancer de vagina, de vulva), urolégicos (cancer
peniano, testicular), do trato anogenital (cancer de bexiga, de anus) e de
cabeca e pescogo (cancer orofaringeo) (CAl et al., 2018; GHEIT, 2019). Ja os
de menor risco (HPV6 e 11) podem promover o desenvolvimento de lesdes
benignas no trato respiratorio, no trato gastrointestinal superior, na regido
ocular, além de causarem verrugas genitais (AGGARWAL, 2019).

O HPV possui varios mecanismos de evasao do sistema imune, dentre
eles pode-se citar: a replicacdo viral nao-citolitica, a qual evita a ativacao de
respostas inflamatdrias fundamentais ao recrutamento de células da resposta
imune inata e adaptativa; agdes imunossupressoras através do aumento da
producdo e secrecéo de IL-6 e PGE: pelas células transformadas com o virus;
ativagdo da via JAK/STAT3 em mondcitos, fazendo com que macrofagos se
acumulem no microambiente cervicovaginal, e promog¢ao do fendtipo de
macrofagos M2, os quais suprimem a atividade de células citotéxicas operantes
na remocgao do HPV no organismo (SMOLA, 2019).

Cerca de 83% dos casos de cancer cervical apresentam integracdo do
DNA do HPV a célula hospedeira, processo que geralmente acarreta na perda
da regulacdo da expressao das proteinas virais E6 e E7 (GHEIT, 2019), as
quais exercem efeitos oncogénicos, tais como: 1) promovem a inibicdo de p53 e
de pRb, (FARIDI, 2011); Il) elevam a transcrigdo dos genes MYC (DANG,
2012), KRAS (BANG et al., 2013) e FOS (CHEN et al., 2019); e lll) induzem
células diferenciadas da lamina supra basal do colo uterino a reentrar na fase S
do ciclo celular (AGGARWAL, 2019).

O tabagismo € um habito aparentemente ligado a predisposicdo e a
progressdo do cancer cervical apés a infecgcédo pelo HPV. Os mecanismos de
acgao propostos para explicar a relagao entre um e outro compreendem eventos
epigenéticos (mudangas na expressao de DNA metiltransferases em células

expostas a nicotina e fumaca do cigarro), anormalidades no sistema imune dos
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fumantes (supressao da atividade de linfécitos T, redugdo dos niveis de
imunoglobulinas no plasma, desequilibrio na produgéo de citocinas pré e anti-
inflamatdrias), presenca de benzo(a)pireno no muco cervical de fumantes,
metabdlito carcinogénico que propicia a amplificagdo do genoma do HPV e
aumenta a probabilidade de integragdo do DNA viral e danos causados
diretamente pela nicotina ao DNA das células epiteliais do colo do utero
(FONSECA-MOUTINHO, 2011).

O Instituto Nacional de Cancer (2019) aponta o uso de contraceptivos
hormonais como um fator de risco para o desenvolvimento do cancer cervical.
Porém, o periodo de laténcia da patologia, usualmente de anos ou décadas,
variagbes na composicdao de cada pilula anticoncepcional e tempo ou
interrupcado do seu uso dificultam os estudos de carater associativo (KHATUN
et al., 2018).

Em suma, os fatores e cofatores de risco que culminam no
desenvolvimento de um céancer cervical resumem-se a infec¢cdo persistente
pelo virus HPV, sobretudo das cepas HPV16 e HPV18, histérico reprodutivo e
sexual (idade da primeira relagdo sexual, numero de parceiros sexuais,
utilizacdo de métodos contraceptivos hormonais) e a ineficiéncia do sistema
imune em reconhecer e combater infeccbes do cérvix uterino pelo HPV
(BRASIL. Instituto Nacional de Cancer, 2019; GHEIT, 2019).

2.3.2 Diagndstico e prevengéao

A identificacao de lesdes celulares pré-cancerosas ou cancerosas € feita
através da coleta de amostra para esfregaco cervical e posterior exame
citopatologico, conhecido como exame Papanicolau. No Brasil, € o método
utilizado para o rastreamento e prevengao do cancer de colo uterino, por ser de
baixo custo, indolor e eficaz (DA SILVA et al., 2019).

A Pesquisa Nacional de Saude (PNS), a respeito da realizagdo do
exame Papanicolau por mulheres na faixa etaria dos 25 a 64 anos que ja
tiveram relagdo sexual — populacédo alvo, segundo o Ministério da Saude —,
verificou que menos de 80% destas fizeram ao menos um exame nos ultimos
trés anos. Além disso, foi constatado que a cobertura foi maior no grupo de
mulheres entre 35 e 54 anos, brancas, com alto grau de escolaridade e
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residentes da area urbana, evidenciando diferencas sociodemograficas e
socioecondmicas do programa (OLIVEIRA et al., 2018). Outro problema
verificado no mesmo estudo (OLIVEIRA et al.,, 2018) foi relacionado ao
seguimento completo de mulheres que apresentaram alteracdes
citopatoldgicas significativas, em especial devido ao atraso entre o
recebimento, confirmagéo diagndstica e o inicio do tratamento.

Os exames diagndsticos fazem parte das medidas preventivas do
carcinoma cervical, em conjunto com o uso do preservativo de barreira
(camisinha) nas relag¢des sexuais, a fim de evitar a transmissao sexual do HPV,
e da vacinacao (vcHPV), a qual é utilizada para induzir a imunizacédo (BRASIL,
Ministério da Saude, 2019).

O Ministério da Saude (2017), entretanto, admite que a transmissao do
HPV via relagdo sexual ndo é barrada totalmente, mesmo com o uso de
preservativo, pois € possivel que haja lesbes em areas desprotegidas pelo
mesmo, tais como vulva, bolsa escrotal, e regido pubiana. Quanto a vacinacgao,
uma revisao sistematica executada por da Silva et al. (2019) constatou que a
taxa de aceitacdo — compreensdo da funcdo preventiva imunobiolégica e
intengao voluntaria de recebé-lo — é superior a taxa de adesao a vcHPV — ato
efetivo de vacinar-se e completar o esquema —, o que pode dificultar o controle
do cancer cervical e dos indicadores de morbi e mortalidade relacionados ao
Papilomavirus humano em decorréncia da cobertura vacinal insatisfatéria,
advinda da falta de participacdo dos pais na imunizagdo preconizada aos
adolescentes, do receio de que a vacinagao resulte num estimulo ao ato sexual
e das informacdes sem evidéncias cientificas disseminadas em redes de

comunicagao quanto ao seu proposito.

