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RESUMO

O cancer de mama é a neoplasia mais incidente em mulheres, bem como a responsavel
pela maior mortalidade associada ao cancer no sexo feminino. Dentre os varios tipos
moleculares de cancer de mama, destacam-se tumores triplo negativos, com o pior
prognostico e a menor sobrevida global, visto que pacientes portadores desse tipo de tumor
frequentemente apresentam metastases, quimiorresisténcia e recidiva da doenca. Isso
evidencia a necessidade de se buscar novas abordagens terapéuticas, mais efetivas e
seletivas para o tratamento dessa doencga. Nesse sentido, merece destaque o propolis, o
qual vem sendo amplamente investigado devido ao seu potencial citotéxico e antitumoral.
Este trabalho visa avaliar o prépolis da abelha Tetragona clavipes (BORA) como agente
capaz de sensibilizar células de carcinoma mamario a agdo de doxorrubicina (DOXO),
paclitaxel (PACLI) e 5-fluorouracil (5-FU). A selecao da linhagem tumoral MDA-MB-231 para
a execugao deste trabalho baseou-se em resultados obtidos a partir do screening realizado
por meio do ensaio do MTT, que demonstrou que BORA apresentou citotoxicidade
significativa em um painel de linhagens tumorais, sobretudo na linhagem de cancer de
mama triplo negativa. Ainda, os resultados obtidos evidenciaram que tal citotoxicidade foi
seletiva, comparando-se os efeitos induzidos por BORA nas células MDA-MB-231 e na
linhagem n&o tumoral L929. Em relacg&o a avaliagdo da capacidade de BORA sensibilizar
seletivamente células MDA-MB-231, a acao desses trés quimioterapicos, resultados
promissores foram obtidos com as associac¢des 5-FU (0,125 — 4 pM) + BORA (22,51 ug/mL),
sendo o esquema de pré-tratamento, o mais efetivo. O ensaio de incorporagao de iodeto de
propideo/laranja de acridina mostrou que a associacgéo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL),
aplicada na forma de pré-tratamento, induziu morte celular por mecanismos que atuam na
ruptura/desorganizacdo da membrana celular, enquanto o ensaio do wound healing
mostrou que tal combinacgao reduziu a migragao de células MDA-MB-231, sugerindo que a
mesma apresenta potencial antimetastatico. Ja o ensaio clonogénico demonstrou que as
associacgdes 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) e 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pug/mL)
induziram efeito anticlonogénico seletivo, estando tal efeito associado ao potencial
antiproliferativo das combinagdes, bem como ao fato de reduzirem a capacidade de adeséao
celular. Por fim, o ensaio do CPD (cumulative population doubling) mostrou que a longo
prazo, o tratamento mais promissor foi a associacdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL), o
qual deve ser estendido até o 24° dia, intervalo de tempo no qual a associagao retardou de
forma seletiva e significativa, o crescimento celular, ao evitar a recuperacao total da taxa de
proliferacdo de células MDA-MB-231.Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que o
pré-tratamento de células MDA-MB-231 com BORA potencializa a acéo citotéxica induzida
por 5-FU a curto e longo prazo.

Palavras-chave: propolis; antitumoral; citotoxicidade; 5-fluorouracil; Tetragona clavipes,
células MDA-MB-231.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent neoplasm in women, and responsible for the highest
cancer-associated mortality in females. Among the various molecular types of breast cancer,
triple negative tumors stand out, which have a worse prognosis and lower overall survival,
since patients with this type of tumor often have metastases, chemoresistance, and disease
recurrence. This highlights the need to search for new, more effective, and selective
therapeutic approaches for the treatment of this disease. In this way, propolis deserves to
be highlighted, it has been widely investigated due to its cytotoxic and antitumor potential.
Therefore, this work aims to evaluate whether Tetragona clavipes bee propolis (BORA) is
capable of sensitizing mammary carcinoma cells to the action of doxorubicin (DOXO),
paclitaxel (PACLI), and 5-fluorouracil (5-FU). The selection of the MDA-MB-231 tumor line
for this work was based on the results obtained from a screening carried out using the MTT
assay, which showed that BORA presented significant cytotoxicity in a panel of tumor lines,
especially in the triple-negative breast cancer. Furthermore, the results obtained showed
that its cytotoxicity was selective, comparing the effects induced by BORA in MDA-MB-231
cells and the non-tumor lineage L929. Regarding the evaluation of the ability of BORA to
selectively sensitize MDA-MB-231 cells to the action of the three chemotherapy agents
mentioned, promising results were obtained with the associations 5-FU (0.125 — 4 yM) +
BORA (22.51 ug/mL), being the most effective pretreatment regimen. The propidium
iodide/acridine orange incorporation assay showed that the association 5-FU (1 pM) + BORA
(22.51 pg/mL), as a pretreatment induced cell death by mechanisms that act on rupture/
disorganization of the cell membrane. The wound healing assay showed that this
combination reduced the migration of MDA-MB-231 cells, suggesting that it has
antimetastatic potential. The clonogenic assay showed that the associations between 5-FU
(1 uM) + BORA (22.51 pg/mL) and 5-FU (2 uM) + BORA (22.51 pug/mL) induced a selective
anticlonogenic effect, being this effect associated with the potential antiproliferative effect of
the combinations, as well as the fact that they reduce the cell adhesion capacity. Finally, the
CPD (cumulative population doublings) trial showed that in the long term, the most promising
treatment was the association 5-FU (1 uM) + BORA (22.51 pg/mL), which should only be
extended until the 24" day, an interval of time in which the association selectively and
significantly delayed cell growth, preventing full recovery of the proliferation rate of MDA-
MB-231 cells. Thus, the results obtained suggest that MDA-MB-231 cells pretreated with
BORA potentiate the cytotoxic action induced by 5-FU in short and long term.

Keywords: propolis; antitumor; cytotoxicity; 5-fluorouracil; Tetragona clavipes, MDA-MB-231
cells.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Hallmarks Of CANCEN .............coouuuuieee et 24
FIGURA 2 - Ativacao da apoptose pelas vias extrinseca e intrinseca ................cccouvuenn..... 32
FIGURA 3 - Vias de sinalizagdo molecular da necroptose. ...........ooouuuuiuiiiiiiininieieeeeeeeeee, 35
FIGURA 4 - Esquema do pré- tratamento de células MDA-MB-231 e L929 com prépolis de
abelha Bora para verificagao de efeito induzido a curto prazo e a longo prazo. ................ 51
FIGURA 5 - Esquema do co- tratamento de células MDA-MB-231 e L929 com propolis de
abelha Bora para verificagao de efeito induzido a curto prazo e a longo prazo. ................ 52
FIGURA 6 - Esquema do pds- tratamento de células MDA-MB-231 e L929 com proépolis de
abelha Bora para verificacdo de efeito induzido a curto prazo e a longo prazo. ................ 53

FIGURA 7 - Efeitos do tratamento com as associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51
Mg/mL), seguindo esquema de pré-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e
I 2 PSR E R SSPSP 66
FIGURA 8 - Efeitos do tratamento com as associacdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA
(22,51 ug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-
D220 = 1K L OSSR 67
FIGURA 9 - Efeitos do tratamento com as associacdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51
Mg/mL), seguindo esquema de pré-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e
I 2 PRSP 69
FIGURA 10 - Efeitos do tratamento com as associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA
(22,51 pg/mL), seguindo esquema de co-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-
P2 =Y I L RSOOSR 70
FIGURA 11 - Efeitos do tratamento com as associagées PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA
(22,51 pg/mL), seguindo esquema de co-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-
231 € L0920 et e e e e e e e e e e e e e e e e et ————rnaraaaaaaaaas 71
FIGURA 12 - Efeitos do tratamento com as associagdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51
Mg/mL), seguindo esquema de co-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e
S 4 PRSP 72
FIGURA 13 - Efeitos do tratamento com as associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA
(22,51 pg/mL), seguindo esquema de pds-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-
231 € L0020, . i et e e e e et e e e e e n e e e e e e e et e e e e e ennees 73
FIGURA 14 - Efeitos do tratamento com as associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA
(22,51 yg/mL), seguindo esquema de pos-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-
231 € L0020, .t e e e e e et e e e e e e nre e e e e e e e aeeeeeenrees 74
FIGURA 15 - Efeitos do tratamento com as associagdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51
Mg/mL), seguindo esquema de pods-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e
S 4 SRS 75
FIGURA 16 - Avaliagdo preliminar do tipo de morte induzida por Bora, 5-FU e sua
associagao, baseado na indugdo de alteragcbes na permeabilidade e integridade de
[T 0 1o =T o = 78
FIGURA 17 - Avaliagéo da inibigdo da migragéo celular durante tratamento com Bora, 5-FU
€ SUAS ASSOCIAGOES. ...t eeee e e e e e et et e et eeee ettt a e s e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeteeb e n e e e e e e e aaeaaeeeaaaes 82



FIGURA 18 - Avaliacao da formag,éo e crescimento de coldnias, apds o tratamento com
associacao 5-FU (0,25 uM) + BORA (22,51 ug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.

FIGURA 19 - Avaliagao da formagéo e crescimento de coldnias, apds o tratamento com
associacao 5-FU (0,5 uM) + BORA (22,51 ug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.

FIGURA 20 - Avaliacdao da formacao e crescimento de colbnias, apdés o tratamento com
associacdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento..90
FIGURA 21 - Avaliacdo da formacgao e crescimento de col6nias, apds o tratamento com
associacdo 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento. .92
FIGURA 22 - Avaliacdo da cinética de crescimento celular, apés o tratamento com
associagao 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento. .96
FIGURA 23 - Avaliacdo da cinética de crescimento celular, apés o tratamento com
associagao 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento. .97
FIGURA 24 - Efeito seletivo a longo prazo exercido pela associacdo 5-FU + BORA
caracterizado pela determinagdo dos seguintes parametros do CPD: RendCPD, RPR e



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Tipos de morte celular regulada ...............uuoiieiiiiiiiiie e 36
TABELA 2 - Tipo de morte celular e alvos moleculares de propolis de diferentes espécies
de abelhas em varias lINhagens de CANCEN............cooviiiiiiii e 41
TABELA 3 - Efeito in vitro de prépolis e seus compostos isolados, no ciclo celular de
TalgE=To [T g T3 (BT o] = T TSRS 45
TABELA 4 - Efeito in vivo adjuvante e/ou paliativo de propolis e compostos isolados dos
mesmos em modelos experimentais para o estudo do CaANCer.............ccoevvvvviieeeeieeeeennene, 47
TABELA 5 - Citotoxicidade induzida pelo extrato etandlico da abelha Bora....................... 60
TABELA 6 - Valores dos parametros do CPD: RendCPD, RPR e RTCT.......c..cceeeevevvnnnn. 99



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1: Caracteristicas e prognéstico dos subtipos moleculares do cancer de mama.



SUMARIO

TUNTRODUGAOD ... ..ottt ettt ettt e e sen e areene e 17
2. 0BUETIVOS ... ..ttt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e nneaeeees 19
2. 1. OBUJETIVO GERAL ...ttt ettt e e e e e e e aaeaaeeens 19
2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS ... ..ttt a e e e e e e 19
3.REVISAO DE LITERATURA ..........oooiiiieeeeeee e 20
3.1.CANCER- ASPECTOS GERAIS ..ottt 20
3.2.CANCER DE MAMA .....ooeieeeeeeee ettt 25
3.3.MECANISMOS DE MORTE CELULAR ..ottt 30
3.3.1. Morte celular acidental .............cooo i 31
3.3.2.Morte celular programada ...............eeeeiiiiiiiiiiii e 31
3.3.2.1Apoptose extrinseca e apoptose INtriNSECa ............oooviiiiiiiiiiiiiiiii e, 31
KR I L= To7 {0 1T U SUPPPTPR 34
3.3.2.3.0utros tipos de morte celular programada............ccceeeeeeeieeeeieeieeieeeee e 36
BB METASTASE ...ttt 37
3.5.Tetragona ClaViPES ...........oouuuuuuueeeeee e 38
B.B.PROPOLIS. ...ttt 39
3.6.1.Principais mecanismos relacionados a agao antitumoral de propolis e seus
(o70] 101 01011 (o 1= TP TUPPPPPPIN 40
3.6.1.1.Mecanismos de MOrte CEIUIAT.............cooeieieiieceee e 41
3.6.1.2.Interferéncias na sinalizagao ONCOGENICA ..........ccocvevivieirieieieeeeeeee e s 42
3.6.1.3.Mecanismos de regulagao do CiClo CelUlar............cccooeiriiiieireieeeeeeee e 43
3.6.1.4.Migragao, iNvasao € anQiOgENESE ..........cceruruiirieuirieiiieieeete ettt ss et eenas 45
3.6.2.Propolis como adjuvante €m terapias ..........ocoeoeireiiniiieeeee e 46
4, MATERIAL EMETODOS ........c.oooiiieieeeeeeeeee et 49
4.1.COLETA E OBTENCAO DO EXTRATO DE PROPOLIS DA ABELHA Tetragona
(6 21 o= X PP 49
4.2. CULTURA E MANUTENCAO DE LINHAGENS CELULARES ........ccccooveeeecenenne. 49
4.3.ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ADOTADA PARA O ESTUDO DA ASSOCIACAO DO
EXTRATO DE PROPOLIS DE ABELHA BORA A QUIMIOTERAPICOS........ccccvvveeeeeeen. 50
4.4. AVALIACAQ DA CITOTOXICIDADE ......cooveeeeeeeeeeeeeeee e 54
4.5.ENSAIO DE INTEGRIDADE E PERMEABILIDADE DE MEMBRANA.........ccccvvve..... 56

4.6.ENSAIO DE MIGRAGAO (WoUNA HEANNG) +v..vevveeeeeeseeeeeeee e eseee e seeeeeeee 56



4.7.ENSAIO CLONOGENICO ..o ettt 57

4.8.ENSAIO CPD (Cumulative Population Doubling) ...............uuuiiiiiiiiiiaieeeeeieieeeeeeeeanns 58
4.9. ANALISES ESTATISTICAS .....oceeeeeeeeeeee ettt 59
5. RESULTADOS EDISCUSSAOQ .......cocviieiiieeeeceeeeeeeee e 60
5.1.INVESTIGACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DO EXTRATO DE BORA............. 60
5.2.AVALIA(;AO DA CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA ASSOCIACAO DO EXTRATO
DE PROPOLIS BORA A QUIMIOTERAPICOS ... 63
5.3.AVALIACAO PRELIMINAR DO TIPO DE MORTE CELULAR INDUZIDA PELA
ASSOCIACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS BORA AO 5-FLUOROURACIL............... 78
5.4.AVALIACAO DA INIBICAO DA MIGRACAO CELULAR INDUZIDA PELA
ASSOCIACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS BORA AO 5-FLUOROURACIL............... 80

5.5.AVALIACAO DA MANUTENGCAO DO EFEITO CITOTOXICO INDUZIDO PELA
ASSOCIACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS BORA AO 5-FLUOROURACIL SOBRE

CELULAS MDA-MB- 231 ...t 84
6. CONGCLUSOES .....ccooeeireereccree e res e ses s s sse s s e sas e sas e e sas s s ss s s s s s s s s nssssaes 106
7. PERSPECTIVAS ... s e 107

8. REFERENCIAS ... 108



17

1. INTRODUGAO

As abelhas surgiram na Terra ha mais de 100 milhdes de anos (SILVA NETO,
2016), e, desde entdo, apresentam grande importancia ecoldgica, econdmica e de
seguranca alimentar (BEZERRA et al., 2020).

As abelhas, além de exercerem um papel fundamental na agricultura com a
polinizacao de angiospermas, podem ser criadas para a produgao de mel, cera e
prépolis (KOFFLER et al., 2015). A composigao quimica de tais produtos € variavel e
esta relacionada com alguns fatores, tais como: origem botanica, origem geografica,
espécie da abelha e a estagdo do ano em questao, apresentando assim, quantidades
variaveis de compostos fendlicos, diterpenos e triterpenos, oleos essenciais,
carboidratos, acidos graxos, entre outros (SFORCIN et al., 2017).

Dentre os produtos apicolas, destaca-se o prépolis, o qual tem sido
amplamente estudado nos ultimos anos, apresentando diversas atividades bioldgicas
e farmacoldgicas (OZKOK et al., 2021), dentre elas, agdo citotoxica, antiproliferativa e
antitumoral (SEPULVEDA et al., 2019; CAMPOS et al., 2021). Entretanto, esses
efeitos sdo bem caracterizados para o prépolis da espécie Apis mellifera, sendo ainda
pouco avaliado o potencial antitumoral de prépolis produzidos por espécies de abelhas
sem ferrdo (CAMPOS et al., 2021).

Dentre as mais de 20 mil espécies de abelhas catalogadas, 245 sao espécies
da familia Apidae, tribo Meliponini, conhecidas por ndo apresentarem ferrado (SANTOS
et al., 2021), como é o caso da Tetragona clavipes, chamada popularmente como
Bora.

Cancer por definicdo, € um termo que abrange mais de cem diferentes tipos de
doengas malignas que tém, em comum, o crescimento desordenado de células,
algumas com capacidade metastatica (INCA, 2021).