2.3.3. Tratamento

A estratégia atual preferivel para tratar carcinoma cervical in situ em
estagios micro invasivos é a remocdo cirurgica do tumor (DUENAS-
GONZALEZ; CAMPBELL, 2016). Através dos métodos excisionais, é possivel
remover a massa tumoral, seja pela retirada completa do utero e cérvix
(histerectomia total) ou pela retirada de parte do cérvix uterino (cirurgia

conservadora) (CASTLE et al., 2017), e retardar ou impedir a infiltragdo de
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células tumorais no espaco linfatico e/ou vascular (DUENAS-GONZALEZ;
CAMPBELL, 2016). Os procedimentos mais extremos, entretanto, podem
provocar co-morbidades cronicas, como disfungdes sexuais, intestinais e
urinarias, danos aos nervos do sistema autdbnomo, hemorragia, linfedema
(MACDONALD; TIDY, 2016), além de comprometer a fertilidade (TOMAO et al.,
2016). Neste sentido, varias intervengdes cirurgicas que preservam o trato
reprodutor feminino foram inseridas na pratica clinica para substituir a utilizacao
de histerectomia radical em mulheres na idade reprodutiva com lesbes
pequenas (TOMAO et al., 2016), sendo mais apropriadas a pacientes jovens,
com bons fatores progndésticos e com tumor operavel, sem uso de terapias
adjuvantes (BENTIVEGNA et al., 2016).

Os tratamentos ablativos usam temperaturas muito baixas (crioterapia)
ou altas (coagulacao térmica) para induzir a necrose das células infectadas por
HPV (CASTLE et al., 2017), por meio da aplicagdo de gases refrigerados ou
eletricidade, respectivamente, na por¢ado do tecido anormal (DE FOUW et al.,
2019). E aconselhado que tais terapias sejam implementadas logo apds o
diagndstico de uma lesdo cervical, sob as condigbes de ser pré-invasiva
(estado pré-maligno ou inicial) e ndo exceder 75% da area superficial do cérvix
(BASU et al., 2017). Estes métodos s&o utilizados tanto em paises de alta
como de baixa e média renda, e sao alternativas que apresentam um &étimo
custo beneficio ao tratamento do carcinoma cervical n&o invasivo (BASU et al.,
2017). Em particular, a coagulagao térmica € mais indicada em paises com
assisténcia meédica precaria, relacionada a qualidade de infraestrutura e
preparo profissional, quando comparada a crioterapia (DE FOUW, et al., 2019).
Porém, faltam estudos de comparacgao entre possiveis diferengas na eficacia e
seguranga entre as duas técnicas, o impacto da aplicagdo de determinados
protocolos nestes critérios, e a avaliagcdo de efeitos colaterais e do risco de
falhas com o uso de alguma destas terapias (DE FOUW, et al., 2019).

Para o carcinoma de colo uterino localmente avangado, sugere-se 0 uso
de radioterapia (RT) adjuvante pos-operatoria as pacientes com risco de
recidiva ou morte de 30% ou mais, caso seja implementada somente a cirurgia;
se o risco de recidiva for de 40% e o risco de morte somente com tratamento
cirurgico for superior a 50%, utiliza-se a quimioradioterapia (QT-RT) (COHEN et
al., 2019; REGALADO PORRAS et al., 2018).
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A radioterapia promove a apoptose das células anormais pela indugao
de danos ao DNA e, principalmente, em decorréncia de mitose aberrante, pela
radiacao ionizante (ERIKSSON; STIGBRAND, 2010). Na terapia adjuvante pos-
operatoria, a radiagdo pélvica pode atingir sitios tumorais ocultos, como tecido
vaginal e linfonodos pélvicos (COHEN et al., 2019). Algumas modalidades
proporcionam bom controle da progressdo do tumor e preservam Orgaos
adjacentes, como bexiga, intestino delgado e reto, e assim diminuem a
toxicidade aos tecidos saudaveis (COHEN et al., 2019; SMALL et al., 2017).
Ainda assim, alguns eventos adversos de intensidade leve a moderada podem
ocorrer, como inflamagao anal e retal, cistite, diarreia, dermatite, enterite,
linfedema e fissuras anogenitais (YUCE SARI et al., 2017). A individualizagcédo
de tais tratamentos é promissora para diminuir ainda mais a toxicidade gerada
pelo tratamento e torna-lo mais eficaz (VORDERMARK, 2016), mas este
planejamento requer técnicas de imagem avangadas, como tomografia
computadorizada e imagem por ressonancia magnética, infraestrutura e
recursos em condicdes ideais, o que dificulta e inviabiliza sua aplicagdo em
paises economicamente desfavorecidos (SMALL et al., 2017).

A quimioradiagéao € recomendada aos casos com risco elevado de
recidiva (COHEN et al.,, 2019) e em casos mais avangados, como o cancer
cervical metastatico (LI et al., 2016). A administracao de cisplatina foi apontada
como o método que garante os melhores indices de sobrevida e tempo de
sobrevida livre de progressdo da doenca (DUENAS-GONZALEZ; CAMPBELL,
2016; FALCETTA et al.,, 2016; VORDERMARK, 2016). Ja a adigdo da
radioterapia parece sensibilizar as células tumorais aos quimioterapicos, ao
inibir mecanismos de reparo do DNA (REGALADO PORRAS et al., 2018). O
paclitaxel, representante da classe dos taxanos, € outro quimioterapico com
notoria atividade citotdxica contra células de tumores cervicais, e sua utilizagao
tem se mostrado relevante no tratamento de cancer cervical recorrente
(SCHWAB et al.,, 2014). Ambos os quimioterapicos apresentam efeitos
colaterais severos (ver QUADRO 1) e que podem levar a descontinuagao do
tratamento, sendo que a cisplatina € mais reconhecida pela nefrotoxicidade
(OUN et al., 2018) e o paclitaxel por provocar mielossupressdo e neuropatia
(CROWN; O’'LEARY, 2000).
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QUADRO 1 - COMPARAGAO ENTRE OS PRINCIPAIS QUIMIOTERAPICOS PRESCRITOS
PARA O TRATAMENTO DE CARCINOMA CERVICAL

Farmaco Cisplatina Paclitaxel

Classe Farmacoldgica Composto de Platina Taxano

Estabilizagao de
microtubulos celulares
(CROWN; O’LEARY, 2000;
BARBUTI; CHEN, 2015)

Ligagao covalente as bases
Mecanismo de Agao nitrogenadas do DNA (BARRA,;
NETO, 2015)

Nefrotoxicidade, citopenia Mielossupressdo, neuropatia,
h totoxi :d dp ’ mialgia, fadiga, alopecia,
Efeitos Adversos epatotoxicidade, diarreia (CROWN; O’'LEARY,

cardiotoxicidade, caquexia, . .
alopecia (OUN et al, 2018) 2000; BA2R631L£J_)')FI, CHEN,

Quadro comparativo quanto a classe farmacolégica, mecanismo de agéo e principais reagdes
adversas dos quimioterapicos cisplatina e paclitaxel.

FONTE: O Autor.

Para aumentar a taxa de resposta nos casos mais graves, € indicada a
quimioradioterapia com dois farmacos antineoplasicos de classes distintas
(REGALADO PORRAS et al.,, 2018), sendo a associagcdo de cisplatina e
paclitaxel o tratamento de primeira escolha (ZHU et al., 2016). A quimioterapia
adjuvante a quimioradioterapia, pode ser aplicada, caso seja detectada
metastase em nddulos linfaticos distantes da regiao pélvica (para-adrticos e
supra claviculares, por exemplo) (LI et al., 2016) ou como tratamento paliativo
desta condicdo (metastase) (DUENAS-GONZALEZ; CAMPBELL, 2016).

Uma das desvantagens mais expressivas da quimioradioterapia
concomitante € a intensificacdo dos efeitos adversos, como hematotoxicidade,
irritacdo da bexiga, do retossigmoide, e complicagdes geniturinarias,
principalmente na combinagdo de radioterapia e o dupleto de quimioterapicos
(REGALADO PORRAS et al., 2018), fator que limita sua prescricdo (COHEN et
al., 2019), junto ao possivel desenvolvimento de resisténcia tumoral por
mecanismos intrinsecos ou adquiridos, os quais impedem a ag¢do e o efeito
tanto da cisplatina (ZHU et al., 2016), como do paclitaxel (BARBUTI; CHEN,
2015).

Atualmente, as terapias antiangiogénicas contra o céancer cervical
avangado tém sido apoiadas pelas evidéncias moleculares, histopatologicas e

clinicas que indicam sua eficacia (TEWARI et al., 2018), e propde-se o seu
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enquadramento como terapia alvo-especifica (TOMAO et al., 2014). O
anticorpo monoclonal humanizado bevacizumabe (Avastin®), o qual se liga ao
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) extracelular para prevenir sua
associagdo aos seus receptores (VEGFRs), € um dos tratamentos mais
estudados. As pacientes com cancer cervical recorrente, persistente ou
metastatico, é indicada a combinacdo do bevacizumabe com cisplatina e
paclitaxel. Embora possa reduzir o crescimento e progressao das células
tumorais, tal associacdo provoca inumeros efeitos adversos, como perfuragéao
gastrointestinal, dificuldade de cicatrizagdo de feridas, eventos tromboticos,
problemas cardiovasculares, hemorragia, complicacdes renais, fadiga, cefaleia,
rinite, lacrimejamento, hipertenséo, proteinuria e alteragdo no paladar (Estados
Unidos. GENENTECH, 2019).

O apatinib € um outro farmaco antiangiogénico, o qual atua inibindo
seletivamente a ativacdo de receptores VEGFR2, cuja superexpressao foi
correlacionada positivamente com carcinomas cervicais mais avangados e
metastase linfonodal (QIU et al., 2018). Qiu et al. (2018) relataram, pela
primeira vez, que o tratamento de cancer cervical SiHa e Hcc94 com o apatinib
€ capaz de modificar o padrdo de expressao génica de tais células,
promovendo a supressao de genes atuantes na progressédo do ciclo celular,
proliferacdo e apoptose, bem como inibindo a ativagao transcricional de p53 e
TGF-B. O mesmo estudo mostrou que a associagado de apatinib com paclitaxel
potencializou o efeito antiproliferativo e citotoxico in vitro do taxano, assim
como seu efeito antitumoral in vivo. Desta forma, a perspectiva é de que este
agente possa ser aplicado na terapia de pacientes com cancer cervical
recorrente que nao tenham respondido aos esquemas mais indicados de
quimioterapia (CHEN et al., 2019).

Apesar de provocar efeitos colaterais de baixa intensidade na maioria
dos pacientes, ha casos descritos em que a toxicidade do apatinib levou a
quadros graves de hipertensao, albuminuria, trombocitopenia e anemia (CHEN
et al., 2019), ndo sendo possivel afirmar até entdo, o custo-beneficio de tal
terapia a pacientes com cancer cervical avancado.