Apesar dos avancos no tratamento do cancer, a resisténcia a quimioterapicos,
incluindo farmacos direcionados (terapia-alvo), continua a ser um grande problema na
terapia antitumoral, uma vez que a quimiorresisténcia pode implicar na ocorréncia de
metastases e reincidéncia da doenga (MANSOORI, et al., 2017). Assim, a busca por
novos compostos ou terapias, visando minimizar essa limitacao, deve ser intermitente
(DIAS, 2012).
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Mediante o potencial antiproliferativo e antitumoral apresentado por varios tipos
de propolis, investigou-se nesse trabalho o potencial do prépolis oriundo da abelha
Tetragona clavipes na potencializagdo da agao citotoxica de quimioterapicos utilizados

na clinica para o tratamento de cancer de mama.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do extrato de propolis de Tetragona clavipes sobre
linhagens tumorais e ndo tumorais e os efeitos de sua associacdo a

quimioterapicos utilizados para o tratamento de cancer de mama.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar o potencial citotdéxico seletivo do extrato etandlico do prépolis de
Tetragona clavipes sobre as linhagens McCoy, L929, MDA-MB-231, HRT-
18, HeLa e HepG2, observando caracteristicas de susceptibilidade e de

seletividade;

* Determinar a influéncia do extrato de prépolis no efeito citotoxico de

diferentes quimioterapicos, a curto prazo;

* Determinar, de forma preliminar, o tipo de morte celular induzido pelo

propolis e suas combinagdes com quimioterapicos;

* Avaliar os efeitos das combinag¢des mais efetivas na migracdo de células

tumorais;

» Verificar a recuperagao da capacidade proliferativa de linhagens tumorais

expostas a combinagoes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.CANCER- ASPECTOS GERAIS

O céncer € a segunda maior causa de morte entre as doengas nao-
transmissiveis no Brasil, apresentando indice inferior de mortalidade apenas quando
comparado ao promovido por doencgas cardiovasculares (MANSUR; FAVARATO,
2021). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), para o triénio 2020-2022
foram estimados 625.000 novos casos desta doenca em todo o Brasil, com maior
incidéncia dos canceres de proéstata, colorretal e pulmdes nos homens; e de mama,

colorretal e colo de Utero nas mulheres.

Apesar de existirem distintos tipos de cancer, originarios de diversos tecidos e
orgaos, esta doenca pode ser caracterizada, pelo crescimento e proliferacédo de
células transformadas, as quais podem ser capazes de invadir e se instalar em outros
tecidos e 6rgéos, através da ocorréncia de um processo denominado metastase (DE
ALMEIDA et al., 2005).

Entretanto, cabe esclarecer que nem todo tumor é considerado um cancer. De
maneira geral, as neoplasias podem ser classificadas em benignas e malignas,
baseando-se nas caracteristicas e comportamento clinico do tumor, sendo que
normalmente tumores benignos sdo geneticamente simples e estaveis se comparados
com os tumores malignos, cuja presencga estd associada ao desenvolvimento de
cancer. Assim, a distincdo entre eles é realizada com base em quatro caracteristicas
fundamentais: grau de diferenciacdo, velocidade de crescimento, invaséo local e
metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Com relagéo ao grau de diferenciagao, as neoplasias benignas sdo compostas
por células bem diferenciadas que se assemelham ao tecido de origem, com
crescimento lento, formacdo de uma estrutura capilar ao redor do tumor para a sua
nutricao, e desenvolvimento de uma capsula fibrosa que o separa do tecido saudavel.
Ja os tumores malignos apresentam diferentes graus de diferenciacao celular, desde
aqueles constituidos por células bem diferenciadas até os que sdo formados por

células completamente indiferenciadas (anaplasicas). Além disso, tumores malignos
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apresentam crescimento rapido e areas centrais de necrose isquémica (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Em relagdo a invasao local e metastase, uma neoplasia benigna permanece
localizada em seu sitio de origem, ndo apresentando a capacidade de se infiltrar,
invadir ou difundir-se pelo organismo. Ja os tumores malignos desenvolvem-se por
meio de infiltracdo, invasdo, destruicdo e penetragdo no tecido circundante. A
capacidade invasiva adquirida por células constituintes de tumores malignos
possibilita sua permeagdo para vasos sanguineos, linfaticos e cavidades corporais,
favorecendo sua disseminagao. Em geral, quanto mais anaplasica e maior a neoplasia
primaria, mais provavel sera a disseminagcdo metastatica e formacado de sitios
secundarios (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer apresenta causa multifatorial, resultante da interacdo entre fatores
endoégenos (propensdo genética) e exdgenos (ambientais), os quais incluem a
exposic¢ao a carcinégenos (radiagcao, substancias quimicas), estilo de vida (tabagismo,
etilismo, sedentarismo), excesso de peso e habitos alimentares dos individuos
(STEWART; WILD, 2014).

A exposicao a estes fatores acarreta mutagdes celulares que atingem quatro
classes de genes reguladores: os protooncogenes (promotores de crescimento), os
genes supressores de tumor (inibidores de crescimento), os genes que regulam a
apoptose e os envolvidos no reparo de DNA. Tais mutacbes sdo a base da
carcinogénese e da transformagao maligna (KREEGER; LAUFFENBURGER, 2010;
GREAVES; MALEY, 2012).

Nesse contexto, € importante destacar o papel de tais mutagcdes na promocéao
da carcinogénese. Mutacdes de protooncogenes acarretam a formacédo de
oncogenes, 0s quais, por sua vez, codificam fatores de transcricdo e proteinas
reguladoras do crescimento ou envolvidas na sobrevivéncia celular, na interacéo
célula-célula e célula-matriz, favorecendo a proliferagdo, sobrevivéncia, migragéao e
invasdo. Ja as mutagbes que acometem os genes supressores de tumor,
normalmente levam a sua inativagao, impedindo sua ag¢ao, que € a de controlar o ciclo
celular, permitindo que as células tumorais se multipliquem de forma descontrolada e

favorecendo o desenvolvimento do fenétipo transformado. Assim, quando associadas,
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essas mutacdes favorecem a proliferagdo e a sobrevivéncia de células tumorais em
comparagao as células ndo neoplasicas, implicando no desenvolvimento de tumores
e do cancer (HERZIG; CHRISTOFORI, 2002; BOLAND; GOEL, 2005; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Os genes que regulam a apoptose e os genes de reparo do DNA também
interferem diretamente no processo de tumorigénese. Muitos tumores sobrevivem e
se desenvolvem devido a mecanismos moleculares que lhes permitem resistir a
apoptose (LIVINGSTON; SHIVDASANI, 2001). Pode-se citar por exemplo, o gene
bcl2, que ao codificar a proteina BCL2, impede a atividade de membros apoptaticos
dessa familia, permitindo o prolongamento da sobrevivéncia da célula, e fazendo com
que a mesma tenha mais oportunidade de sofrer outras mutagbes vantajosas
(HORVITZ, 1999).

Em relacdo aos genes de reparo, tem sido relatado que tais mutacgdes
apresentam papel critico na progressao tumoral. Pode-se citar por exemplo alteragdes
genéticas que acometem genes de reparo de mismatch, os quais estdo associados
ao aumento do risco do cancer de célon e carcinoma cervical. Ainda, mutagdes nos
genes BRCA1, BRCA2 e PALB2 resultam em reparo defeituoso de recombinagdes
homdlogas, as quais podem estar envolvidas na carcinogénese de tumores de ovario
e mamarios (WANG et al., 2019).

Em relacdo aos tipos de mutacdes que células tumorais podem apresentar,
merecem destaque as mutagdes pontuais e anomalias cromossémicas nao aleatérias,
uma vez que sao as principais envolvidas na formacao de tumores malignos. Em geral,
as mutacodes pontuais, incluem translocagdes balanceadas, delecdes e manifestacdes
cito genéticas de amplificagdo do gene. A translocagcdo equilibrada leva a
carcinogénese por meio da superexpressao de oncogenes ou da produ¢ao de novas
proteinas de fusdo com capacidade alterada de transducédo de sinal, que conduzem a
proliferagdo celular. Delegbes geralmente afetam genes supressores de tumor,
enquanto a amplificacdo de genes aumenta a expressao de oncogenes (KREEGER,;
LAUFFENBURGER, 2010).

Por fim, € importante salientar que, além dos fatores genéticos e extrinsecos,

os canceres podem ser resultantes de alteragbes epigenéticas, como o aumento focal
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da metilagdo de DNA e alteragcbes em histonas. As alteragées genéticas e
epigenéticas modificam a expressdo ou fungcdo de genes-chave que regulam
processos celulares fundamentais, como proliferacdo, sobrevivéncia e senescéncia
(GREAVES; MALEY, 2012).

Uma vez iniciado, os canceres progridem e sofrem selegdo natural. A
progressao do tumor ndo € apenas um aumento do seu tamanho, mas também esta
relacionada a agressividade, malignidade e heterogeneidade celular. Por sua vez, a
progresséo e a heterogeneidade associada também sao resultados de multiplas
mutacdes que se acumulam de forma independente e em diferentes geragdes de
células, produzindo subclones com caracteristicas diferentes, como capacidade de
invasao, velocidade de crescimento, capacidade metastatica, capacidade de
responder a estimulos hormonais e sensibilidade a farmacos quimioterapicos
(GREAVES; MALEY, 2012).

Tendo em vista que mutagdes acarretam na aquisicdo de caracteristicas
fundamentais para o desenvolvimento e progresséo tumoral, Hanahan e Weinberg
(2000 e 2011) e Hanahan, 2022 elencaram e denominaram as mesmas cOmMoO
Hallmarks of cancer. Tais caracteristicas foram citadas a seguir : autossuficiéncia na
producdo de fatores de crescimento; insensibilidade aos fatores que regulam o
crescimento celular; angiogénese sustentada; potencial replicativo ilimitado;
capacidade de invasao tecidual e metastase; evasao da apoptose; reprogramagao do
metabolismo energético; evasdo do sistema imune; instabilidade gendmica e
mutacao; inflamagao pré-tumoral; desbloqueio da plasticidade fenotipica;
reprogramagao epigenética ndao-mutacional; criagdo de microbiomas polimoérficos e

inducdo de senescéncia.
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FIGURA1 -Hallmarks of cancer

Autossuficiéncia nos Insensibilidade aos fatores

sinais de crescimento que regulam o crescimento
Desbloqueio da Reprogramacgao
plast[cidade epigenética
fenotipica nao-mutacional

Reprogramagao
do metabolismo
energético

Evasao do
sistema imune

Poténcial
Resisténcia a replicativo
morte celular ilimitado

Instabilidade
gendmica e
mutagao

Inflamacao gerada
pelo tumor

Microbiomas
polimorficos

Células
senescentes

Angiogénese Capacidade de
sustentada invasao tecidual e
metastase

FONTE: Adaptado de Hanahan, 2022;
LEGENDA: As principais caracteristicas bioldgicas adquiridas pelas células durante o processo
da carcinogénese.

O tratamento do cancer envolve abordagens locais como cirurgia, radioterapia
e terapia fotodindmica, bem como abordagens sistémicas como quimioterapia,
administracdo de farmacos antiangiogénicos, horménioterapia, terapia alvo e
imunoterapia, com intuito curativo ou paliativo (BURNEY; AL-MOUNDHRI, 2008;
PALUMBO et al., 2013).

A quimioterapia é a abordagem sistémica mais empregada, geralmente é
aplicada em conjunto com terapias locais, como a cirurgia e a radioterapia. Embora
os quimioterapicos em geral sejam eficazes em destruir células neoplasicas, o grande
desafio para o tratamento do cancer, consiste na acao distinta dos farmacos

empregados na quimioterapia, sobre células neoplasicas e células ndo tumorais. Essa
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falta de especificidade dos quimioterapicos é um grave fator limitante, uma vez que
estd associado a incidéncia de diversos efeitos adversos como: diarreia, vomitos,
nauseas, alopecia, maior susceptibilidade a infeccées, bem como na multirresisténcia
aos quimioterapicos (BRANDAO et al., 2010; PALUMBO et al., 2013; UY et al., 2015).

Como consequéncia do avango da doenga, € necessario o planejamento
estratégico global a curto, médio e longo prazo, com incentivo a habitos de vida mais
saudaveis, acoes para identificacdo precoce da doenca, acessibilidade a tratamentos
eficazes e estimulo a sociedade cientifica na procura de novas substancias ou
alternativas, que levem a cura ou a melhora da qualidade de vida do individuo que
desenvolve esta doenga (BARBOSA et al., 2015; FERLAY et al., 2015; CUZICK,
2017).

Investigar compostos mais efetivos e seletivos que diminuam esse crescente
problema é um desafio, e produtos naturais mostram-se como uma alternativa para

essa problematica, justificando a execugao do presente trabalho (DIAS, 2012).

3.2.CANCER DE MAMA

O cancer de mama € a neoplasia mais incidente e a mais mortal para o sexo
feminino no Brasil e no mundo (WHO, 2020). No ano de 2021 foram relatados 66.280
novos casos e 18.295 mortes por essa malignidade no Brasil (INCA,2021). A
estimativa aponta para a ocorréncia de 130 mil casos da doencga no Brasil no ano de
2040, bem como a morte de 33.500 pessoas no pais em decorréncia da mesma
(WHO, 2020).

O carcinoma mamario € causado pela multiplicagdo desordenada de células
anormais da mama (INCA, 2021). Normalmente, inicia-se nas células dos lobulos, que
sdo as glandulas produtoras de leite, ou nas células dos dutos, responsaveis por
drenar o leite dos |6bulos para o mamilo. Menos comumente, o cancer de mama pode
ter inicio no estroma mamario, que inclui os tecidos conjuntivos fibrosos e gordurosos
da mama (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Ao longo do tempo, as células

tumorais podem invadir o tecido mamario saudavel circundante e migrar para os
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linfonodos axilares, podendo se estabelecer nos géanglios linfaticos e se disseminar

para outras regides do organismo (SCULLY et al., 2012).

Em relacdo as causas, cerca de 5 a 10% dos tumores de mama séao
hereditarios, sendo que o restante decorre de mutagdées genéticas resultantes do
processo de envelhecimento das células e exposi¢ao aos fatores de risco (EHEMAN
et al., 2009).

A idade é um dos mais importantes fatores de risco para a doenga (cerca de
quatro em cada cinco casos ocorre apos os 50 anos). Outros fatores incluem:
obesidade, tabagismo, inatividade fisica, consumo de bebidas alcodlicas, historico
familiar de cancer de mama ou ovario, menstruacao precoce, uso de contraceptivos,

nao ter tido filhos ou primeira gravidez apos os 30 anos, entre outros (INCA, 2021).

As alteragcbes genéticas comumente encontradas neste tipo de cancer sao
decorrentes de mutagdes em protooncogenes e em genes supressores de tumor. A
alteracdo mais bem caracterizada no cancer de mama é a superexpressdo do
protooncogene HER-2, que sofre amplificagdo em cerca de 30% dos canceres de
mama invasivos. Os produtos desse gene sao proteinas que atuam como receptores
de fatores de crescimento e sua superexpressao faz com que as células neoplasicas
se multipliguem de forma descontrolada (BURSTEIN et al., 2004; SOTIRIOU,;
PUSZTAI, 2009).

Em relacdo aos tumores de mama originarios a partir de caracteristicas
hereditarias, observa-se que mulheres que apresentam mutagdes nos genes BRCA-
1 ou BRCA-2, dois genes supressores tumorais, sdo mais propensas a desenvolver
carcinoma mamario. Acredita-se que os mesmos atuem promovendo o reparo do DNA

(SOTIRIOU; PUSZTAI, 2009) e sua ligagdo com o cancer da mama ainda nao é clara.

A classificacdo molecular estratifica o cancer de mama em quatro subtipos:
luminal A, luminal B, HER-2 amplificado e cancer de mama basal (KUMAR et al.,
2013). O subtipo luminal A refere-se a tumores positivos para receptor de estrogénio
(RE) elou receptor de progesterona (RP), e negativos para amplificacdo e/ou
superexpressao de HER-2. Ja os tumores do subtipo luminal B expressam RE, RP e

superexpressam HER-2. O subtipo HER-2 amplificado apresenta elevada expressao
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da oncoproteina HER-2, porém auséncia da expressao de receptores hormonais (RE
e RP). Por fim, o subtipo basal ndo apresenta receptores hormonais, bem como nao
superexpressa HER-2, sendo chamados de tumores triplo negativos (CIRQUEIRA et
al., 2011).

O subtipo luminal A apresenta o melhor progndstico em relagado aos demais.
Em sua maioria, sdo tumores histologicamente de baixo grau, ou seja, constituidos
por células com crescimento lento e semelhantes ao tecido fisiolégico da mama, e
apresentam resposta a quimioterapia; ja os tumores luminais B apresentam maior
proliferagdo e sdo, muitas vezes, de alto grau histologico (crescimento acelerado e
tecido diferenciado), ndo apresentando resposta a quimioterapia. O subtipo HER-2
amplificado tem menor sobrevida livre de doenga e elevada taxa de recorréncia,
porém € responsivo a terapias alvo-especificas. Por fim, o subtipo basal demonstra
pior prognéstico, estando associado a menor sobrevida livre de doenga e a menor
sobrevida global, apresenta resposta a quimioterapia se feita nos estagios iniciais da
doenga, somada a radioterapia. Em estagios mais avangados, a cirurgia de
mastectomia é realizada antes do tratamento com os quimioterapicos (CIRQUEIRA et
al., 2011). O QUADRO 1 resume as caracteristicas moleculares e o prognostico dos

diferentes subtipos moleculares do cancer de mama.

QUADRO1: Caracteristicas e prognéstico dos subtipos moleculares do cancer de mama.