A fim de atender as pacientes com cancer cervical avangado e
persistente ndo responsivas as terapias antiangiogénicas e tratamentos de

primeira linha, comecgou-se a estudar outras medidas que promovessem a
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regressao da doencga; uma delas € a imunoterapia, a qual utiliza substancias
que estimulam o sistema imune - citocinas, anticorpos monoclonais
conjugados ou nao a toxinas, radioisotopos e drogas antineoplasicas —ou a
transferéncia adotiva de células autdlogas da resposta imune (DADAR et al.,
2018). Sua implementacgéao € particularmente interessante a canceres induzidos
por virus, ja que os antigenos virais gerados durante o processo de
malignizac&do sdo capazes de iniciar uma resposta imune pela apresentacéo de
antigenos as células T, as quais evocam respostas de eliminagdo de células
infectadas com o virus ao se diferenciarem em células T efetoras (MINION;
TEWARI, 2018). Uma estratégia imunoterapéutica com grande potencial é a
inibicdo de inibidores de checkpoint de linfocitos e outros elementos celulares
deste sistema, com o intuito de regular positivamente a proliferagdo de
linfocitos T e facilitar a destruicdo de células infectadas (MINION; TEWARI,
2018).

O CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) foi o primeiro inibidor de
checkpoint do sistema imune a ser investigado clinicamente. Sua funcéo
fisiolégica é reduzir a amplificacdo de linfocitos T para prevenir uma
superestimulacédo do sistema imune. Sabe-se que células tumorais expressam
ligantes de CTLA-4 em sua superficie, suprimindo dessa forma, a ativagao de
linfécitos T microambiente tumoral (DADAR et al.,, 2018; MINION; TEWARI,
2018). Um ensaio clinico de fase 1 e 2 (LHEUREUX et al., 2018) avaliou a
eficacia do anticorpo monoclonal humanizado ipilimumabe (um inibidor de
CTLA-4), ja aprovado para o tratamento de melanoma nos Estados Unidos em
pacientes com cancer cervical recorrente e avancado. Porém concluiu-se que,
mesmo com ativacdo imunoldgica significativa, a resposta induzida nao foi
direcionada a remissdo do cancer. Foi visto também que, possivelmente,
muitos pacientes poderiam desenvolver resisténcia ao ipilimumabe através da
inducdo da expressao de outro inibidor de checkpoint imune, denominado
PD-1.

O PD-1 (programmed death-1), junto ao PD-L1 (programmed death
ligand-1) constituem uma via que atua na restricdo de danos causados pelo
processo inflamatério em tecidos saudaveis. Contudo, em tecidos com infec¢ao

crbnica por virus, esta via promove tolerancia imunolégica das células T
(MINION; TEWARI, 2018), e no caso de carcinomas cervicais, mais de 90%
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dos tumores expressam PD-L1 (ENWERE et al., 2017), o que sugere a
participacdo desta via na promog¢do de um ambiente propicio ao
desenvolvimento de lesdes neoplasicas neste tecido. Dentre os anticorpos
monoclonais anti-PD-1, o unico aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration) para o tratamento de pacientes com cancer cervical metastatico
e recidivante, foi o pembrolizumabe. Entretanto, foi relatado que o tratamento
suscetibilizou as pacientes ao desenvolvimento de infeccbes, anemia,

hemorragia e fistulas (LIU et al., 2019).

2.4 UTILIDADES MEDICINAIS DO PROPOLIS

Uma das funcbes das abelhas operarias € produzir propolis, uma
substancia cerosa originada da modificagdo de resinas coletadas de folhas de
arvores e outras fontes vegetais, por enzimas contidas na saliva destes insetos
(LEMOS JUNIOR; LEMOS, 2013). A partir disso, a mistura rica em ativos como
flavonoides, acidos fendlicos, 6leos volateis e metais essenciais (magnésio,
zinco e calcio, por exemplo), pode ser aplicada em lacunas presentes na
colmeia e no embalsamento de insetos invasores (CASTALDO; CAPASSO,
2002).Devido a diversidade da flora nas localidades em que as colmeias
possam se estabelecer e diferencas na maquinaria enzimatica entre as
espécies de abelhas, a composicdo do propolis € extremamente variavel
(CASTALDO; CAPASSO, 2002), sobretudo no Brasil, por este pais conter uma
biodiversidade singular em sua extensao territorial (LIMA et al., 2016).

A maioria dos estudos de investigacdo das atividades bioldgicas de
propolis € desenvolvida com propolis derivado de abelhas africanizadas da
espécie Apis mellifera, proveniente do cruzamento de espécies do continente
africano e do continente europeu. Isto se deve ao valor agregado de seu
produto quando comparado aos de outras espécies de abelhas (FRANCHIN et
al., 2018). Suas propriedades farmacoldgicas incluem: acao hepatoprotetora,
anti-ulcerativa, antimicrobiana, combate ao diabetes e a alergias do trato
respiratorio, atividade antioxidante, imunomodulatéria, anti-inflamatéria e
antitumoral, por exemplo (CASTALDO; CAPASSO, 2002; LEMOS JUNIOR;
LEMOS, 2013; NAKAJIMA et al., 2009; SFORCIN; BANKOVA, 2010). Em geral,
seu consumo e utilizagdo via suplementagao dietética € bem tolerado, tendo
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como maior complicacdo o desenvolvimento de reacgdes alérgicas, que na
maioria dos casos, se expressa como dermatite de contato localizada, seja por
hipersensibilidade a componentes do prépolis, seja por reatividade cruzada
(FREEDMAN; GRIGGS, 2019).

Ha muitas evidéncias da agao antiproliferativa e citotoxica in vitro do
propolis. Foi demonstrado que dois componentes isolados do prépolis de Apis
mellifera tailandesa (cardol e cardanol), apresentaram citotoxicidade sob
linhagens de cancer mamario, pulmonar, hepatico, gastrico e de cdlon
(TEERASRIPREECHA et al., 2012). Outro estudo, conduzido com o extrato
etandlico de propolis advindos de duas espécies - Apis mellifera e Plebeia
droryana — demonstrou que os mesmos induziram necrose em células da
linhagem K562, originarias de leucemia mieldide crénica humana (BONAMIGO
et al., 2017). Ainda, verificou-se que os prépolis da Croacia, Bdsnia-
Herzegovina e Macedoénia, quando aplicados por 72 horas, foram capazes de
reduzir a proliferagdo de células HelLa (BARBARIC et al., 2011). Ainda,
observou-se reducdo da proliferacdo de células Hela tratadas com extrato
hidroalcodlico de prépolis advindo do estado de Sergipe (FROZZA et al., 2013).
O potencial antitumoral de varios propolis também tem sido comprovado. Em
modelo de melanoma murino, houve reduc¢ao do crescimento e volume tumoral,
bem como diminuicao da formacao de estruturas vasculares ao redor da massa
tumoral em camundongos tratados com extrato etandlico de propolis algeriano
antes e apds a inoculagdo do tumor (grupos de tratamento preventivo e
curativo, respectivamente) (BENGUEDOUAR et al.,, 2016). O extrato
hidroalcodlico de propolis proveniente do interior de Sergipe, quando
administrado nas concentragbes de 50 e 100 mg/kg, retardou a progressao de
lesbes pré-cancerosas em modelo de indugao de carcinoma oral escamoso em
camundongos, além de ter retardado em trés semanas a deteccédo clinica de
tumores na submucosa labial (RIBEIRO et al., 2015). Por fim, o tratamento de
ratos com extrato etandlico de prépolis brasileiro via ragao por 32 semanas
resultou na redugcédo do numero de tumores de cancer de colon por animal, bem
como na regulagao negativa da expressao da NOS2, NF-uB e TNF-a, o que
sugere a correlagao entre o efeito anti-inflamatério do extrato e a redugéao do

tamanho e multiplicidade tumoral nos ratos tratados (DOI et al., 2017).
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Em funcdo das propriedades anti-inflamatéria, antimicrobiana e
cicatrizante do propolis em tecidos epiteliais, pesquisas clinicas relacionadas
ao uso de propolis em pacientes com cancer, concentram-se em verificar se o
prépolis € capaz de minimizar os efeitos adversos provenientes de regimes
quimioterapicos ou esquemas de radiagao ionizante, em particular a mucosite
oral (SEPULVEDA et al., 2019). Um ensaio clinico randomizado unicéntrico e
duplo cego realizado no Ird constatou que, dos 20 pacientes com céancer de
cabeca e pescogo que utilizaram enxaguante bucal formulado com 30% de
extrato de prépolis, 65% n&o desenvolveu mucosite oral em decorréncia do uso
de diferentes quimioterapicos apdés 7 dias com o tratamento teste
(AKHAVANKARBASSI et al., 2016). Piredda et al. (2017) avaliaram o efeito de
um enxaguante bucal com extrato de propolis na prevencdo da mucosite oral
induzida por quimioterapia em pacientes com cancer de mama ao longo de
seis meses, e relataram que, em comparagédo ao grupo controle (enxaguante
bucal com bicarbonato de sédio), nenhum paciente que fez uso do produto com
prépolis manifestou sintomas graves, ou mesmo moderados, sendo
considerado esta, uma promissora terapia complementar.

Ha diferentes motivos para a falta de investigagao clinica de produtos
apicolas, tais como os casos descritos de reagdes alérgicas aos constituintes e
a dificuldade de se obter os principais ativos biolégicos presentes nestes em
escala industrial (CORNARA et al., 2017). Porém, as evidéncias levantadas até
o momento indicam que o propolis poderia ser um utilizado concomitantemente
a quimioterapia aplicada no tratamento para os diversos tipos de tumores ,
tanto para sensibilizar as células tumorais (BERNARDINO et al., 2018; LIU et
al., 2013; PADMAVATHI et al., 2006), quanto para amenizar a ocorréncia de
efeitos colaterais (PIREDDA et al., 2017; SUZUKI et al., 2002).
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa correlacionar, de maneira preliminar, o efeito
citotoxico e antiproliferativo de diferentes extratos de propolis da regido
metropolitana de Curitiba, Parana, a atividade anti-inflamatéria dos mesmos;
além de verificar o efeito tais extratos sobre a acdo de antineoplasicos

utilizados na clinica para o tratamento de CC.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar o potencial citotoxico e antiproliferativo dos extratos obtidos
do propdlis de Piraquara — PR, selecionando o extrato mais promissor;

* Verificar a acdo do extrato selecionado sobre o efeito antineoplasico
induzido pelo paclitaxel,

* Investigar possiveis interferéncias do extrato adotado na produg¢do do

oxido nitrico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.10BTENCAO DA AMOSTRA DE PROPOLIS

O prépolis utilizado foi produzido pela espécie de abelha Apis mellifera e
coletado no Municipio de Piraquara — PR, na regido do Recreio da Serra, sob
as seguintes coordenadas geograficas: latitude sul de 25,45° e latitude oeste
de 49,02°.

4.2 PREPARAGCAO DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

O propolis bruto (250 g) foi colocado sob agitagdo em um frasco
contendo 600 mL de etanol a 80% por 48 h. O macerado (a porgao liquida)
obtido foi removido, e a parte sdlida (cera) foi descartada (ver FIGURA 4). O
macerado foi novamente misturado com 600 mL de etanol a 80%, seguido de
agitacao por 24 h. A seguir, repetiu-se a etapa anterior, com a excegao de que
o macerado foi deixado em repouso por 24 h. O macerado obtido foi filtrado e
submetido a destilagdo sob pressao reduzida em evaporador rotativo, dando
origem ao extrato etandlico (EtOH). Por fim, EtOH foi transferido para um
recipiente de vidro e deixado por aproximadamente trés dias para evaporagao
do solvente residual (DE MENDONCA et al., 2015).