Subtipos
moleculares de Fenétipo Prognéstico

cancer de mama

RE+ e/ou e Melhor prognoéstico

Luminal A RP+ e HER-2- e Baixo grau de histologia
e Responde bem a

quimioterapia

RE+ e/ou e Maior proliferacao
Luminal B RP+ e HER-2+ e Alto grau de histologia
e Chances altas de recidiva
RE-, RP-e e Responde bem a terapias-alvo
HER-2 amplificado HER-2+ e Chances altas de recidiva

e Baixa sobrevida livre de
doenca
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RE-, RP-e e Pior progndstico
Basal HER-2- e Baixa sobrevida livre de
doenca
e Baixa sobrevida global

FONTE: Adaptado de CIRQUEIRA et al., 2011

O cancer de mama também é classificado conforme sua capacidade de
invasao, ou seja, a sua habilidade de penetrar ou ndo na membrana basal limitante.
Aqueles que permanecem dentro desse limite sdo chamados de carcinomas in situ,
por se tratarem de carcinomas nao invasivos, apresentando melhores respostas a
quimioterapia; ja aqueles que se difundem para além dele sdo designados como
carcinomas invasivos, mais dificeis de responder a quimioterapia dependendo do
estagio da doenga. Nesta classificagao, as principais formas de carcinoma de mama
nao invasivo sao o carcinoma ductal in situ - CDIS, e o carcinoma lobular in situ - CLIS.
Ja as principais formas de carcinoma de mama invasivo sdo o carcinoma ductal
invasivo - CDI, o carcinoma lobular invasivo - CLI, o carcinoma medular, o carcinoma
coldide, o carcinoma tubular, dentre outros (SIMPSON et al., 2003; BURSTEIN et al.,
2004). O CDI representa entre 70 a 80% de todos os canceres de mama detectados
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

O rastreamento e a deteccdo do cancer de mama sao feitos por exames de
imagem. As técnicas moleculares sdo complementares ao diagnoéstico. Quando ha
suspeita de cancer de mama detectado por métodos tradicionais, como o exame fisico,
a mamografia ou o ultrassom, deve-se realizar bidpsia da mama para a execugéao de
exame histopatolégico, permitindo avaliar as caracteristicas intrinsecas do tumor e
classifica-lo histologicamente através da realizagdo de imunohistoquimica (IHQ),
técnica muito utilizada para verificar a positividade para receptores hormonais, e
classificar os tumores de acordo com suas caracteristicas moleculares (CHALA,;
BARROS, 2007; INCA, 2021). Além da IHQ, a classificacdo molecular do carcinoma
de mama pode ser feita através de PCR (Polymerase Chain Reaction) ou microarray
(DELMONICO et al., 2015).

Apods confirmacédo do diagndstico, deve ser realizada uma anamnese do
paciente, focando no histdrico familiar, na existéncia de comorbidades e de fatores de

risco, bem como na evolugéo cronoldgica da doenga. Ainda, deve-se realizar o exame
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fisico completo para a deteccdo de outros potenciais sitios secundarios do tumor
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

O tratamento do cancer de mama depende do estadiamento da doenca, da
classificagdo molecular, da localizagdo e do tamanho do tumor, bem como da
ocorréncia de metastases (CIRQUEIRA et al., 2012; INCA, 2021). As modalidades de
tratamento do carcinoma de mama s&o: cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia, hormdnioterapia e terapia-alvo. A cirurgia e a radioterapia sao indicadas
para o tratamento loco-regional. Ja a quimioterapia, a imunoterapia, a hormdnioterapia
e a terapia-alvo séo utilizadas como tratamento sistémico (WOLFGRAMM et al.,
2013).

A cirurgia geralmente € o tratamento inicial do cancer de mama, e pode
envolver a exciséo cirurgica da mama inteira (mastectomia total) ou partes da mama,
podendo ainda envolver ou ndo o esvaziamento axilar, que € a retirada de linfonodos
da axila (MACEDO et al., 2020).

A radioterapia é utilizada como tratamento adjuvante (apds a cirurgia), como
tratamento paliativo e como tratamento neoadjuvante (antes da cirurgia) e consiste na
aplicagao de radiagao ionizante com o intuito de destruir ou inibir o crescimento das
células tumorais (DELANEY et al., 2005).

A quimioterapia, assim como a radioterapia, pode ser utilizada como tratamento
adjuvante ou neoadjuvante. No tratamento adjuvante, quimioterapicos sao
administrados apds a cirurgia para destruir as células neoplasicas remanescentes do
procedimento cirurgico ou mesmo disseminadas, que nado podem ser visualizadas
pelos exames de imagem. Ja no tratamento neoadjuvante, farmacos quimioterapicos
sao administrados antes da cirurgia para tentar reduzir o tamanho do tumor, de modo
que possa ser extraida uma porcao tecidual de menor extensdo. Os farmacos mais
frequentemente utilizados em ambas as modalidades sdo: antraciclinas (doxorrubicina
e epirrubicina), taxanos (paclitaxel e docetaxel), 5-fluorouracil ou capecitabina,
ciclofosfamida e carboplatina. Na maioria dos casos sao utilizadas combinagdes dos

mesmos (American Cancer Society, 2019).
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A imunoterapia, por sua vez, atua estimulando o sistema imunolégico do
paciente a reconhecer e destruir as células tumorais. A associacdo mais comum de
farmacos aplicados para este fim € a combinacdo de atezolizumabe e abraxane
(ESFAHANI et al., 2020)

A horménioterapia, na maioria dos casos € utilizada como terapia adjuvante,
sendo aplicada apenas em tumores que expressam receptores hormonais. Os
farmacos mais utilizados sao aqueles que bloqueiam receptores de estrogénio
(tamoxifeno, toremifeno, fulvestranto), bem como os que impedem a producéo de

desse hormdnio (letrozol, anastrozol, exemestano) (American Cancer Society, 2019).

A terapia-alvo é um tipo de terapia dirigida a células especificas. Pode ser
realizada por meio da administracdo de anticorpos monoclonais, anticorpos-farmaco
conjugado, inibidores de cinase (para cancer de mama HER2+), inibidores de CDK4/6,
inibidores de mTOR ou de PI3K (para cancer de mama RE+ ou RP+) e anticorpos-
farmaco conjugado (para cancer de mama triplo negativo) (American Cancer Society,
2019).

Quando a doenga € diagnosticada no inicio, o tratamento tem maior potencial
curativo. No caso de a doenga ja apresentar metastases, o tratamento busca
prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida do paciente (INCA, 2021). Ainda,
deve-se considerar que o cancer de mama € uma doenga complexa, de alta
heterogeneidade clinica, morfolégica e bioldgica. Tumores mamarios com histologia
e clinica semelhantes, podem apresentar diferentes progndsticos e diferentes
respostas terapéuticas (GEYER et al., 2009). Dentro desse contexto, a busca por
novos farmacos ou abordagens terapéuticas para o carcinoma de mama, apresenta

grande relevancia.

3.3.MECANISMOS DE MORTE CELULAR

Antigamente, o Comité de Nomenclatura sobre Morte Celular (NCCD),
utilizava apenas critérios morfolégicos para classificar os mecanismos de morte
celular em trés tipos principais: apoptose, necrose e autofagia. Apesar dessa

classificagado ser amplamente utilizada até a atualidade, ao longo do desenvolvimento
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de estudos na area, verificou-se que esta é obsoleta, e que uma classificacdo mais
adequada deve considerar, além dos critérios morfolégicos, aspectos genéticos,
bioquimicos, farmacoldgicos e funcionais dos mecanismos de morte celular, distinguir
as causas dos aspectos correlacionados ao processo de morte e identificar células
cujo mecanismo envolve a permeabilizagao irreversivel da membrana plasmatica ou

a fragmentacgao celular completa (GALLUZZI et al., 2018).

Dessa forma, o NCCD, propés uma nova classificacdo para os mecanismos
de morte celular, em dois grandes grupos: mecanismos de morte acidental (ACD) e
mecanismos de morte programada (RCD). Para esse ultimo grupo, passou-se a
considerar os mecanismos de transducgao de sinal envolvidos na iniciagdo,execug¢ao
e propagacao da morte celular, bem como a relevancia fisiopatolégica desses
processos (GALLUZZI et al., 2018).

3.3.1. Morte celular acidental

A morte celular acidental corresponde a uma forma instantanea e incontrolavel
de morte, que envolve ruptura irreversivel da membrana plasmatica. Suas causas
incluem a exposic¢ao das células a condi¢des fisicas, quimicas ou mecanicas extremas
como altas temperaturas, pressdes ou forgas osmoticas, variagoes extremas de pH e
forca de cisalhamento(GALLUZZ| et al., 2018).

3.3.2. Morte celular programada

3.3.2.1. Apoptose extrinseca e apoptose intrinseca

A apoptose é uma forma caracteristica de morte celular programada, com
importante papel durante o desenvolvimento e a homeostase celular, bem como em
uma variedade de doengas, como Alzheimer, Parkinson e no cancer (MAURILLO et
al., 2001; OBENG, 2021).

Ao sofrer apoptose, a célula apresenta alteragdes morfolégicas e bioquimicas
tipicas, como encolhimento celular e condensag¢ao da cromatina, formagcao de corpos

apoptoticos, extravasamento do Citocromo C da mitocbéndria para o citosol,
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externalizacdo da fosfatidilserina na membrana celular, ativacao de proteases e
fragmentacdo do DNA (HENGARTNER, 2000; ADAMS; COOPER, 2007).

As vias de sinalizacdo que desencadeiam o processo apoptotico sao
complexas, sendo subdivididas principalmente em duas: apoptose extrinseca e
apoptose intrinseca (FIGURA2) (PEREIRA, 2014).

FIGURAZ - Ativagao da apoptose pelas vias extrinseca e intrinseca
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FONTE: Adaptado de NIKOLETOPOULOU et al., 2013.

LEGENDA: A via intrinseca, quando ativada, aumenta a permeabilidade da membrana mitocondrial
liberando proteinas do espago intermembranar, como o Citocromo ¢, que se associa a Apaf-1, formando
0 apoptossomo. Esse complexo ativa a caspase-9, que cliva caspases efetoras 3, 6 e 7, as quais
realizam a fragmentacao do DNA. A via extrinseca ativa receptores de membrana (FASL, TRAIL, TNF)
que se associam aos seus receptores correspondentes DD, formando o complexo FADD, que ao se
associar e ativar a caspase-8, inicia a cascata de caspases, ativando as caspases efetoras 3, 6 e 7 que
realizam a fragmentacao do DNA.

A via extrinseca é desencadeada pela interagdo entre sinais de estresse celular
com os receptores de morte TNFR, TRAIL e Fas. O estimulo do ligante de morte

resulta na oligomerizagao dos receptores e no recrutamento de proteinas adaptadoras
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(por exemplo a FADD), bem como de uma caspase iniciadora (normalmente a
caspase 8), formando o complexo de sinalizagdo de indugdo de morte (DISC)
(GALLUZZI et al.,2011). A formacédo do DISC acarreta na ativagdo das caspases
efetoras (3, 6 e 7), que, por sua vez, clivam alvos e proteinas que incluem enzimas de
reparo do DNA, proteinas do citoesqueleto e moléculas envolvidas na progresséo do
ciclo celular, gerando mudangas morfolégicas associadas a apoptose e a ocorréncia
de morte celular (CURTIN; COTTER, 2003).

Ja a apoptose intrinseca pode ser desencadeada por uma infinidade de
estresses intracelulares, tais como irradiacdo, quimioterapicos, virus, bactérias,
auséncia de fatores de crescimento celular e hipdxia (PEREIRA, 2014). Embora os
estimulos iniciadores da via intrinseca da apoptose sejam altamente heterogéneos,
todos culminam na despolarizacdo da mitocdéndria e extravasamento de proteinas
apoptéticas (GALLUZZI et al., 2011).

A via intrinseca envolve o extravasamento de proteinas pro-apoptéticas da
mitocondria para o citosol, particularmente o Citocromo c. Este, uma vez no
citoplasma, associa-se a Apaf-1, dATP e pré-caspase-9, formando o apoptossomo.
Caspases executoras sdo ativadas, culminando na clivagem de substratos especificos
e morte celular por apoptose (GOTTLIEB, 2000).

A regulacao positiva da via intrinseca é realizada pelos membros da familia
BCL2, proteinas citoplasmaticas capazes de integrar sinais de sobrevida ou morte
celular gerados nos meios intra e extracelular (KOLLENKO et al., 2000). Essa familia
subdivide-se em duas classes: proteinas pré-apoptoticas (BAX, BCLXL, BCLW,
McCL1, A1), as quais sensibilizam ou conduzem a célula a apoptose e anti-
apoptéticas (BCL2 e BCLX) (KOLLENKO et al., 2000). Dentre os membros pré-
apoptéticos mais frequentemente ativados, destaca-se a proteina BAX; ja dentre os
membros anti-apoptéticos mais envolvidos no controle da apoptose, merece destaque
o BCL-2. A proteina BAX, ao se oligomerizar na forma de homodimero Bax/Bax,
promove a formagao de poros na mitocéndria, e a liberagdo de Citocromo ¢ para o
citosol, acarretando no desencadeamento de apoptose. Por sua vez, a proteina BCL-
2 pode sequestrar BAX, levando a formacdo do heterodimero BAX/BCL-2 na
membrana mitocondrial, impedindo o extravasamento do Citocromo ¢ e o
desencadeamento da via intrinseca (ANAZETTI; MELO, 2007).
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A via mitocondrial também é susceptivel a regulagéo negativa pelas proteinas
da familia das Proteinas inibidoras de Apoptose (IAPs), tais como CIAP1, CIAP2, XIAP

e survivina, as quais podem inibir, por exemplo, as caspases 3 e 9.

Pesquisas realizadas sobre o processo de apoptose demonstram que este é
um processo importante na quimioterapia do cancer, uma vez que diversos farmacos
quimioterapicos exercem seu efeito antitumoral a partir da indugdo de apoptose
(MIZUTANI et al., 2005; BRENES et al., 2007).

3.3.2.2. Necrose regulada

A necrose foi considerada por muito tempo como um mecanismo de morte
celular acidental. E um processo que envolve a perda da integridade da membrana,
com inchago citoplasmatico, formacao de vacuolos, distensdo ou rompimento
mitocondrial, lise dos lisossomos e liberagcdo do conteudo citosdlico para o tecido
circundante (CHAMOND et al., 1999; KUROSAKA et al., 2003).

Atualmente sabe-se que a necrose pode ocorrer de forma regulada, a partir de
um mecanismo chamado necroptose, o qual ocorre em condigdes fisioldgicas e
patolégicas (FULDA, 2013). Ainda, o termo necroptose € utilizado como um sinénimo
de necrose programada que depende da atividade da Proteina Cinase de Interagéo
com o Receptor-1 (RIPK1) (KROEMER et al., 2008).

A ativacao da necroptose pode acontecer pelos mesmos ligantes que ativam a
apoptose, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) (FIGURAS3). Nessa via, o ligante
TNFa se liga ao receptor TNFR1 e aciona o recrutamento das proteinas de Dominio
de Morte Associado a TNFR (TRADD), RIP-1, IAPs, Fator Associado a TNFR2 (TRAF-
2) e Fator Associado a TNFR5 (TRAF-5), que constituem uma estrutura chamada de
Complexo I. Uma vez formado este complexo, RIP-1 pode sofrer poliubiquitinagao
pela agao de IAPs, acionando a ativagdo de NF-kB e levando consequentemente, a
sobrevivéncia celular. Entretanto, devido a rapida internalizacdo de ligantes do
receptor TNF, as proteinas do Complexo I, bem como sua modificacdo pods-
traducional, sdo consequentemente alteradas. Dessa forma, RIP-1 sofre

desubiquitinagdo catalisada pela deubiquitinase cilindromatose (CYLD), limitando a
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ativacao da sinalizagao do NF-kB, e favorecendo a ativacao de vias de morte celular.
Dessa forma, ocorre o recrutamento de outras proteinas (FADD e caspase-8),
alterando a composicao do complexo, que passa a se chamar Complexo Il, também
conhecido como riptossomo, levando a ativagao de caspase-8, bem como a clivagem
e inativacao de RIP-1 e RIP-3, e desencadeando a apoptose. No entanto, quando a
caspase-8 nao pode ser ativada devido a condigdes genéticas ou farmacolégicas, RIP
cinases fosforilam e ativam RIP1 e RIP3, formando assim um complexo molecular

chamado de necrossoma.

Uma vez formado o necrossoma, RIP3 fosforila MLKL, que oligomeriza-se,
sendo translocada para a membrana plasmatica, promovendo a permeabilizacéo
necroética da mesma e culminando em morte celular (GALLUZZI et al., 2011; GONG
et al.,2019).

FIGURA 3 - Vias de sinalizagdo molecular da necroptose.
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FONTE: Adaptado de GONGet al., 2019.

LEGENDA:Ocorre a formagao do complexo | atraves da ligagdo do TNFa ao seu receptor TNFR1 e o
recrutamento de IAP, TRAF e TRADD.RIP-1 sofre desubiquitinagéo por cilindromatose (CYLD) e
recruta outras proteinas que irdo formar o Complexo II. RIP1 e RIP3 fosforilam e formam o

necrossoma que gera sinais pro-necréticos que desencadeiam a morte celular por necroptose.

3.3.2.3. Outros tipos de morte celular programada

A TABELA 1 mostra, além da apoptose e da necroptose, os outros tipos de
morte celular programada definidos pela NCCD, suas caracteristicas morfologicas,

bioquimicas e principais reguladores.

TABELA 1 - Tipos de morte celular programada

. Caracteristicas Caracteristicas S
Tipo o Lo Principais reguladores
morfolégicas bioquimicas
Auséncia de inchago celular; Ativagéo de CASP1, CASP3 e T
Ruptura de membrana GSDMD; Positivo: CASP1, CASP11,
Piroptose lasmatica; Clivagem GSDMD; Formagao GSDMD
P P ' gem LSLVIL, ¢ Negativo: GPX4, ESCRT-II,
Condensagao moderada de de poros induzido por PKA
cromatina. GSMMD-N; Liberagéo de IL1B
Positivo: TFRC, ACSL4,
LPCATS3, ALOX15, GLS2,
Mitocdndrias menores; Redugdo  Acumulo de ferro; Peroxidagao DPP4, NCOA4, BAP1,
d linidica: Dissinacio de AP BECN1, PEBP1, CARS,
a - ) Ipidica; Uissipagao de ' VDAC2/3, RAB7A, HSP90, e
crista mitocondrial; Elevagéo da MAP1LC3B-I para
Ferroptose : ~ . ALK4/5
densidade de membrana conversao de MAP1LC3B-II; Negativo: SLC7A11 GPX4
mitocondrial; glutaminolise; Caspase 9 ) : ’
Aumento da ruptura da membrana independente NFE2L2, HSPB1, HSPAS,
mitocondrial FANCD2, NFS1, ITGAS,
’ ITGB4, e OTUB1
Ambos: TP53
Ativagao excessiva de PARP1;
Dissipacdo de AWm; Caspase
Condensagao da cromatina; independentes; NAD+ Positivo: PARP1, AIFM1,
Parthanatos Grande e deplegédo de ATP; Acumulo MIF, e OGG1
fragmentagcao de DNA; Perdade  de poli-polimeros de ADP- Negativo: ADPRHL2 e
integridade da membrana; ribose (PAR); Liberagéo de RNF146
Inchaco celular. AIFM1 da mitocondria para o
nucleo
Positivo: CDH1, CTNNA1,
Ativagao de proteinas de AMPK, RHOA, ROCK,
Entose Estrutura célula-a-célula adesdo e miosina, ATGS5, ATG7,
' actomiosina; LC3 associadaa PI3KC3, BECN1, CYBB,
fagocitose UVRAG, e RUBCN

Negativo: CDC42 e RNF146
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Ruptura da membrana Formagao de NETS; Positivo: ELANE. MMP
Netose plasmatica; Liberagao e translocagao de MPO ' ’ ’
Colapso da membrana nuclear; enzimas granulares; CAMI’?’/LL37 e PADI4
Liberagéo de fibras de cromatina.  Citrulinagéo de histonas ’
Permeabilizagdo da membrana
Morte . :
lisossomal; L .
celular . : ~ . Positivo: catepsinas, STAT3,
Ruptura do lisossomo e da Liberacéo de enzimas
dependente membrana plasmatica hidroliticas lisossémicas; e TP53
de ) ’ Negativo: NF-kB e MCOLN1

Lesao oxidativa induzida pelo

lisossomo -
ferro lisossomal

FONTE: Adaptado de Tang et al., 2019.

3.4.METASTASE

A metastase € um processo pelo qual células tumorais se disseminam a partir
do tumor primario por meio de vasos sanguineos e linfaticos, instalando-se e
crescendo em outro (s) érgéo (s), e levando a formagao de um sitio tumoral secundario
(GUAN, 2015). Trata-se de um evento complexo que envolve varias etapas
sequenciais como dissociagdo, migragao, invasao e adesao (WEBER, 2013). Estas,
por sua vez, sao controladas por alteragbes genéticas e epigenéticas adquiridas e

acumuladas durante o processo de progressao tumoral (ARVELO et al., 2016).

Metastases a partir de uma neoplasia primaria, em geral, formam-se em um
orgao distante, seguindo um fenébmeno denominado tropismo metastatico (GERAUD
et al., 2014). Dessa forma, as células neoplasicas circulantes sdo aprisionadas na
microvasculatura de determinados 6rgaos que tém caracteristicas moleculares e de
microambiente especificas, para entdo instalarem-se, proliferarem e estabelecerem
um novo sitio tumoral (GERAUD et al., 2014).

Para que ocorra a metastase, as células neoplasicas devem dissociar-se do
tumor primario por meio da perda de sua capacidade de adesdo e migrar para a
circulagao, através do fenbmeno de transicao epitélio-mesenquimal (EMT). A EMT é
um processo bioldgico reversivel pelo qual uma célula epitelial modifica sua polaridade
e suas propriedades adesivas para um fenétipo de célula mesenquimal. Tais células
apresentam ainda alteragbes no citoesqueleto, resisténcia a apoptose e ganho na
capacidade de migragao e invasao, o que favorece sua locomogéao e sobrevivéncia no
microambiente do tecido conjuntivo (LIM; KALDIS, 2013).
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Muitas vias de sinalizacao estdo implicadas na inducdo da EMT em células
neoplasicas, destacando-se a ativagdo dos seguintes receptores: de tirosina cinase,
do Fator de Crescimento Epidérmico (EGF), do Fator de Crescimento Fibroblastico
(FGF2), do Fator de Crescimento de Hepatdcitos (HGF), do Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF), do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF-
1), da via de sinalizagdo da Wnt, do Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e do Fator de
Crescimento Transformante beta (TGFB) (SAVAGNER, 2010).

Uma vez que atingem, via circulagdo, o local onde sera formado o sitio
secundario, células tumorais devem migrar do interior dos vasos para o tecido, através
de um processo conhecido como extravasamento. O mecanismo de extravasamento
€ similar aquele de invasao, mas em direcado oposta, e depende das interacbes entre
células neoplasicas e endoteliais, bem como da permeabilidade vascular (BROWN et
al., 2011).

Uma vez presentes no 6rgao-alvo, as células neoplasicas induzem a ocorréncia
de adaptacgdes para favorecer sua instalagcao e formacao do sitio secundario. Nesse
sentido, pode-se citar a indugdo da sintese de fatores pré-angiogénicos para a
formacdo de uma nova rede vascular, a fim de propiciar o aporte nutricional e de
oxigénio necessarios para a manutengao de seu metabolismo (LEMOS, 2016). Para
isso, a presenga de angiocinas como HGF, TGFB e citocina antagonista da
Angiopoietina-2 (Ang2) no meio extracelular perivascular sdo determinantes
(KOBLINSKI et al.,2005).

3.5. Tetragona clavipes

As abelhas s&o um dos principais e mais importantes grupos de insetos para o
homem. Apesar de serem predominantemente conhecidas como produtoras de mel,
as abelhas também fornecem cera, prépolis, polen, geleia real, entre outros produtos,
e podem ser criadas para a exploragao dos mesmos (EGGERT, 2016). Entretanto,
economicamente, ndo sao importantes somente pelos produtos que fornecem para o
uso humano, deve-se levar também em consideracao a atividade polinizadora destes
insetos, uma vez que um terco da alimentagdo humana depende direta ou
indiretamente da polinizacdo realizada por abelhas (VILLAS-BOAS, 2012).
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Ha mais de 25 000 espécies de abelhas conhecidas, as quais sao distribuidas
em sete familias biolégicas reconhecidas. A Tetragona clavipes, espécie produtora do
propolis avaliado neste trabalho, pertence a familia Apidae, tribo Meliponini, que se
trata da tribo das abelhas “sem ferrdo” (VILLAS-BOAS, 2012).

Os meliponineos, ocorrem em grande parte das regides tropicais da Terra,
ocupando praticamente toda a América Latina e Africa, além do sudeste asiatico e
norte da Australia. Caracterizam-se por serem sociais, possuirem o ferrao atrofiado
impossibilitando o seu uso e sdo os principais responsaveis pela polinizagao da
grande maioria das espécies vegetais em nosso pais (DUARTE, 2012).

A T. clavipes, é conhecida popularmente como Bora, palavra derivada do termo
"hebora", que no idioma tupi significa "o que ha de ter (mel)" (RODRIGUES et al.,
2007). Trata-se de uma espécie caracterizada por uma populagdo numerosa e que
apresenta agressividade acentuada na abertura do ninho ou mesmo ao passar a
frente da entrada da colmeia (RODRIGUES et al., 2007). Como possui ferrdo
atrofiado, a Bora defende seu ninho através de mordiscadas. Além disso, realiza a
deposicdo de propolis no invasor como comportamento defensivo, impedindo-o de
continuar seu avancgo para dentro da colmeia (EGGERT, 2016).

No Brasil, a abelha Bora é encontrada nos estados do Acre, Amazonas, Amapa,
Bahia, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Para, Parana, Rio de Janeiro e em Sdo Paulo (EGGERT, 2016).

3.6.PROPOLIS

Prépolis € a denominagdo genérica utilizada para descrever uma mistura
complexa de substancias resinosas, gomosas e balsamicas colhidas por abelhas
meliferas de brotos, flores e exsudatos de plantas, as quais sdo acrescentadas
secrecOes salivares, cera e pélen para a elaboragao do produto final (FUNARI, 2006).
Geralmente é constituido de 50% de balsamo, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais
e 5% de pélen (OZKOK et al., 2021).

Devido as suas propriedades mecanicas e antimicrobianas, o propolis € muito
utilizado na construgao e adaptacao da colmeia garantindo a criagédo de um ambiente

asseéptico (FUNARI, 2006). Quanto a composigao quimica, esta varia de acordo com
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sua origem botanica e geografica, bem como de acordo com a espécie de abelha que
o produz, apresentando quantidades variaveis de compostos fendlicos, diterpenos e
triterpenos, 6leos essenciais, carboidratos, acidos graxos, dentre outros (SFORCIN et
al., 2017).

Desde a década de 1950, cientistas tem isolado componentes importantes do
propolis e comprovado seus beneficios. Dessa forma, o propolis e seus compostos
apresentam grande variedade de atividades biolégicas e farmacoldgicas
comprovadas (OZKOK et al., 2021), que tornaram-no um alimento complementar
popular em todo o mundo na década de 2000 (ZACCARIA et al., 2017). Dentre as
acdes farmacoldgicas descritas, pode-se citar: atividade antimicrobiana, antioxidante,
antitumoral, antiulcerativa, antidiabética, anti-inflamatéria, antigenotéxica e antiviral
(SFORCIN, 2007; BARROS et al., 2008; EL-SAYED et al., 2009; SFORCIN,
BANKOVA, 2011; WATANABE et al., 2011; CHAN et al., 2013; BAYRAM et al., 2015;
ASGHARPOUR et al., 2019; PRZYBYLEK, KARPINSKI, 2019).

Por fim, é importante ressaltar que o propolis também é utilizado na medicina
tradicional e complementar, como por exemplo na cicatrizacdo de aftas, feridas orais
e queimaduras (MARTINOTTI; RANZATO, 2015), sendo um importante produto
apicola aplicado na “Apiterapia” (WEIS et al., 2022). Durante a pandemia de COVID-
19, a eficacia do propolis contra o virus SARS-CoV-2 chegou a ser avaliada, sugerindo
que este produto diminui os sintomas clinicos da doenca e o tempo de manifestacdes
dos sintomas (BACHEVSKI et al., 2020; MIRYAN et al., 2020).

3.6.1. Principais mecanismos relacionados a acdo antitumoral de prépolis e

seus compostos

E amplamente descrito na literatura que o efeito antitumoral do prépolis esta
associado a interferéncia em diversos processos relacionados ao desenvolvimento e
progressao tumoral, tais como sobrevivéncia e proliferacdo celular, e sinalizagéao
oncogénica (SEPULVEDA et al., 2019; CAMPOS et al., 2021).
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Analises de citometria de fluxo em combinagcdo com marcadores como iodeto

de propideo e Annexina V tém sido uteis para caracterizar os efeitos citotdoxicos de

prépolis em linhagens tumorais, evidenciando a indugao de apoptose inicial, tardia ou
mecanismos semelhantes a necrose (EZRAHI et al., 2019; DESAMERO et al., 2019).

A Tabela 2 apresenta os tipos de morte celular induzido por diversos tipos de

propolis de abelhas sem ferrdo ou compostos isolados dos mesmos sobre varias

linhagens tumorais, bem como os mecanismos moleculares envolvidos na mediagao

deste efeito.

TABELA 2 - Tipos de morte celular induzidos por prépolis de diferentes espécies de abelhas sem
ferrdo em varias linhagens de cancer

Tipo de
Espécies de extrato ou Linhagem Tipo de morte Mecanismo de Referéncias
abelhas composto celular celular agao
isolado
Adenocarcinoma
de colon
Hidroetanolico humano
Trigona sp. = Etanol 70% (HT-29 e Apoptose NE CHOUD:/A;)IS
+ Agua 30% Caco-2) "
Melanoma
murino (B16F1)
Hidroetandlico .
. S Leucemia CAMPOS et al.
Melipona orbignyi = Etanol 80% Necrose NE /
+ Agua 20% humana (K562) 2014
. o Hidroetandlico Leucemia Necrose* e CAMPOS et al.
Tetragoniscafiebrigi = Etanol 80% humana (K562) Apboptose™ NE 2015’
+ Agua 20% pop
Metandlico .
o fracionado ~ /\denocarcinoma KUSTIAWAN et
Trigona incisa de colén Apoptose NE
(acetato de (SW620) al, 2015
etila e hexano)
Scaptotrigona
I\d/iz;gz'na Elcért(;itglncé;l(l)%/oc Leucemia Necrose* e NE BONAMIGO et
quadrifasciata + Agua 20% humana (K562) Apoptose al.,2017
anthidioides
Hidroetandlico . Ativagéo da RIPK1
. Leucemia Necrose* e BONAMIGO et
Plebeia droryana = Etanol 80% o e aumento da
+ Agua 20% humana (K562) Apoptose caspase 3 al., 2017
Aumento da
atividade da
caspase 3 e 9,
Cardol Adenocarcinoma depolarizagao KUSTIAWAN et
Trigona incisa (5-pentadecil de colén Apoptose mitocondrial, al. 2017
resorcinol (SW620) aumento de ROS, v
reversdo parcial da
apoptose com
NAC
Scaptotrigona ~
. ; . " Redugéo do
blpt{nctata, I-_hdroetanolloco Melanoma potencial de CISILOTTO et
Melipona = Etanol 70% humano (SK- Apoptose
quadrifasciata + Agua 30% MEL-28) membrana al,2018
mitocondrial,

anthidioides
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Carcinoma
Heterotrigona itama Etandlico cervical humano Apoptose NE MOHD_\;’?%%%
(HeLa) N
Modulagéo positiva
da transcrigao de
Cancer gastrico BAX e BAD,
Tetragonula biroi Etandlico (AGS, MKN-45, Apoptose modulagéo DESAMaERZ%fE;
NUGC-4) negativa de v
BCL2L1 e
BCL-2
. . Linhagem
Hidroetandlico
. _ o celular de AMALIA et al.,
Trigona spp. 1?;3237()(1/? cancer de mama Apoptose NE 2020
(MCF7)

NE: ndo estudado. *Principalmente. **Parcialmente.

FONTE: adaptado de CAMPOS et al., 2021

3.6.1.2. Interferéncias na sinalizagdo oncogénica

Vias de sinalizagdo como RAS e PI3K também podem ser afetadas por
mutacdes e contribuir para o desenvolvimento de cancer em humanos (VOGELSTEIN
et al., 2013).

A proteina RAS faz parte da familia MAPK de proteinas, constituida por
diversos membros que apresentam papéis cruciais na sinalizacao intracelular. A
ativagdo de RAS ocorre mediante a associagao de ligantes (agonistas) em receptores
de membrana (RTK) ou em receptores G-protein-coupled (GPCR), culmina na
ativagcdo de RAF, ambas com potencial oncogénico. Essas proteinas possuem a
funcao de sinalizar para as demais MAPK o inicio e interrupcéo das funcdes celulares
exercidas pela via, atuando como reguladores do processo de transcricao (DELIRE;
STARKEL, 2015; ROBERTS; DER, 2007; KOLCH, 2000).

Além da atuacao na via MAPK mediada por ERK 1/2, RAS também pode iniciar
e regular as atividades de outras vias por ser ativada por fatores extracelulares
distintos, como os fatores de crescimento. Um exemplo é a agao na via mTOR pela
fosforilagdo da PI3K (MINH et al., 2005). Durante a carcinogénese, alteragdes que
incluem perdas de fosfatases lipidicas (PTEN e INPP4B) e mutagdes em genes que
codificam subunidades cataliticas, reguladoras e/ou ativadoras de PI3K e AKT, levam
a uma ativagdo exacerbada dessa via (POLIVKA JR; JANKU 2014; DANIELSEN et

al., 2015), resultando no crescimento e na diferenciagao celular, na angiogénese, na
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inibicdo da apoptose (VOGELSTEIN et al.,, 2013; DANIELSEN et al., 2015) e na
inducdo de metastases (LIU et al., 2012).

Tem sido relatado que o propolis pode atuar em diversas etapas de diferentes
vias de sinalizag&o, acarretando na modulagéo de reguladores do ciclo celular, tais
como ciclina D, cinases dependentes de ciclina (Cdk-2/4/6) e inibidores de cinase
dependentes de ciclina, e impedindo a progressao do ciclo nas células tumorais
(SEPULVEDA et al., 2019; CHIU et al., 2020).

Ainda, foi verificado que o acido caféico, um composto identificado em varios
tipos de propolis, consegue inibir a proteina quinase ribossomal S6 beta-1 (p70S6K),
um intermediario responsavel pela sintese de proteinas na via PI3K/AKT e algumas
redes de sinalizagcao AKT, levando a inibicdo da proliferacdo de células de cancer de
prostata LNCaP, DU-145 e PC-3 (ZABAIOU et al., 2017).