Outros extratos foram obtidos por meio de particionamento liquido-
liquido. Desta forma, 10 g de EtOH foram dissolvidos em metanol e agua na
proporgao 8:2 (v/v; volume em 50 mL) e foram adicionados ao sistema, 15 mL
de agua, seguido de agitacdo vigorosa e repouso por alguns minutos. A fase
metanol/agua foi usada como base para o particionamento usando 100 mL dos
solventes — adicionados na ordem citada de acordo com o grau de polaridade
de cada um — hexano e diclorometano, resultando nos extratos hexanico
(CeH14) e diclorometanico (CHCI2), respectivamente. O volume de cada extrato
foi submetido a destilacdo sob pressdo reduzida em rotaevaporador (DE
MENDONCA et al., 2015).
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FIGURA 3 — ETAPAS SEGUIDAS PARAA OBTENGAO DOS DIFERENTES EXTRATOS DE

PROPOLIS
‘ Prépolis Bruto (250 g) ‘ ’ Etanol 80% (600 mL) ‘
S——
’ Etanol 80% (600 mL) ‘ | Macerado | | ‘ Cera (descartada) ‘
| Macerado Il ‘ ’ Etanol 80% (600 mL) ‘
-
- Extrato
Extratg tE:,t:-zlr)\ollco (I;Ig())(:::f) HexAnico
(CSH14)
. Extrato
Metanol : H,0 Diclorometano . "
o Diclorometanico
(50 mL; 8:2 viv) (100 mL) (CHC,)

O prépolis bruto foi macerado trés vezes seguidas na presenca de etanol a 80%. O Macerado Il
foi, entao, utilizado para extrair a fragdo etandlica (EtOH). As fragdes hexanica (CsH14) €
diclorometéanica (CHCI2) foram extraidas a partir da dissolugdo de EtOH em metanol e 4gua e
adicao dos solventes hexano e diclorometano, respectivamente na fase metanol/agua.
FONTE: O Autor.

4.3 CULTIVO CELULAR

Células da linhagem HelLa (adenocarcinoma cervical humano HPV18
positivas) e McCoy (fibroblasto murino) foram cultivadas em meio RPMI-1640,
e as da linhagem NIH (fibroblasto murino) foram cultivadas em meio DMEM.
Ambos os meios para cultivo foram suplementados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos (penicilina-estreptomicina 10.000 U/mL). A cultura

foi mantida em incubadora umida com 5% de CO2 a 37°C.

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO

Todos os extratos obtidos no item 4.2 foram testados quanto a atividade
citotoxica e antiproliferativa pelo ensaio do MTT. A partir dos resultados deste
screening, o extrato de prépolis mais promissor foi selecionado para a
execucao dos demais ensaios, que compreenderam a analise da sensibilizagao
da acdo do paclitaxel e associagao do efeito citotdéxico/antiproliferativo a sua
acao anti-inflamatoria (ver FIGURA 4).

34



FIGURA 4 — ESTRATEGIA EXPERIMENTAL /N VITRO

{ CGH14
EtOH ( CHCl,
MTT
(item
4.4.1.1)
Céﬁg;sﬁg:_zj ga: gi do Extrato mais Analise Preliminar de
Padlitaxel ¢ Promissor Efeito Anti-inflamatério
MTT associado a Analise
proposta por Dosagem de
Chou-Talalay O)_(ldo Nitrico
(item 4.4.2) (item 4.4.3)

Os trés extratos de propolis (etandlico, hexanico e diclorometénico) foram avaliados
primeiramente pelo ensaio de MTT. O extrato que exibiu melhor efeito citotéxico/antiproliferativo
foi implementado em outros dois experimentos para averiguar a probabilidade da fragéo
sensibilizar células de cancer cervical ao paclitaxel e a possibilidade da agao citotoxica/
antiproliferativa do extrato estar associada a modulagao de vias inflamatérias moduladas pelo
oxido nitrico. EtOH: extrato etandlico de propolis; CHCI.: extrato diclorometénico; CsH14: extrato
hexanico.

FONTE: O Autor.

4.4.1 Avaliagao da atividade citotéxica e antiproliferativa do extrato etandlico e

fragdes de propolis de Piraquara — PR

4.4.1.1 Avaliagao de citotoxicidade e/ou atividade antiproliferativa pelo sal de
tetrazolium (MTT)

A viabilidade mitocondrial das linhagens HelLa, McCoy e NIH foram
avaliadas via ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-2H tetrazolato
de bromo) com adaptacgdes no protocolo de Mosmann (1983).

Em placas de 96 pocgos, foram semeadas células das linhagens
previamente mencionadas, na densidade de 2000 células por poco. As placas
foram incubadas em estufa (37°C e atmosfera de 5% de COz2) por 24 horas
para adesao celular. Em seguida, foi acrescentado ao meio com o qual as
células foram semeadas, 100 yL de meio de cultivo contendo diferentes
concentragdes dos extratos de propolis (12,5-125 ug/mL) ou veiculo (125 ug/

mL de DMSO). As placas foram posteriormente incubadas por 72 horas.
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Apods as 72 horas com o tratamento ou veiculo, os pogos foram lavados
uma vez com tampao fosfato-salina (PBS), para entdo receberem a solugéao de
MTT (0,5mg/ml, 100 pL/pocgo), diluida em meio de cultivo. A placa foi incubada
em estufa por duas horas e, decorrido este tempo, o reagente foi retirado dos
pocos, nos quais foram aplicados 100 yL de DMSO para dissolucao dos cristais
de formazan. As placas foram homogeneizadas e lidas na absorbancia de 570
nm em espectrofotdmetro. Este teste foi realizado em duplicata.

Os valores de absorbancia do controle negativo foram considerados
como 100% de reducgao do sal, o equivalente a 100% de viabilidade celular. Os
valores de concentragao inibitéria minima (Clso) foram determinados a partir do
software GraphPad Prisma 8.0.1 (San Diego, EUA).

O indice de seletividade (IS) foi calculado através da formula:

IS = Cls0 CELULA NAO MALIGNA

Cls0 CELULA MALIGNA

Na qual Clso ceLula NAO MALIGNA representa o valor da concentracdo
inibitéria de determinado extrato testado para a linhagem McCoy ou NIH e Clsg
CELULA MALIGNA diz ao respeito ao mesmo valor para Hela. Valores de IS
inferiores a 1 foram considerados como indicativo de citotoxicidade nao
seletiva; valores superiores a 1 foram considerados como indicio de
citotoxicidade seletiva e valores muito superiores a 1 como citotoxicidade
altamente seletiva (BARTMANSKA et al., 2018).