3.6.1.3. Mecanismos de regulagao do ciclo celular

Em geral, a proliferagdo de células envolve um processo chamado ciclo celular
(IMOTO et al.,, 2011). Basicamente, a progressao deste ciclo esta associada a fases
especificas que ocorrem nos periodos de interfase e mitose (LEAL-ESTEBAN,
FAJAS, 2020). Apods sair da fase GO (quiescéncia), as células entram na interfase, que
é sequencialmente dividida em 3 fases: G1 (crescimento celular), S (sintese de DNA)
e G2 (preparacao para mitose), para entrar entdo, no periodo de mitose ou fase M,
onde ocorre a distribuicdo igual de material genético e citocinese (SEPULVEDA et al.,
2019; OTTO, SICINSKI 2017).

A progressdo do ciclo celular é regulada pela agdo conjunta de cinases
dependentes de ciclina (CDKs) e proteinas que controlam sua ativagcdo e
especificidade de substrato, chamadas de ciclinas (LIM, KALDIS, 2013). As CDKs s&o
enzimaticamente ativas e participam dos seguintes processos: (l) interagdo com
ciclinas para formar complexos heterodiméricos ativos e (Il) fosforilagdo de residuos
de treonina presentes em seu segmento de ativacdo (ROSKOSKI, 2019; LEAL-
ESTEBAN, FAJAS 2020). Em mamiferos, as principais CDKs envolvidas no ciclo

celular sao CDK1, CDK2, CDK4 e CDK6, que formam complexos enzimaticos ativos
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com ciclinas especificas (CAMPOS et al., 2021). A atividade das CDKs que
contribuem para o avancgo do ciclo celular é induzida por sinais mitogénicos, e inibida
pela ativacao de checkpoints do ciclo celular, que respondem a falhas de integridade
genética (OTTO, SICINSKI 2017).

Além disso, a progressao do ciclo celular é bloqueada pela agado supressora
tumoral das proteinas do retino blastoma (pRb) e p53 (ENGELAND, 2017), e pela
acao de inibidores endbégenos de cinases dependentes de ciclina (CKIls), que
controlam a atividade de CDKs (KARIMIAN et al., 2016). Em geral, os CKls promovem
a parada do ciclo celular (LEAL-ESTEBAN, FAJAS 2020) e desempenham um papel
critico na regulagéo do ciclo celular (QIN et al., 2020). Assim, antes de retornar ao
processo de divisdo, possiveis danos ao material genético podem ser reparados, ou

células severamente danificadas sdo eliminadas via apoptose (SANTO et al., 2015).

Desta forma, o ciclo celular € um processo altamente regulado e ordenado
devido & cooperaco rigorosa entre CDKs, ciclinas e CKls (SANCHEZ-MARTINEZ et
al., 2019). No entanto, em células tumorais, os niveis dessas proteinas sao
frequentemente desregulados devido a mutagdes e expressao anormal de genes do
ciclo celular (LEAL-ESTEBAN, FAJAS 2020). Essas mutagdes inativam CKls e hiper-
ativam CDKs (SANTO et al, 2015). Com a desativacdo de seus mecanismos
inibitérios, o ciclo e a proliferagdo celular ocorrem de forma incontrolavel (LEAL-
ESTEBAN, FAJAS 2020). Assim, os inibidores de CDKs s&o uma alternativa de
tratamento para o cancer, e um dos focos de pesquisas relacionadas, € o
desenvolvimento de farmacos direcionados ao ciclo celular e a transcricao de CDKs
(SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2019).

A Tabela 3 mostra as interferéncias e os mecanismos moleculares de propolis
de abelhas sem ferrdo e seus compostos, relacionados ao controle e progressédo do

ciclo celular em varias linhagens tumorais.
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TABELA 3 - Efeito in vitro de propolis de abelhas sem ferrdo e seus compostos isolados, no ciclo celular
de linhagens tumorais.

. Tipo de
Espécies de extrato ou Linhagem Efeitos no Mecanismos
abelhas sem g - - Referéncias
= composto celular ciclo celular envolvidos
ferrao ;
isolado
Metandlico . .
o fracionado Adenocarcinoma  Parada no ciclo KUSTIAWAN et al.,
Trigona incisa de colén celular (fase NE
(acetato de (SW620) G1) 2015
etila e hexano)
Mellpqna _ _Hldroetanololco Melanoma Parada no ciclo CISILOTTO ef
quadrifasciata = Etanol 70% + humano (SK- celular (fase NE al.2018
anthidioides Agua 30% MEL-28) G2/M) ’
Modulagé&o positiva da
transcrip¢céo de genes
inibitérios do ciclo
Cancer gastrico Parada no ciclo celular (CDKN1A,
Tetragonula biroi Etandlico (AGS, MKN-45, celular (fase CDKN1BJ tp53), . DESAMERO et
modulag&o negativa por al.,2019
NUGC-4) GO0/G1) ¥
transcripgdo de CDK1,
CDK2 e CCND1

relacionadas com
quinases e ciclinas

NE:n&oestudado.

FONTE: adaptado de CAMPOS et al., 2021

3.6.1.4. Migragao, invasdo e angiogénese

Os processos de migragao, invasédo e angiogénese sao etapas fundamentais
do processo metastatico (GUAN, 2015). Nesse sentido, tem sido evidenciado que
prépolis e alguns de seus compostos, podem atuar inibindo a ocorréncia de qualquer
uma dessas etapas, como descrito a seguir.

Por exemplo, tem sido evidenciado que o acido caféico (CAPE) isolado de
prépolis inibe a migracao e a invasao de diferentes linhagens de cancer de mama
(MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468), de célon (SW620, CT26) e de pulmao (H460)
por meio de mecanismos que incluem a diminuicdo significativa da expressao de
reguladores da migracdo e invasdao como vimentina, MMP-2, MMP-9, B-catenina,
TGFB e Wnt 3a; bloqueio da atividade do canal sédio dependente de voltagem (VGSC)
e inibicdo da secrecédo de MMP-2 e MMP-9 (WADHWA et al., 2016,FRASERet al.,
2016, LIAO et al., 2003). Ainda, Wu e colaboradores (2011) verificaram que o CAPE
diminui em 90% a secrecao de VEGF em células de cancer de mama MDA-MB-231,
quando aplicado na concentracado de 40 uM, mostrando que esse composto é capaz
de evitar a formagdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) sob normoxia e

hipdxia.
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Wang e Tang (2017) sugeriram que prépolis e seu componente galangina
consegue modular a capacidade das células de cancer de laringe (TU212 e M4e) de

migrar e invadir tecidos através da inibigao das vias de sinalizagdo MAPK e PI3K/AKT.

3.6.2. Propolis como adjuvante em terapias

Uma das perspectivas mais promissoras em relacdo ao uso de prépolis no
cancer tem sido utiliza-lo como elemento complementar a terapia, para potencializar
a atividade de farmacos antitumorais e prevenir os efeitos colaterais dos esquemas
de quimioterapia e radioterapia (SEPULVEDA et al., 2019). Tais acdes exercidas por

propolis e seus compostos isolados, estdo descritas na Tabela 4.
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TABELA 4 - Efeito in vivo adjuvante e/ou paliativo de propolis e seus compostos isolados em modelos
experimentais para o estudo do céancer.

modelo

Tipo de Indugédo do . _— Tratamento com Propolis e P R
tumoral / N Regime terapéutico . L = Principais resultados Referéncias
estudo : cancer via de administragdo
animal
2 dias apés a inoculagdo das WSDP e Epirrubicina inibiram a metastase
Camundongos Injec&o iv.de  Epirrubicina administrado células tumorais, doses de 50 e no pulm&o. O propaolis aumentou o ndmero
CBA - machos e 10° células de  iv.em dosesde 2,5 150 mg/kg 1x ac diaviai. g.ou  de UFCs, celularidade do tecido ORSOLIC; BASIC,
carcinoma mg/kg 2 dias apds a i.p., durante 3 dias consecutivos - hematopoiético e nimero de leucdcitos 2005

Propolis como
adjuvante/paliativo

fémeas

mamario Mca

inoculacdo das células
tumorais

0s camundongos foram mortos
21 ou 40 dias apés o tratamento

periféricos; tratamento prolongado elevou os
tipos mieloides e megacariociticos de UFCs

Administragdo

dDTja?ﬂmg de Paclitaxel administrado  Administrac&o oral de 50 EEP e paclitaxel preveniram o aumento de
Ratos Sprague a0 i.p.em doses de 33 mg/kg mg/kg/dia imediatamente apds 0 enzimas cancerigenas, citocromo P(450), PADMAVATHI et
R coxim adiposo - N . .
Dawley - fémeas . 1x por semana por 4 tratamento carcinogénico durante citocromo b(5) e NADPH citocromo C al, 2005
mamario por -
s semanas 30 dias redutase
técnica de
bolsa de ar"
WSDP e EEP juntamente com IRI
Injecdo i.p. de Administracéo i. p. de WSDP e aumentaram significativamente a vida (til,

Ratos Swiss
albinos - machos

108 de células
de carcinoma

Innotecano foi
administrado i p. em
doses de 50 mg/kg nos

EEP a 100 mg/kg/dia por 3 dias
consecutivos, comegando no 3°

tendo menor ndmero de células tumorais e

maior contagem de macrofagos e neutrofilos  LISICIC ef al., 2014

& guimioterapia ascitico de dias 1 13e 19 dia apds a injecdo de células na cavidade peritoneal, diminuindo os niveis
Ehrlich ’ : EAT. O experimento terminou no  de dano primario ao DNA no figado, rm e
dia 90. células asciticas
Injegéio i.p. de = dias apos a inoculacdo, O propolis reduziu o efeito téxico e
2x10° de a hipertermia foi induzida  agminjstragéo i.p. de WSDP genotdxico da cisplatina em células normais
Ratos Swiss células de viaip. com 4 ”:L de S0r0 agministrado 7 e 3 dias antes da  sem afetar as células EAT. Além disso, ORSOLIC et al,
albinos - machos carcinoma fisiologico & 43°C. A inoculaco de células tumorais a propolis + hipertermia aumenta as aces 2013
ascitico de cisplatina foi aplicada 50 markg citotéxicas de macréfagos contra células
Ehrlich apds a hipertermia em tumorais
dosesde5e 10 mglkg
efou vimblastina (2 A -
mgkg) foram Aaminstracéo viaoral ce ENEPa (TR0 S0 R i ¢
Ratos Winstar - } administradas via i.p.. 100 mg/kg/dia e 10~ PCQE via wmblastir?a e restaurou as atividades BENGUEDOUAR
fémeas Apds 24 h da aplicagdo  1.p- 4 dias antes do tratamento teciduais de catalase e SOD no miocardio & et al., 2008
da droga, os ratos foram COM neoplasicos. figado
sacrificados.
?g&?f:%éogfgod;p:;pﬂ:: A Diminuic&o do peso corporal e contagem de
Ratos Winstar A radioterapia foi aplicada rimeira dose foi adriin?stra;ia 10 neutréfilos, e aumento da mucosite oral BERDERLI DENIZ
femeas ) - no cranio total por fracao Enin antes da imadiaco e as ocorreu no grupo Radioterapia. O propolis 2011’ ’
anica na dose de 18 Gy d d . & iradiacs mostrou uma normalizacéo dose-dependente
emais doses apds airradiagdo parametros
1x ao dia por 7 dias
Administracdo i.p. de EEP na R
Iradiacio com radiacio  d diaria de 100 ma’k 3 O propolis protegeu camundongos dos
Camundongos E’D ¢ 0s€ diaria de maikg por efeitos letais da irradiacdo e diminui os danos BENKOVIC ef af.,
- gama *°Co na dose de 4 dias consecutivos antes (grupo A .
CBA - machos . J. A primarios ao DNA em seus globulos brancos, 2008
- e 9 Gy preventivo) ou apds irradiacdo
Prépolis como {grupo paliativo) especialmente no grupo preventivo
adj\uvante,’palm.lt\vo . O propolis diminui a intensidade da mucosite
a radioterapia A radiag&o gama com ; u
®Co foi aplicada no Administracdo via i.p. de 400 e teve efeitos protefores sobre a funcéo das
Ratos Winstar - - P glandulas salivares no terceiro dia, mas ndo  MOTALLEBNEJAD
N cranio total a uma taxa de mg/kg/dia de propolis (SND) por 3 P .
fémeas dose de 15 Gy por 7 dias antes da imadiacao aos 70 dias. O propolis néo preveniu etal, 2014
minutos e 39 \;g undos ' & alteragdes histologicas induzidas por
g radiagdo nos tecidos da gléndula pardtida
Administracio via ip. de WEP a O propolis retardou a incidéncia e a
Ratos Winsfar - Iradiacdo com radiacéo 100 200 eaDD m ”S desde o dia gravidade da mucosite induzida pela radiacio MOTALLEBNEJAD
gama *°Co na dose de 15 A oG gama e também preveniu a reducdo dos
machos da radiacdo que continuou par 10 etal, 2014

Gy por 7 - 9 minutos

dias consecutivos

niveis de antioxidantes salivares nos ratos
iradiados

Abreviagfes: iv, intravenoso; i.p, intraperitoneal; i g, intragastrico, WSDP, derivado de propolis solivel em agua, EPP extrato etandlico de propolis; EMEP, extrato metandlico e
etandlico de prapolis, DMBA, 2 4-DimetoxibenzaldeidoMDA, malondialdeido, SND, solvente ndo definido; SOD superdxido dismutac@o, CFUs, unidade de formacé&o de coldnias.

FONTE: adaptado de SEPULVEDA et al., 2019

Apesar de existirem estudos que demonstram o potencial antitumoral de

propolis e seus compostos, bem como a acao destes produtos na potencializagao do

efeito promovido por quimioterapicos, estes se limitam, em sua maioria, a investigagcéo

de prépolis de Apis melifera (abelha com ferrdo). Os mecanismos moleculares

envolvidos na mediacdo destes efeitos, bem como o efeito da associacido de

quimioterapicos a propolis de abelhas sem ferrdo, sdo ainda, pouco explorados.
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Desta forma, este trabalho pretende elucidar alguns mecanismos envolvidos na
sensibilizacdo de células tumorais pelo extrato de propolis de abelhas sem ferrdo

Tetragona clavipes a agao de farmacos quimioterapicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.COLETA E OBTENGAO DO EXTRATO DE PROPOLIS DA ABELHA

Tetragona clavipes

O propolis bruto de Tetragona clavipes foi coletado na regido de Tamarana -
PR (23°53'568,47"S, 51°00'48,29"W) durante a primavera do ano de 2018. O proépolis
bruto coletado (cerca de 30 g) foi colocado em um frasco contendo 300 mL de etanol
absoluto por 72 h, tendo sido o frasco agitado trés vezes por dia, nesse intervalo de
tempo. O macerado obtido foi centrifugado (1800g por 15 min), resultando na
obtenc¢ao de uma porgéo liquida (sobrenadante) e um residuo sélido (cera). A porgao
liquida foi armazenada em geladeira (~8°C), enquanto o residuo sélido foi novamente
macerado conforme descrito anteriormente. Posteriormente, a cera foi descartada, e
as porcoes liquidas foram misturadas e colocadas a temperatura de -20°C para
precipitagdo da cera residual. O sobrenadante foi centrifugado (1800g por 15 min) e
submetido a destilagao sob pressao reduzida em evaporador rotativo, até eliminagao
total do solvente, dando origem ao extrato etandlico (BORA). Por fim, para a realizagao
dos ensaios in vitro, foi preparada uma solugdo estoque de BORA, a partir da diluicdo
de 100 mg do extrato de propolis, em 1 mL de DMSO (concentragao final de
100 mg/mL). A solucéo estoque foi filtrada em membrana de 0,22 ym e armazenada
a -30°C até o momento da realizagdo dos experimentos.

Cabe ressaltar que o extrato de propolis utilizado neste estudo foi produzido e
gentilmente cedido pela doutoranda Monica Surek do Programa de Pds-Graduagéao
em Ciéncias Farmacéuticas - UFPR.

Previamente a execugao deste trabalho, registrou-se o uso do propolis para as
investigagcdes aqui descritas, no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético
(SisGen) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil sob protocolo n® AAC72B0.

4.2. CULTURA E MANUTENCAO DE LINHAGENS CELULARES

A linhagem celular ndo tumoral McCoy (fibroblastos murinos) foi adquirida do

Instituto Adolfo Lutz; ja a linhagem nédo tumoral L929 (fibroblastos murinos) foi obtida
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do ATCC (American Type Culture Collection). As linhagens tumorais MDA-MB-231
(carcinoma de mama), HRT-18 (carcinoma colorretal), HeLa (carcinoma cervical) e
HepG2 (carcinoma hepatocelular) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de
Janeiro.

Todas as linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com
soro fetal bovino (SFB - 10%), penicilina-G (100 U/mL), sulfato de estreptomicina
(100 pg/mL) e bicarbonato de sédio. Para o cultivo de células L929 e MDA-MB-231
adicionou-se ao meio de cultivo, L-glutamina (2 mM).

As culturas foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C e em atmosfera
umida contendo 5% de CO..

A manutencao celular era realizada toda vez que a confluéncia de células

atingisse 80% da area total de aderéncia da garrafa de cultivo celular.

4.3.ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ADOTADA PARA O ESTUDO DA
ASSOCIACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS DE ABELHA BORA A
QUIMIOTERAPICOS

Para verificar se o extrato de Bora seria capaz de sensibilizar seletivamente
células MDA-MB-231 ao efeito citotoxico de quimioterapicos, potencializando a agao

dos mesmos, foram adotados os esquemas de tratamento descritos a seguir:



(h Pré-tratamento: as células foram expostas ao extrato de Bora na concentragao
referente ao Clso (22,51 pg/mL) por 48 horas, seguida da adigdo de doxorrubicina
(1,56 — 50 nM), paclitaxel (3,2 — 102,4 uM) ou 5-fluorouracil (0,125 — 4 yM) por 24

horas, totalizando 72 horas de tratamento.

FIGURA 4 - Esquema do pré-tratamento de células MDA-MB-231 e L929 com a associagao de prépolis

de abelha Bora aos agentes quimioterapicos doxorrubicina, paclitaxel e 5-fluorouracil.

PRE-TRATAMENTO

LONGO PRAZO |
CURTO PRAZO |
| MEIO |  veicuo= | MEIO | MEIO |
oh 24h ag h 72 h 24 dias 30 dias
CTRL - Quimicterapico
| MEIO | cumioterérico | MEIO | MEIO |
oh 24h agh 72 h 24 dias 30 dias
Tratamento - Quimicterapico
| DMSO 0,009 % | MEIO | MEIO | MEIO |
oh 24h agh 72 h 24 dias 30 dias
CTRL - BORA
| BORA (22,51 pg/mL) | MEIO | MEIO | MEIO |
oh 24h 48 h 72 h 24 dias 30 dias
Tratamento - BORA
| DMSO 0,009 % |  veicuo= | MEIO | MEIO |
oh 24h s h 72 h 24 dias 30 dias
CTRL- BORA + Quimicterdpico
| BORA (22,51 pg/mL) | quimioTerARIcO | MEID | MEIO |
oh 24h a8 h 72 h 24 dias 30 dias

Tratamento - BORA + Quimioterépico

Veiculo* = Para o tratamento com doxorrubicina = PBS 0,07 %; paclitaxel = DMSO 0,062%; 5-FU = DMSO 0,006%.
FONTE: A autora (2022).
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() Co-tratamento: as células foram tratadas concomitantemente com o extrato de
Bora (22,51pg/mL) e com os quimioterapicos doxorrubicina (1,56 — 50 nM), paclitaxel
(3,2 -102,4 uM) ou 5-fluorouracil (0,125 — 4 yM) por 72 horas.

FIGURA 5 - Esquema do co-tratamento de células MDA-MB-231 e L929 com a associagao de propolis
de abelha Bora aos agentes quimioterapicos doxorrubicina, paclitaxel e 5-fluorouracil.

LONGO PRAZO |
CURTO PRAZO |
| VEICULO * | MEIC | MEID |
Oh 22h 28h 72h 24 dias 30 dias
CTRL - Quimicterapico
| QUIMICTERAPICO | MEIQ | MEID |
Oh 24h a8h 72 h 24 dias 30 dias
Tratamento - Quimioterapico
| DMSO 0,008 % | MEIC | MEID |
Oh 22h 28h 72h 24 dias 30 dias
CTRL- BORA
| BORA (22,51 pg/mL) | MEIO | MEIO |
Oh 24h a8h 72 h 24 dias 30 dias
Tratamento - BORA
| DMSO 0,008% + VEICULO® | MEIC | MEID |
Oh 22h 28h 72h 24 dias 30 dias
CTRL- BORA + Quimicterdpico
| BORA (22,51 pg/mL) + QUIMIOTERAPICO | MEIO | MEIO |
Oh 24h a8h 72 h 24 dias 30 dias

Tratamento - BORA + Quimioterdpico

Veiculo* = Para o tratamento com doxorrubicina = PBS 0,07 %; paclitaxel = DMSO 0,062%; 5-FU = DMSO 0,006%.
FONTE: A autora (2022).
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(ly  Poés-tratamento: as células foram tratadas com os quimioterapicos
doxorrubicina (1,56 — 50 nM), paclitaxel (3,2 — 102,4 uM) ou 5-fluorouracil (0,125 — 4
MM) por 48 horas, seguida da adi¢gao do extrato de Bora (22,51ug/mL) por 24 horas,

totalizando 72 horas de tratamento.

FIGURA 6 - Esquema do pos-tratamento de células MDA-MB-231 e L929 com a associagao de propolis
de abelha Bora aos agentes quimioterapicos doxorrubicina, paclitaxel e 5-fluorouracil.

POS-TRATAMENTO
LONGO PRAZO I
CURTO PRAZO I
| VEiCULD* | MEID | MEIQ | MEIO |
oh 24h a8h 72h 24 dias 30 dias

CTRL - Quimicterapico

| QUIMIOTERAPICO | MEID | MEIO | MEIO |
oh 24h 28 h 72 h 24 dias 30 dias
Tratamento - Quimioterépico

| MEID | omsooooss | MEIO | MEIO |

oh 24h azh 72 h 24 dias 20 dias
CTRL- BORA

| MEIO |sora (22,51 pe/mu) MEIO | MEIO |

oh 24h 28 h 72 h 24 dias 30 dias

Tratamento -BORA

| VEiCULD* | omsooooss | MEIO | MEIO |
oh 24h ash 72 h 24 dias 30 dias
CTRL- Quimioterdpico + BORA

| QUIMIOTERAPICO |sorA (22,51 pg/mu] MEIQ | MEIO |
oh 24h a8 h 72 h 24 dias 30 dias
Tratamento - Clu'lm'lotera’p'lco+E|DRﬁ.

Veiculo* = Para o tratamento com doxorrubicina = PBS 0,07 %; paclitaxel = DMSO 0,062%; 5-FU = DMSO 0,006%.
FONTE: A autora (2022).
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Para todos os esquemas, as analises de efeito imediato (MTT, verificagao de
alteragcdes na permeabilidade e integridade de membrana e avaliagdo de
interferéncias na migragao celular) foram realizadas ap6s 72 h de tratamento. Os
ensaios a longo prazo (ensaio clonogénico e cumulative population doubling) foram
realizados ap0s a retirada dos tratamentos e substituicdo por meio de cultivo livre de
propolis, quimioterapicos e compostos, levando-se em consideragcao suas
especificacbes como descrito nos itens 4.7 e 4.8.

Ainda, é importante ressaltar que, uma vez que os controles referentes aos
tratamentos com quimioterapicos (CTRL-Quimioterapico) e Bora (CTRL-BORA)
apresentaram citotoxicidade semelhante e sem diferenca estatistica a apresentada
pelo controle relacionado as associagdes (CTRL- Quimioterapico + BORA), para a
realizagdo dos ensaios, com excecao do MTT, suprimiu-se esses dois controles,

utilizando como controle Gnico o CTRL- Quimioterapico + BORA.

4.4. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-
2,5-difenil-2H tetrazolato de bromo) seguindo protocolo adaptado de Mosmann (1983).

Células das linhagens McCoy, L929, MDA-MB-231, HRT-18, HeLa e HepG2
foram semeadas em placas de 96 pocos. Para os experimentos de 24 h, as células
foram semeadas na densidade de 5.000 células/ pog¢o; ja para os experimentos de 48
e de 72 h, as células foram semeadas na densidade de 2000 células/pogo.

A seguir, as placas foram incubadas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de
CO2 por cerca de 24h para a adesao celular. Em seguida, em cada pogo foi
acrescentado o extrato de Bora em diferentes concentragdes (25 — 300 ug/mL para os
tratamentos de 24 h e 48 h; e de 10 - 200 pg/mL para tratamentos de 72 h). O controle
foi tratado com veiculo (DMSO na concentragao de 0,06% para o tratamento de 24 h
e 48 h e de 0,04% para o tratamento de 72 h).

As placas foram incubadas em estufa nas mesmas condi¢cdes de temperatura
e CO2 supracitadas, por mais 24, 48 ou 72 h. Finalizado o tratamento, o conteudo
liquido dos pogos foi retirado e os mesmos foram lavados com PBS, para entao ser
adicionada a solugéo de MTT (0,5mg/mL, 100 uyL/pogo), diluida em meio de cultivo. A

placa foi incubada em estufa por duas horas e, decorrido este tempo, o reagente foi
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retirado dos pocos, sendo adicionados 100 uL de DMSO para dissolucéo dos cristais
de formazan. As placas foram homogeneizadas e lidas na absorbancia de 570 nm em
espectrofotometro. Este teste foi realizado em ftriplicata com 4 repeti¢cdes para cada
concentracao.

Para determinar o percentual de viabilidade celular apds o tratamento com o
extrato de Bora em cada uma das concentracdes, considerou-se os valores de
absorbancia apresentados pelo controle como 100% de viabilidade celular.

O valor de concentragéo inibitéria minima (Clsg) para cada linhagem celular
tratada com o extrato de Bora foi determinado utilizando-se o software GraphPad
Prisma (San Diego, EUA).

O indice de seletividade (IS) foi calculado segundo Badisa et al., 2009,
dividindo-se o valor de Clso da célula ndo tumoral pelo Clso das células tumorais,

conforme equacao descrita a seguir:

S Clso do extrato na celula nao tumoral
Clsp do extrato na ceélula tumoral

Valores de IS superiores a 1 foram considerados como indicativos de
citotoxicidade seletiva (BARTMANSKA et al., 2018).

Para a avaliacdo do efeito citotoxico causado pela associagcao do extrato de
Bora a quimioterapicos utilizados na clinica para o tratamento do cancer de mama,
células L929 e MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 96 pogos, em uma
densidade de 5.000 células/poco, incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO> por cerca
de 24 h para a adesao celular.

A seguir, aos pogos foram adicionados extrato de Bora (22,51 ug/mL), DOXO
(1,56 — 50 nM), PACLI (3,2 — 102,4 uM) e 5-FU (0,125 — 4 pM), isoladamente ou em
associagao, conforme os trés esquemas presentes no item 4.3 por 72 h. Em seguida,
prosseguiu-se a execugao do ensaio do MTT conforme descrito anteriormente. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de viabilidade celular, em relagao
ao grupo controle, sendo atribuido a este a Vviabilidade de 100%.

Para comparar o efeito global na viabilidade celular induzido pelas associagdes
ao efeito promovido por BORA e pelos quimioterapicos aplicados isoladamente, foram
construidas curvas de concentragao-resposta para determinacao da area sob a curva

(AUC), as quais foram calculadas com o auxilio do software GraphPad Prisma (San
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Diego, EUA).

Este teste foi realizado em triplicata com 4 repeti¢des para cada concentracao.

4.5.ENSAIO DE INTEGRIDADE E PERMEABILIDADE DE MEMBRANA

O ensaio para se indicar o tipo de morte celular causada pelo tratamento com
extrato de Bora, 5-FU e a associacdo BORA + 5-FU foi realizado por meio da
coloragéo concomitante com iodeto de propideo e laranja de acridina (MCGAHON et
al., 1995).

Para isso, células MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 6 pogos, em
uma densidade de 58.180 células/pocgo, e mantidas em estufa por 24 h. Apds adesao,
as células foram tratadas com BORA (22,51 ug/mL) e/ou com 5-FU (1 uM) conforme
esquema de pré-tratamento descrito no item 4.3. A seguir, as células foram
tripsinizadas, ressuspendidas em 50 uL de PBS e incubadas com 10 pL de iodeto de
propideo (100 ug/mL) e 10 yL de laranja de acridina (100 pg/mL), ao abrigo da luz por
15 minutos, antes da leitura em microscopio de fluorescéncia.

Foram capturadas imagens das células em campos aleatorios, obtidas com o
uso de dois filtros diferentes, um para cada agente fluorescente, com comprimentos
de onda entre 460-650 nm para laranja de acridina e 525 - 595 nm para iodeto de
propideo. As imagens geradas foram sobrepostas utilizando-se o software ImageJ
FIJI. Foram analisadas 300 células em cada uma das amostras.

As células foram classificadas como viaveis (verdes), apresentando alteragdes
na permeabilidade de membrana (amarelas) e apresentando a membrana rompida

(vermelhas). Esse ensaio foi realizado em triplicata.

4.6.ENSAIO DE MIGRACAO (Wound Healing)

Para avaliagdo da migragao celular foi realizado o ensaio wound healing,
baseado em protocolo descrito por Burk e colaboradores (1973), com modificagdes.
Células MDA-MB-231 foram semeadas na densidade de 190.000 células/pogo, em
placas de 24 pogos, em meio RPMI 1640 suplementado com 2,5% de SFB. As placas
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foram incubadas por 24 h para a adeséao celular, e formagcao de uma monocamada
com confluéncia acima de 90%. Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de 100
uL, células foram removidas da monocamada, de modo a formar uma fenda vertical
no centro dos pocos. Os pocos foram lavados 2x com PBS para retirada dos
fragmentos celulares dissociados mecanicamente. A seguir, as células foram tratados
com BORA (22,51 pg/mL) e 5-FU (0,25 — 2 uM) de forma isolada ou associada,
conforme o esquema de pré-tratamento descrito no item 4.3.

O processo de migracédo celular foi acompanhado com o auxilio de um
microscopio invertido (Bioval, serie XDS-1B), e registrado por meio de imagens
obtidas nos tempos 0, 48 e 72 h de exposi¢cao das células aos tratamentos. A area da
fenda foi mensurada utilizando-se o software Imaged. A area do tempo 0 foi
considerada como 100% de inibicdo de migragdo, tendo sido atribuidos valores
percentuais em relagcado ao tempo 0 para a média das areas mensuradas nos tempos

de 48 e 72 h. O experimento foi realizado em ftriplicata.

4.7.ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico foi realizado seguindo protocolo proposto por Franken e
colaboradores (2006). Células L929 e MDA-MB-231 foram semeadas em placas de
24 pocos, na densidade de 11.700 células/poco e incubadas em estufa pelo periodo
de 24 h. A seguir, as células foram tratadas com extrato de Bora (22,51 pg/mL) e 5-
FU nas concentracées de 0,25 - 2 uM, aplicados de forma isolada ou associada,
conforme o esquema de pré-tratamento descrito no item 4.3 por 72 h.

Apds o tratamento, retirou-se o meio de cultura dos pogos e realizou-se a
tripsinizacdo para liberagdo das células. Em seguida, em cada pogo, foram
ressemeadas 100 células em meio de cultivo, agora livre de extrato de prépolis,
quimioterapico e/ou veiculo. As placas foram novamente incubadas em estufa, até
verificacdo da formacéao de colénias. Uma vez visualizadas colénias no grupo controle,
realizou-se a revelacido do ensaio.

Para isso, as col6nias foram fixadas com metanol 70% e a seguir, coradas
com uma solugao de cristal violeta 0,2%. Finalmente, com o auxilio de um celular,
imagens foram capturadas e analisadas pelo software SchieferCounter desenvolvido

e descrito por Santos e colaboradores (2020). Os resultados foram expressos em
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numero de colonias, area total ocupada pelos clones, bem como foi realizada a
classificagdo dos clones conforme seu tamanho (pequenos, médios e grandes).
Foram consideradas colénias pequenas, médias e grandes aquelas que apresentaram
tamanho entre 0 — 500 pixels, 501 — 1000 pixels, e 1001 — 1500 pixels,
respectivamente.

A reducido do numero de coldnias, independentemente de seu tamanho, foi
interpretada como a capacidade de os tratamentos em interferir na adeséao celular. Ja
a estratificagcdo das colénias pelo seu tamanho foi utilizada para avaliar a inducéo,
bem como a magnitude de efeito antiproliferativo. Nesse sentido, a elevagdo do
numero de clones pequenos, bem como a redugao de clones médios e/ou grandes,
foi considerada indugao de efeito antiproliferativo. Por fim, interferéncias na area total
ocupada pelos clones foram interpretadas como efeito anticlonogénico associado a
reducdo da adesdo celular e/ou de atividade citostatica. Todos os parametros
avaliados foram normalizados pelos valores dos respectivos controles normais

(CTRL). Este ensaio foi realizado em triplicata.

4.8.ENSAIO CPD (Cumulative Population Doubling)

O ensaio CPD foi realizado seguindo protocolo estabelecido por Silva e
colaboradores (2016) com adaptagdes. Células L929 e MDA-MB-231 foram semeadas
em placas de 24 poc¢os, na densidade de 11.700 células/pogo e incubadas em estufa
pelo periodo de 24 h. A seguir, as células foram tratadas com BORA (22,51 uM) e 5-
FU nas concentragdes de 0,25 - 2 uM, adicionados de forma isolada ou associada,
conforme o esquema de pré-tratamento descrito no item 4.3 por 72 h.

Posteriormente o tratamento, as células presentes nos pocos foram
tripsinizadas e contadas. Um volume de suspensao celular foi ressemeado e incubado
em cada um dos pog¢os, 0s quais continham meio de cultivo fresco. Para estabelecer
o volume de células a serem ressemeadas e incubadas, determinou-se
primeiramente, o numero de células que correspondesse a aproximadamente 10% de
confluéncia, considerando-se o numero apresentado pelo controle como 100% de
crescimento. Uma vez estabelecido este valor, determinou-se o volume de suspenséao
celular a ser ressemeado e incubado tomando como base o tratamento mais efetivo

no ensaio do MTT (BORA 22,51 pg/mL + 5-FU 2 uM), o qual poderia apresentar menor
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adesao celular em comparagao aos demais tratamentos, tendo em vista a significativa
citotoxicidade induzida pelo mesmo. Os procedimentos de tripsinizagcéo, contagem e
ressemeadura foram repetidos conforme descrito anteriormente, sempre que algum
dos pogcos atingisse confluéncia entre 70 — 90%, possibilitando a determinagcéo de uma
curva de crescimento, que se estendeu por 27 dias apds a primeira contagem.