442 MTT associado ao método de Chou-Talalay para verificagcdo da

sensibilizacao de células HeLa ao Paclitaxel

Células HelLa foram semeadas nas mesmas condi¢bes mencionadas no
item 4.4.1. Transcorridas 24 horas de incubagao para aderirem a placa, as
células foram tratadas com veiculo (1% de DMSO), somente com o extrato
identificado como mais promissor no valor correspondente a sua Clso, somente
com o quimioterapico paclitaxel (10-300 nM), e com a associagéo do valor de
Clso do extrato selecionado e paclitaxel (10-300 nM). A placa foi incubada por
72 horas com o tratamento (NURCAHYANTI; WINK, 2015).
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Apos este periodo, realizou-se o ensaio do MTT, conforme descrito
anteriormente. Este teste foi realizado em duplicata, e os valores relativos a
redugcdo da atividade mitocondrial promovidos pelo propolis, paclitaxel e
associagao propolis + paclitaxel foram inseridos no software CompuSyn verséo
1.0 (ComboSyn, Paragon, NJ, USA) para determinagao quantitativa da indugao
de efeito sinérgico, aditivo ou antagdnico, com base no teorema de Chou-
Talalay (CHOU, 2010).

O simulador virtual fornece os valores do indice de combinagédo (do
inglés, Cl), indice que define se a interagdo entre os compostos promove um
efeito sinérgico (Cl < 1), aditivo (Cl = 1) ou antagénico (Cl > 1), e o indice de
reducdo da droga (do inglés, drug reduce index, DRI), o qual avalia se a dose
de uma das drogas permitiria a redugao da outra (DRI > 1) ou o oposto (DRI <
1). Por fim, o isobolograma confere a representagdo grafica da agado conjunta
de duas drogas (KRUSE; VIDAL; TREZI, 2006). No caso deste experimento, o
mais adequado é o uso do isobolograma normalizado para razdo de

concentragcdes nao constantes, ou grafico de Chou-Chou (FIGURA 5).

FIGURA 5 — ISOBOLOGRAMA NORMALIZADO PARA RAZAO DE CONCENTRAGCOES NAO

CONSTANTES
1.0
Antagonismo
0751
Sinergismo
(D)2
o 059
X )] o)
025} ’ o
Pontos dc;ada dado
inserido no programa
0 0.2 0.4 0.6 08 1.0
(D)1 / (Dxh

NOTA: (D)1/(Dx)1: razao entre dose e dose efetiva média para a Droga 1; (D)2/(Dx)2: razéo entre
dose e dose efetiva média para a Droga 2.
FONTE: Adaptado de Chou (2010).
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4.4.3 Dosagem de oxido nitrico

Para mensurar, de forma preliminar, o potencial anti-inflamatério do
extrato mais promissor, foi feita a dosagem de o6xido nitrico (ON) pela reag&o
de Griess (BRYAN; GRISHAM, 2007).

Para a mensuragdao do oOxido nitrico, foi utilizado o sobrenadante de
células HelLa semeadas em placa de 6 pogos (309.675 células/pogo), e
tratadas com o Clsg, Clos e veiculo, por 24 horas apds a incubacdo em estufa a
37°C e atmosfera de 5% de COs.

A dosagem consistiu na aplicagao de 100 pl das amostras em pogos de
placas de 96 pogos, aos quais foram adicionados também 100 ul do reagente
de Griess (a-naftil etileno diamina e sulfanilamida, propor¢cdo 1:1). Para a
confecgdo da curva-padrao, foi utilizado nitrito de sédio (NaNO2 1 mM, diluicdo
1:10 com PBS) na faixa de 2,5 a 80 yM diluido em meio RPMI 1640, e como
‘branco”, apenas meio RPMI 1640. Por fim, as placas foram lidas por
espectrofotdmetro em 540 nm (ARAUJO et al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELEGAO DO EXTRATO DE PROPOLIS MAIS PROMISSOR

Os resultados de Clsp obtidos a partir do ensaio do MTT para as
linhagens HelLa, McCoy e NIH estdo expressos na TABELA 1. Para as células
Hela, foi observado que o extrato diclorometanico foi 0 menos eficaz, seguido
dos extratos etandlico e hexanico.

Para as células Hela, foi observado que o extrato diclorometanico foi o
menos eficaz, seguido dos extratos etandlico e hexanico.

Para a linhagem NIH, o extrato menos efetivo foi o etandlico, seguido
dos extratos diclorometanico e hexanico.

Por fim, em células McCoy, todos os extratos avaliados induziram
citotoxicidade, bem como inibiram a proliferagcdo celular de maneira

semelhante, ndo se observando diferencga estatistica nos Clsp obtidos.

TABELA 1 - CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA E iINDICE DE SELETIVIDADE PARA
LINHAGENS TRATADAS COM EXTRATOS DE PROPOLIS

LINHAGEM HelLa NIH McCoy

EXTRATO Clso Clso IS Clso IS
EtOH 120,8 £ 0,2 103,24 + 3,8 0,85 73,38 £ 12,22 0,6
CHCI: >125 86,18 £ 2,05 IND 58,78 + 5,05 IND
CsHu1a 79,09 + 1,55 67,83 + 0,94 0,6 66,24 + 3,55 0,83

NOTA: Clso: concentragao inibitdria minima, expressa em pg/mL + desvio padrao; IS: indice de

seletividade, calculado pela razdo entre a Clsoda linhagem normal — McCoy ou NIH — e a Clso
da linhagem tumoral; IND: indeterminado; EtOH: extrato etandlico de propolis; CHCI2: extrato
diclorometanico; CsH14: extrato hexanico.

FONTE: O Autor.

Uma das caracteristicas desejaveis a produtos voltados a terapia do
cancer € a baixa toxicidade sistémica. Neste sentido, estudos in vitro
conseguem sugerir a capacidade de um composto em induzir citotoxicidade em
células tumorais e, simultaneamente, de provocar o minimo de danos as
células nado cancerosas, através da determinacao do indice de seletividade (IS)
(SANTIAGO-VAZQUEZ et al., 2016).
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O calculo do indice de seletividade mostrou que nenhum dos extratos
atingiu um indice igual ou superior a 1, isto €, n&o apresentaram efeito seletivo,
ja que a concentragao inibitéria minima determinada para as células normais foi
superior a determinada para as células neoplasicas.

Um estudo in vitro realizado em Portugal (CALHELHA et al., 2014),
observou que extratos etandlicos de propolis de diversas localidades do pais
nao foram seletivos para células HeLa em comparacdo com células de cultura
primaria de figado suino. Entretanto, a maioria das pesquisas realizadas com
células humanas, aponta que o propolis exerce efeito citotdxico seletivo,
quando compara-se sua acdo em células tumorais e normais (FRION-
HERRERA et al., 2013; MOUSE et al., 2012; TEERASRIPREECHA et al., 2012;
FROZZA et al.,2013, SOUZA et al., 2018).

Assim, 0 que possivelmente interferiu na seletividade dos extratos foi a
utilzacdo de linhagens normais ndo humanas e ndo pertencentes ao mesmo

orgao/tecido de origem que as células tumorais.

5.2 SENSIBILIZACAO DA AGAO DO PACLITAXEL SOBRE CELULAS HELA

A TABELA 2 aborda os valores de Cl para cada concentracdo de
paclitaxel associada a Clsp do extrato hexénico, junto ao DRI para cada
composto. Ja a, FIGURA 1 trata-se do isobolograma normalizado, utilizado

para representar a interagao entre o Clso do prépolis e o paclitaxel.

TABELA 2 — ANALISE QUANTO AO TIPO DE EFEITO OBSERVADO PELA COMBINAGCAO
ENTRE PACLITAXEL E Clso DO EXTRATO HEXANICO

Concentracgao de Paclitaxel (nM) Cl DRI
10 1,18566 11,3715
25 1,10483 6,15861
50 1,16356 3,52790
75 1,31251 2,33250
100 1,36758 1,91312
125 1,48724 1,54628
150 1,54695 1,36757
200 1,70874 1,09008

300 1,51323 1,13493
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NOTA: Cl: indice de combinagéo, fornecido pelo software CompuSyn. DRI: indice de redugéo
da droga, fornecido pelo software CompuSyn.
FONTE: O Autor.

E possivel perceber que, em todas as concentragbes aplicadas de
paclitaxel, o indice de combinacdo do quimioterapico e o extrato selecionado
foi superior a 1, sugerindo que a interagdo que ocorreu entre o propolis e o
paclitaxel foi o antagonismo, isto é, o extrato de prépolis reduziu parte do efeito
terapéutico exercido pelo antineoplasico (TABELA 2).

Os valores de DRI diminuiram juntamente com o aumento da
concentracdo de paclitaxel, mostrando que o efeito predominante observado
inicialmente era do extrato hexanico, e que a associagdo do mesmo ao
paclitaxel ndo foi capaz de reduzir a concentracdo do quimioterapico a ser
aplicada para observar-se a mesma inducao de efeito (TABELA 2).

Por fim, a analise do isobolograma normalizado confirma que a

associacgao entre paclitaxel e o propolis foi antagbnica (FIGURA 6).

FIGURA 6 — ISOBOLOGRAMA NORMALIZADO DA COMBINACAO ENTRE PACLITAXEL E
Clso DOEXTRATO HEXANICO
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Os pontos evidenciam que a combinagéo e o extrato CeH14 (eixo A) e paclitaxel (eixo B)
apresenta efeito antagdnico. O ponto 1 esta oculto no grafico em fungao da forte relagao
antagonica constatada pelos calculos do simulador virtual.

FONTE: O Autor.

Em suma, os dados obtidos demonstram que o paclitaxel e o extrato
hexanico sdo mais eficientes quando utilizados separadamente, nao sendo o

propolis capaz de sensibilizar células HelLa a acédo do paclitaxel. Dessa forma,
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sugere-se que o extrato CeHis ndo é promissor para ser utilizado como

coadjuvante ao paclitaxel para o tratamento de carcinoma cervical.

5.3 CORRELACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO A CITOTOXICIDADE
DO EXTRATO CsH14

A concentracdo de ON determinada no sobrenadante de células HelLa

tratadas com o extrato hexanico esta apresentada na FIGURA 8.

FIGURA 7 — CONCENTRACAO DE OXIDO NiTRICO PARA CELULAS HelLa TRATADAS COM
Clas E Clso DO EXTRATO CsH14
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NOTA: Controle: células tratadas somente com meio de cultivo (RPMI-1640); Cl2s: células
tratadas com a concentragéo inibitéria minima 25%; Clso: células tratadas com a concentragao
inibitéria minima 50%.

FONTE: O Autor.

Os dados obtidos mostram que o extrato hexanico, em nenhuma das
concentragbes testadas, foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
ON, sugerindo que o efeito citotoxico/antiproliferativo induzido por CsH14 em
células HelLa nado esta associado a interferéncias em vias inflamatorias
acionadas por esse mediador. Porém, uma vez que existem outras vias que
interligam inflamac&o e cancer, este resultado ndo exclui a possibilidade do
extrato em questdo regular vias de sinalizagao inflamatérias atuantes na
tumorigénese, tais como as mediadas pelo NF-uB, COX-2, dentre outras.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Através da execugao desse trabalho pode-se concluir que:

Os extratos de prépolis testados apresentaram efeito citotoxico e/ou
antiproliferativo na linhagem tumoral e células normais avaliadas;

O extrato CsH14 ndo sensibilizou as células HelLa ao efeito do paclitaxel,
uma vez que se observou que o tipo de interagdo entre estes foi o
antagonismo;

A citotoxicidade e/ou efeito antiproliferativo do extrato hexanico aparenta
nao estar vinculada a inibicao de mecanismos inflamatérios mediados
pelo dxido nitrico.

As proximas etapas deste estudo consistem na avaliacdo do potencial
antimigratorio, anti-invasivo e investigacdo do tipo de morte celular induzida
pelo extrato hexanico. Também pretende-se avaliar se o extrato € capaz de

modular os niveis de COX-2.
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