O indice de crescimento da populacao celular foi calculado conforme a

equacao descrita a seqguir:

_ Ln (FN) -Ln (IN)
Ln (2)

PD

O experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos
determinando-se o CPD final relativo (RendCPD), a taxa de proliferacao celular (RPR),
o tempo relativo para alcangar um determinado CPD (RTCT), bem como a area sob a
curva (AUC) de cada uma das curvas de crescimento obtidas. A AUC foi determinada

utilizando-se o software GraphPad Prisma (San Diego, EUA).

4.9.ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao das triplicatas
de cada experimento. Os dados foram analisados usando ANOVA oneway (analise
de variancia unidirecional), seguido pelo teste de Bonferroni. Para avaliar a
seletividade entre células de um mesmo tratamento, foi realizado o Teste t. Os
resultados foram considerados significativos para as analises em que obteve-se p <
0,05. Todas as analises estatisticas desse trabalho foram determinadas com o

software GraphPad Prisma (San Diego, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.INVESTIGACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DO EXTRATO DE BORA

Prépolis vém apresentando significativo efeito citotdxico e antiproliferativo em
diversas linhagens celulares (FORMA; BRYS, 2021) e em modelos experimentais
animais (ZINGUE et al., 2020). Dentre os tipos de propolis mais estudados quanto ao
seu potencial antitumoral, destacam-se aqueles produzidos pela espécie Apis
mellifera (FRANCHIN et al., 2018). Entretanto, propolis de abelhas sem ferrdo também
vem apresentando potencial citotdxico, antiproliferativo e antineoplasico significativo
(CAMPOS et al.,2021), os quais devem ser melhor explorados, uma vez que também
podem constituir uma importante fonte de quimioterapicos, como é o caso do proépolis

avaliado nesse trabalho.

Para investigar o efeito do extrato do prépolis de abelha Bora, foi primeiramente
realizado um screening por meio da realizagao do ensaio do MTT com as linhagens
celulares tumorais HRT-18, MDA-MB-231, HepG2 e HelLa e ndo tumorais McCoy e
L929. Os resultados obtidos correspondentes ao Clsg estdo representados na Tabela
5.

TABELA 5 - Citotoxicidade induzida pelo extrato etandlico da abelha Bora.

Prépolis de abelha Bora 5-Fluorouracil
Linhagem 24 Horas 48 Horas 72 H(:trasIs s 72 Horalg s
Celular Clso Clso Clso McCoy 1929 Clso McCoy 1929
McCoy 73,49+291 | 5428+228 |2978+154 - 1 1,88+0,10 - -
1929 NA NA 32,86 +0.25 - | 254+0,11 - -
HRT-18 95,06 +3,19 |38,56+2,19" |2402+068" 124 137|189+0,12 099 134
MDA MB-231 80,82+347 |37,07+159" |2251+043" 132 146|183+0,08 102 1,39
Hela 6553+178 | 4586+123 |3325+172 091 099|207+015 090 1,22
HepG2 126,8+364 | 3422+206  |2457+131" 121 1,33 2,16+022 087 117

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Valores de Clsoe indice de seletividade obtidos apds o tratamento de células HRT-18, MDA-
MB-231, HepG2, HeLa, McCoy e L929 com o extrato etandlico do propolis de abelha Bora (10 - 300
pg/mL) ou 5-fluorouracil (0,5 — 32 uM) pelo periodo de 24, 48 ou 72 horas. **, *** e **** representam
diferenca estatisticamente significativa de p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001 respectivamente, em relagao
ao intervalo de tempo anterior. NA = n&o avaliado.
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Pode-se observar que, de maneira geral, a citotoxicidade induzida pelo propolis
Bora é tempo dependente, em todas as linhagens avaliadas. Logo, o efeito citotoxico
do prépolis foi mais evidente apds 72 h de tratamento. As linhagens tumorais MDA-
MB-231, a HRT-18 e a HepG2 foram igualmente susceptiveis a sua agao, nao tendo
sido observada diferenca estatistica entre os valores de Clso determinados para as
mesmas. A linhagem de menor susceptibilidade ao propolis foi a Hela, que
apresentou o maior valor de Clsp quando comparado aos valores das demais

linhagens tumorais (Tabela 5).

Em relacdo ao tratamento com 5-FU, utilizado aqui como controle positivo de
citotoxicidade no tempo de 72 h, pode-se observar que, em ordem crescente de
susceptibilidade, as linhagens tumorais mais sensiveis a agédo do farmaco foram:
MDA-MB-231, HRT-18, HelLa e HepG2 (Tabela 5).

Dentre os compostos identificados em propolis e que apresentam atividade
citotoxica sobre linhagens de carcinoma de mama, foco deste trabalho, pode-se citar
os flavonoides miricetina, luteolina e galangina (OROIAN et al., 2020) e principalmente
o éster fenetil do acido caféico (CAPE) (WU et al., 2011). Ainda, derivados do CAPE
tém sido sintetizados e vem demonstrando importante efeito citotoxico sobre
linhagens de cancer mamario (BEAUREGARD et al.,2015).

Por fim, em relacdo aos mecanismos de citotoxicidade determinados em
células neoplasicas de mama, tem sido verificado que propolis e compostos isolados
dos mesmos, podem atuar de diversas formas, seja inibindo vias relacionadas a
proliferacao e sobrevivéncia celular, como a via do NFKB (YAN et al., 2018),PI3K/AKT
(FRION-HERRERA et al., 2019) e ERK 1-2 (COOK et al., 2017);seja elevando a
expressao de membros anti-apoptoticos e reduzindo a expressao de membros pro-
apoptoticos da familia bcl-2 (TANIDA et al., 2012); ou elevando os niveis de p53 (ARU
et al., 2019); induzindo a ocorréncia de estresse do reticulo endoplasmatico por meio
da superexpressdo de CHOP(ROZPEDEK et al., 2016) e reduzindo os niveis

intracelulares de anion superoxido e de nitrito (HECHT et al., 2016).

Em relagcéo as linhagens nao tumorais avaliadas apés 72 h, pode-se verificar
que a linhagem McCoy foi mais susceptivel a agdo do extrato de Bora quando

comparada a linhagem L929. Consequentemente, tal diferengca de susceptibilidade
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acarretou valores de indice de seletividade inferiores para a linhagem McCoy, quando
se compara estes aos valores obtidos para a linhagem L929. Entretanto, é possivel
verificar que, para ambos tipos celulares, as linhagens que apresentaram menor
indicio de seletividade foram HepG2 e Hela, seguidas de HRT-18 e MDA-MB-231, a

qual apresentou os maiores valores de IS (Tabela 5).

Os resultados obtidos corroboram alguns estudos, onde foi evidenciada agao
citotoxica seletiva de propolis sobre linhagens tumorais, em detrimento de linhagens
nao tumorais. Em estudo realizado por De Oliveira e colaboradores (2014) foi
verificada inducdo de efeito citotoxico seletivo do prépolis verde sobre diversas
linhagens tumorais humanas, destacando-se seu efeito sobre a linhagem U343, que
se trata de um glioblastoma humano. Ja estudo realizado por Frozza e colaboradores
(2013), mostrou significativa agao citotdxica seletiva do propolis vermelho brasileiro

sobre células HelLa e Hep-2.

Além de o extrato de Bora ter apresentado indicios de citotoxicidade seletiva
sobre células MDA-MB-231, cabe destacar também que tal extrato apresentou
eficacia superior quando comparado ao efeito observado por diversos propolis sobre
linhagens de carcinoma de mama. Foi verificado que o tratamento destas células com
Bora apresentou um valor de Clso de 22,51 pg/mL, um valor considerado baixo,
quando comparado a valores de Clso obtidos com extratos etandlicos de outros
prépolis de abelhas sem ferrédo, como os analisados por Surek e colaboradores (2021),
que apresentaram valores de Clso em células MDA-MB-231 de 112,17 ug/mL, 68,18
Mg/mL e de 70,06 pg/mL para propolis oriundos de abelhas Mandacgaia, Tubuna e
Mirim, respectivamente. Quando comparado com propolis de abelhas da espécie Apis
mellifera (abelha com ferrdo), como o propolis da Turquia, foi verificado que Bora
apresentou Clsg inferior ao induzido pelo propolis turco (Clsp= 90,76 ug/mL) em células
MCF-7 (ARU et al, 2019). Por fim, quando comparado ao propolis verde, o qual é
particularmente conhecido pelo seu potencial citotéxico (FRION-HERRERA et
al.,2016), o prépolis Bora também apresentou um valor de Clso mais baixo do que o
encontrado por Quintino e colaboradores (2020), os quais determinaram o valor de
Clso de 56,17 pg/mL em células MCF-7. E provavel que as diferencas de eficacia
estejam relacionadas a composi¢cao quimica dos propolis, que dependem da flora que

circunda a colmeia e das espécies de abelhas presentes na regido (LIMA et al., 2016).
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No tratamento com 5-FU, observou-se que células McCoy apresentaram
sensibilidade comparavel aquela mostrada pelas células MDA-MB-231 e HRT-18,
acarretando a obtencdo de valores de IS proximos a 1. Entretanto, quando comparou-
se a citotoxicidade induzida pelo 5-FU em células McCoy a promovida por este

antimetabdlito nas linhagens HelLa e HepG2, ndo houve seletividade (Tabela 5).

Por fim, pode-se observar que a linhagem L929 foi menos susceptivel a agao
de 5-FU, apresentando o maior valor de Clsp quando comparada as demais células
avaliadas nesse trabalho. A menor susceptibilidade de células L929 ao farmaco
acarretou a obtencéao de efeito seletivo, quando compara-se a citotoxicidade induzida

pelo 5-FU neste fibroblasto a induzida nas linhagens tumorais (Tabela 5).

Considerando-se a citotoxicidade induzida pelo extrato de Bora nas linhagens
tumorais e ndo tumorais avaliadas neste trabalho, bem como os valores de indice de
seletividade obtidos, selecionou-se as linhagens MDA-MB-231 e L929 para dar

continuidade a este trabalho.

5.2.AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA ASSOCIACAO DO
EXTRATO DE PROPOLIS BORA A QUIMIOTERAPICOS

Atualmente, em contexto mundial, o cancer de mama trata-se do tipo de
neoplasia mais incidente entre mulheres, além de ser a neoplasia responsavel pelo
maior indice de mortes por cancer nessa populagao (INCA, 2021). Tal mortalidade
pode ser associada ao desenvolvimento de metastases, recorréncia tumoral e
quimiorresisténcia, que ocorrem principalmente em tumores classificados como triplo
negativos (WU et al.,2021; CAO et al.,2021).

Dessa forma, o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o
cancer de mama, dentre elas, o uso de terapias combinadas, se faz necessario (CAO
et al.,2021). Nesse contexto, abordagens que empregam produtos naturais merecem
destaque, visto que estes tratam-se de significativas fontes de quimioterapicos
(NEWMAN; CRAGG, 2016). Pode-se citar o exemplo do paclitaxel, o qual é utilizado

clinicamente para o tratamento do cancer de mama localizado em terapia adjuvante
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ou neoadjuvante, bem como do céncer de mama metastatico (SBOC, 2022a; SBOC,
2022b; SBOC, 2022c).

Logo, apesar do extrato de prépolis Bora ter apresentado um valor de Clso
bastante significativo para células MDA-MB-231, este trabalho ndo teve por objetivo
caracterizar o potencial citotoxico e/ou antiproliferativo deste prépolis isoladamente, e
sim de sua associa¢ao aos quimioterapicos doxorrubicina (DOXO), paclitaxel (PACLI)
e 5-fluorouracil (5-FU), os quais s&o utilizados na clinica para o tratamento de cancer
de mama. Todos esses farmacos, sdo usados para o tratamento do cancer de mama
localizado, sendo DOXO utilizada apenas como terapia adjuvante, enquanto PACLI e
5-FU s&o usados tanto como adjuvantes ou neoadjuvantes (SBOC, 2022a;
SBOC2022b). Ainda, os trés farmacos séo utilizados para tratamento de doenga
metastatica, no caso de tumores triplo negativos e RH+/HER2 negativo (SBOC,
2022c).

Em relacdo ao mecanismo de acgdo antitumoral desses farmacos citados
anteriormente, sabe-se que a DOXO pode atuar de trés formas: a) ao intercala-se no
DNA, inibindo o reparo dessa macromolécula mediado pela topoisomerase Il; b) ao
inibir a topoisomerase I, interrompendo a replicagcdo do DNA e c¢) ao promover a
producéo de radicais livres altamente reativos e toxicos (TAYMAZ-NIKEREL et al.,
2018). Ja o paclitaxel atua como um estabilizador de microtubulos, acarretando a
inibicdo da proliferacdo de células tumorais por meio da prevencdo da mitose, uma
vez que tal farmaco promove o bloqueio da progressao do ciclo celular na fase G2/M
(ZHU; CHEN, 2019; KHING et al., 2021). Por fim, o mecanismo de acao do 5-FU
envolve a inibicao da sintese de timidilato, e consequentemente, de DNA. Para isso,
o 5-FU é convertido em um antimetabdlito, o 5-FAUMP, o qual liga-se ao sitio de
ligacdo de nucleotideos da timidilato sintetase, formando um complexo ternario
estavel e bloqueando a interagdo da enzima com dUMP, bem como a sintese de dTMP
e de dTTP. Isso resulta em um desequilibrio no pool de desoxinucleotideos (ANTP) e
elevagdo dos niveis de trifosfato de desoxiuridina (dUTP), acarretando em danos ao
DNA (LONGLEY et al., 2003).

Para melhor avaliagdo do efeito do propolis Bora sobre a acao destes
quimioterapicos, em um primeiro momento, células MDA-MB-231 foram tratadas

conforme os esquemas de tratamento previamente descritos no item 4.3 e que
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incluem: 1- pré-tratamento com prépolis Bora associado a posterior exposi¢cao aos
quimioterapicos; 2- tratamento concomitante com proépolis Bora e quimioterapicos; 3-
tratamento prévio com quimioterapicos seguido da exposig¢do ao propolis Bora (pds-

tratamento).

Inicialmente pensou-se em testar as associagdes, empregando-se
concentracdes equivalentes a concentracao plasmatica alcancada pelos farmacos no
organismo do paciente. Entretanto, ao se fazer os calculos das concentragbes
plasmaticas utilizando-se a média de superficie corporal de uma mulher adulta (1,6
m?), e o volume de distribuigdo de um adulto jovem (2,5 L), obteve-se valores de
concentracdo muito elevados para DOXO e 5-FU, que se aplicados nos ensaios in
vitro, acarretariam a morte de todas as células semeadas, inviabilizando a execugao

dos ensaios.

Dessa forma, optou-se por testar diversas concentracées de farmacos, por
meio da realizagao de uma curva concentragcido-resposta, aumentando a probabilidade
de se identificar concentragdes em que poderia ocorrer a potencializacdo de efeito
pela(s) associagao(des). Os resultados obtidos estao representados nas Figuras de 7
a15.
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FIGURA 7 - Efeitos do tratamento com as associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 pg/mL),
seguindo esquema de pré-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
DOXO (1,56 — 50 nM), BORA (22,51 pg/mL) e associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 pg/mL).
Comparacéo da viabilidade celular induzida pelas associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51
pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais na
viabilidade celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associagbes DOXO
(1,56 — 50 M) + BORA (22,51 ug/mL). Comparagado dos efeitos globais na viabilidade celular induzida
pelas associagbes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 ug/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F). @
e a“ representam diferencga estatisticamente significativa de p < 0,05 e p < 0,0001, respectivamente, em
relagdo a DOXO. BP, B¢ e B9 representam diferenga estatisticamente significativa de p < 0,01, p < 0,001 e
p < 0,0001, respectivamente, em relagdo ao BORA. &° representa diferenga estatisticamente significativa
de p < 0,0001 em relacéo a seletividade celular das associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51
pg/mL) em L929 comparando-a com MDA-MB-231.

Os resultados ilustrados na Figura 7 mostram que o pré-tratamento de células
MDA-MB-231 com extrato de Bora seguido da exposicdo a DOXO, aumentou
significativamente a citotoxicidade induzida pelo farmaco, quando DOXO foi aplicada
nas concentragdes de 1,56, 3,12, 25 e 50 nM (Figura 7A). Ainda, a associagao DOXO
+ BORA potencializou a citotoxicidade induzida pelo prépolis, quando DOXO foi
aplicada a partir da concentragcdo de 6,25 nM. Tais efeitos culminaram em uma
diminuic&do significativa da area sob a curva, tanto em relagéo ao tratamento com
DOXO, quanto ao tratamento com BORA, mostrando que a associagéo é capaz de
potencializar o efeito citotdxico deste farmaco e do prépolis nas células de cancer de

mama triplo negativas (Figura 7D).
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Ja em células L929, a analise da area sob a curva, mostra que a associacao
DOXO + BORA, potencializa a acéo citotoxica em relagdo ao tratamento das células
com BORA e DOXO (Figura 7B). Tal efeito, é decorrente da potencializacdo
significativa observada quando DOXO foi aplicada nas concentragdes de 12,5, 25 e
de 50 nM, onde verifica-se a ocorréncia de diferenca estatistica tanto em relagao ao
tratamento com DOXO, quanto ao tratamento com BORA (Figura 7B). Nas demais
concentragcdes de DOXO aplicadas, pode-se observar que a citotoxicidade promovida

pela associagao pode ser atribuida a agéo do propolis (Figura 7B).

Por fim, pode-se observar que a associacdo DOXO + BORA apresentou efeito
seletivo em células MDA-MB-231, uma vez que observou-se redugao significativa da
viabilidade celular da linhagem tumoral, em comparacéo a viabilidade da linhagem
nao tumoral (Figura 7F).

FIGURA 8 - Efeitos do tratamento com as associacdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 pg/mL),
seguindo esquema de pré-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B)
com PACLI (3,2 — 102,4 uM), BORA (22,51 pg/mL) e associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA
(22,51 pg/mL). Comparacao da viabilidade celular induzida pelas associa¢gdes PACLI (3,2 — 102,4 uM)
+ BORA (22,51 yg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os
efeitos globais na viabilidade celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as
associacdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 ug/mL). Comparacdo dos efeitos globais na
viabilidade celular induzida pelas associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 pg/mL) em
células MDA-MB-231 e L929 (F). a? e a® representam diferenga estatisticamente significativas de p <
0,05 e p < 0,01, respectivamente em relagdo ao PACLI. B¢ representa diferenga estatisticamente
significativa de p < 0,0001 relacdo ao BORA.
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Pode-se observar que a associacdo BORA + PACLI, diminuiu de forma significativa
a viabilidade de células MDA-MB-231 em relacdo ao PACLI, apenas quando este foi
aplicado nas concentragdes de 3,2, 12,8 e de 25,6 uM (Figura 8A). Além disso, nenhuma
reducao significativa na viabilidade celular foi verificada quando compara-se o efeito da
associacdo, ao tratamento com BORA. Desta forma, ndo foi evidenciada diminuicdo da
AUC quando compara-se o efeito promovido pela associacdo ao induzido por PACLI e
BORA, demonstrando que o pré-tratamento com BORA, seguido da exposi¢édo ao PACLI
nao foi capaz de potencializar o efeito do prépolis e do farmaco aplicados isoladamente

neste tipo celular (Figura 5D).

O tratamento de células L929 com a associacdo PACLI + BORA foi capaz de elevar
significativamente a citotoxicidade de PACLI, quando o farmaco foi aplicado nas
concentragbes de 3,2, 25,6 e de 102,4 uM (Figura 8B). O unico tratamento capaz de
potencializar a citotoxicidade induzida por PACLI e BORA concomitantemente, refere-se
aquele em que tais tratamentos foram aplicados nas concentracdes de 102,4 uM e de 22,51
pag/mL, respectivamente. Dessa forma, observou-se apenas redugao significativa da area
sob a curva, comparando-se a associacdo PACLI + BORA ao farmaco aplicado

isoladamente (Figura 8E).

Por fim, salienta-se que a associacdo PACLI + BORA foi mais citotoxica para os
fibroblastos L929, ndo apresentando citotoxicidade seletiva sobre as células de carcinoma

mamario (Figura 5F).
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FIGURA 9 - Efeitos do tratamento com as associagdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51 pg/mL),
seguindo esquema de pré-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
5-FU (0,125 — 4 uM), BORA (22,51 pg/mL) e associagdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51 pg/mL).
Comparagcéo da viabilidade celular induzida pelas associacdes 5-FU (0,125 —4 uM) + BORA (22,51 pg/mL)
em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais na viabilidade
celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associagdes 5-FU (0,125 — 4
uM) + BORA (22,51 ug/mL). Comparacéo dos efeitos globais na viabilidade celular induzida pelas
associacdes 5-FU (0,125 — 4 pyM) + BORA (22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F). o
representa diferenga estatisticamente significativa de p < 0,0001, em relag&o ao 5-FU. B° e B9 representam
diferenca estatisticamente significativa de p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente, em relacdo ao BORA
(22,51 pg/mL). &Y representa diferenca estatisticamente significativa de p < 0,0001 em relagdo a
seletividade celular das associacdes5-FU (0,125 — 4 yM) + BORA (22,51 pyg/mL) em L929 comparando-a
com MDA-MB-231.

Os resultados apresentados na Figura 9 mostram que, de maneira geral, o pré-
tratamento de células MDA-MB-231 e L929 com prépolis BORA seguido da exposicao
ao 5-FU reduziu significativamente a viabilidade celular na maioria das concentragdes
do farmaco testadas, tanto em relagdo ao antimetabdlito, quanto em relagdo a BORA
(Figuras 9A e 9B). Esses dados mostram que tal associagao é capaz de potencializar
a acao citotoxica destes agentes aplicados de forma isolada. Ainda, pode-se observar
que a associacdo 5-FU + BORA apresentou citotoxicidade seletiva na linhagem
tumoral, uma vez que promoveu redugao significativa da area sob a curva, quando se
compara o efeito induzido pela associagédo em células MDA-MB-231 ao promovido

pela mesma em células L929 (Figura 9F).
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FIGURA 10 - Efeitos do tratamento com as associagées DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 ug/mL),
seguindo esquema de co-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
DOXO (1,56 — 50 nM), BORA (22,51 pg/mL) e associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 pg/mL).
Comparacdo da viabilidade celular induzida pelas associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51
pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais na
viabilidade celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associagdées DOXO
(1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 pg/mL). Comparagéo dos efeitos globais na viabilidade celular induzida
pelas associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F). o,
ob e o representam diferenga estatisticamente significativa de p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,0001,
respectivamente, em relagéo a DOXO. B° representa diferenga estatisticamente significativa de p < 0,01,
em relagdo ao BORA. &° representa diferenca estatisticamente significativa de p < 0,001 em relagéo a
seletividade celular das associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 uyg/mL) em L929 comparando-
a com a MDA-MB-231.

A Figura 10 mostra os resultados obtidos apds o tratamento de células MDA-
MB-231 e L929 com a associacdo DOXO + BORA aplicados na forma de co-
tratamento. Pode-se observar que, de maneira geral, tanto para células MDA-MB-231,
quanto para fibroblastos L929, a associagao foi capaz de elevar estatisticamente
apenas a citotoxicidade induzida por DOXO, sugerindo que o efeito citotdxico
prevalente apresentado pela associacdo se deve a acdo de BORA (Figuras 10A e
10B). Ainda, a associagao apresentou menor viabilidade em células MDA-MB-231, do
que em L929, mostrando que tal co-tratamento apresenta efeito seletivo sobre a

linhagem tumoral (Figura 10F).
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FIGURA 11 - Efeitos do tratamento com as associagbes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 ug/mL),
seguindo esquema de co-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
PACLI (3,2 — 102,4 uM), BORA (22,51 ug/mL) e associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51
ug/mL). Comparacdo da viabilidade celular induzida pelas associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA
(22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais
na viabilidade celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associa¢des PACLI
(3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 ug/mL). Comparacéo dos efeitos globais na viabilidade celular induzida
pelas associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 yg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F).
o? e o representam diferenga estatisticamente significativas de p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente, em
relagdo ao PACLI. B representa diferenga estatisticamente significativa de p < 0,0001, em relagéo ao
BORA. & representa diferenca estatisticamente significativa de p < 0,0001 em relacdo a seletividade
celular das associacdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 pug/mL) em L929 comparando-a com a

MDA-MB-231.

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram que, de maneira geral, em células
MDA-MB-231, a associacdo BORA + PACLI aplicada na forma de co-tratamento, foi capaz
de aumentar apenas a acdo citotoxica de BORA, sugerindo que a redugdo da viabilidade
celular promovida por tal associagao deve-se principalmente ao efeito isolado induzido por
PACLI (Figura 11A). Ainda, pode-se observar que PACLI, BORA e a associacdo BORA +
PACLI ndo causaram citotoxicidade significativa em células L929 (Figura 11B), o que
acarretou a indugéo de efeito citotéxico seletivo da associagéo na linhagem tumoral (Figura

11F).
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FIGURA 12 - Efeitos do tratamento com as associa¢des 5-FU (0,125 — 4 yM) + BORA (22,51 ug/mL),
seguindo esquema de co-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apos o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
5-FU (0,125 — 4 uM), BORA (22,51 pg/mL) e associagdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51 pg/mL).
Comparagcéo da viabilidade celular induzida pelas associagdes 5-FU (0,125 —4 uM) + BORA (22,51 pg/mL)
em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais na viabilidade
celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associagdes 5-FU (0,125 — 4
uM) + BORA (22,51 ug/mL). Comparacgéo dos efeitos globais na viabilidade celular induzida pelas
associacdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51 ug/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F). a® e a¢
representam diferenga estatisticamente significativa de p < 0,01 e p < 0,0001, respectivamente, em relagao
ao 5-FU. BP, B¢ e B representam diferencga estatisticamente significativa de p < 0,01, p < 0,001 e p <
0,0001, respectivamente, em relagdo ao BORA.

O co-tratamento mais efetivo foi aquele realizado com BORA + 5-FU. Foi verificado

que o tratamento de células MDA-MB-231e L929 com tal associagdo, de maneira geral,

potencializou o efeito de BORA e de 5-FU na maioria das concentracdes de 5-FU aplicadas

(Figuras 12A e 12B), acarretando significativa redu¢ao da area sob a curva (Figuras 12D e

12E). Entretanto, tal associagdo ndo apresentou agao citotoxica seletiva sobre as células

tumorais avaliadas (Figura 12F).
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FIGURA 13 - Efeitos do tratamento com as associagées DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 ug/mL),
seguindo esquema de pos-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
DOXO (1,56 — 50 nM), BORA (22,51 pg/mL) e associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 pg/mL).
Comparagéo da viabilidade celular induzida pelas associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51
pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais na
viabilidade celular apés o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associagbées DOXO
(1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 ug/mL). Comparagao dos efeitos globais na viabilidade celular induzida
pelas associagdes DOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 pug/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F). @
e oP representam diferenga estatisticamente significativas de p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente, em
relagdo a DOXO. B2, B¢ e B representam diferenga estatisticamente significativa de p < 0,05, p < 0,001 e
p < 0,0001, respectivamente, em relacdo ao BORA. &P representa diferenca estatisticamente significativa
de p < 0,01 em relagdo a seletividade celular das associagdesDOXO (1,56 — 50 nM) + BORA (22,51 ug/mL)
em L929 comparando-a com a MDA-MB-231.

O pés-tratamento de células MDA-MB-231 com a associacdo DOXO + BORA,
com excecgao do tratamento em que DOXO foi aplicada na concentracio de 6,25 nM,
reduziu de forma significativa a viabilidade celular apenas em relagdo ao tratamento
com o propolis (Figura 13A). Esses dados mostram que a associagao néo é capaz de

potencializar o efeito induzido pelo farmaco aplicado de forma isolada.

Em relagao a linhagem L929, pode-se verificar que a associagao potencializou
a acdo citotéxica de BORA e da DOXO, apenas quando esta foi aplicada nas
concentragbes de 1,56 e de 50 nM (Figura 13B). Dessa forma, n&o houve diferenca

estatistica na AUC comparando-se os efeitos promovidos pela associagédo, BORA e
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DOXO, e demonstrando que a associagcao nao foi capaz de sensibilizar células L929
a acao destes agentes (Figura 13E). Por fim, observa-se que a associagdo DOXO +
BORA aplicada na forma de pds tratamento, apresentou acao citotdxica seletiva sobre
células MDA-MB-231 (Figura 13F).

FIGURA 14 - Efeitos do tratamento com as associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 pug/mL),
seguindo esquema de pos-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
PACLI (3,2 — 102,4 uM), BORA (22,51 ug/mL) e associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51
ug/mL). Comparacdo da viabilidade celular induzida pelas associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA
(22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais
na viabilidade celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associa¢des PACLI
(3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 ug/mL). Comparacéo dos efeitos globais na viabilidade celular induzida
pelas associagdes PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F).
a? e a° representam diferencga estatisticamente significativa de p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente, em
relagdo ao PACLI. B, B¢ e B representam diferenca estatisticamente significativas de p < 0,01, p < 0,001
e p < 0,0001, respectivamente, em relagdo ao BORA. &°representa diferenca estatisticamente significativa
de p < 0,001 em relacdo a seletividade celular das associagées PACLI (3,2 — 102,4 uM) + BORA (22,51
pg/mL) em L929 comparando-a com a MDA-MB-231.

O pés-tratamento de células MDA-MB-231 com a associacdo PACLI + BORA,
potencializou o efeito de PACLI e BORA, acarretando redugéo significativa da area
sob a curva (Figura 14D). Entretanto, ndo se considerou a redugéo da viabilidade
celular demonstrada pelo calculo da area sob a curva efetiva, visto que a mesma se
trata de um efeito pontual, observado quando PACLI foi testado nas concentragdes
de 3,2 e de 12,8 pM. Na maioria dos pontos da curva, ndo observou-se diferenca

estatistica entre a associacdo PACLI + BORA e PACLI, sugerindo que tal redugao
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citada deve-se a erros experimentais, e que a associacido apresentou maior

citotoxicidade apenas quando comparada a BORA (Figura 14A).

Em relagdo a linhagem L929, pode-se verificar que a associacdo PACLI +

BORA, reduziu de forma significativa a viabilidade celular apenas em relagédo ao

tratamento com o propolis, ndo sendo capaz de potencializar o efeito de PACLI

aplicado isoladamente (Figura 14B).

Por fim, observa-se que a associacdo PACLI+ BORA aplicada na forma de pos-

tratamento apresentou agao citotdxica seletiva sobre células MDA-MB-231 (Figura

14F).

FIGURA 15 - Efeitos do tratamento com as associagdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51 pg/mL),
seguindo esquema de pos-tratamento, na viabilidade de células MDA-MB-231 e L929.
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LEGENDA: Curvas de viabilidade celular, apds o tratamento de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) com
5-FU (0,125 — 4 uM), BORA (22,51 pg/mL) e associagdes 5-FU (0,125 — 4 uM) + BORA (22,51 pg/mL).
Comparagcéo da viabilidade celular induzida pelas associagdes 5-FU (0,125 —4 uM) + BORA (22,51 pg/mL)
em células MDA-MB-231 e L929 (C). Area sob a curva para demonstrar os efeitos globais na viabilidade
celular apds o tratamento de células MDA-MB-231 (D) e L929 (E) com as associagdes 5-FU (0,125 — 4
uM) + BORA (22,51 ug/mL). Comparacéo dos efeitos globais na viabilidade celular induzida pelas
associagdes 5-FU (0,125 — 4 uyM) + BORA (22,51 ug/mL) em células MDA-MB-231 e L929 (F). a®
representa diferenga estatisticamente significativa de p < 0,01, em relagdo ao 5-FU. B°, B¢ e B¢ representam
diferenca estatisticamente significativa de p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente, em relagcao

ao BORA.

O pos-tratamento de células MDA-MB-231 com a associacdo 5-FU + BORA,

potencializou o efeito de 5-FU e BORA, acarretando reducéo significativa da area sob
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a curva (Figura 15D). Entretanto, sugere-se que tal redugéo na AUC, em relagéo ao
tratamento com 5-FU seja decorrente de erros experimentais, uma vez que, ao
analisar-se a curva de citotoxicidade da associacéo e do 5-FU aplicado isoladamente,
observa-se praticamente uma sobreposicao, com excecao dos pontos em que 5-FU

foi aplicado nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 2 yM (Figura 15A).

Em relacéo a linhagem L929, pode-se verificar que a associacéo 5-FU + BORA
pos-tratamento, reduziu de forma significativa a viabilidade celular apenas em relagao
ao tratamento com BORA, nao sendo capaz de potencializar o efeito do antimetabdlito

aplicado isoladamente (Figura 15B).

Por fim, observa-se que a associacdo 5-FU + BORA aplicada na forma de pos-
tratamento ndo apresentou acao citotdxica seletiva sobre células MDA-MB-231
(Figura 15F).

Em suma, os resultados obtidos mostraram que o esquema de tratamento mais
efetivo foi o pré-tratamento 5-FU + BORA (Figura 9), o qual, apesar de ter
potencializado o efeito de 5-FU e de BORA nas linhagens MDA-MB-231 e L929,
apresentou efeito citotoxico seletivo sobre as células tumorais. Desta forma, este

esquema foi selecionado para dar continuidade a este estudo.

Alguns estudos tém mostrado o efeito benéfico da associagdo de propolis e
seus constituintes a quimioterapicos no combate a tumores ou inducdo de
citotoxicidade em células tumorais. Tem sido demonstrado que tanto propolis de A.
melifera como de espécies de abelha sem ferrdao, sdo capazes de potencializar o efeito
citotoxico de quimioterapicos como doxorrubicina sobre varias linhagens tumorais
(BARTOLOMEU et al., 2016; ROUIBAH et al., 2018, SUREK et al., 2021). Além disso,
foi verificado o efeito benéfico dessa associacdo em modelos experimentais animais.
Por exemplo, foi relatado que o propolis Iraniano, quando administrado
concomitantemente ao 5-FU em camundongos, é capaz de reduzir o numero de focos
de criptas aberrantes induzida por aximetano, além de diminuir a expressdo de [3-
catenina, iINOS e COX-2, em comparacdo ao tratamento com 5-FU e propolis
administrados isoladamente (SAMENI et al., 2021).
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E importante destacar que a maioria destes estudos foram realizados
associando prépolis a quimioterapicos por meio de uma abordagem de co-tratamento.
Como exemplo, pode-se citar o estudo realizado por Cardoso e colaboradores (2021)
que avaliou o efeito citotoxico do extrato etandlico de propolis verde associado ao
quimioterapico docetaxel em células MCF-7. Os mesmos autores observaram maior
citotoxicidade quando aplicaram o propolis concomitantemente ao quimioterapico, do
que quando trataram as células com o quimioterapico isoladamente. Ja Bartolomeu e
colaboradores (2016) avaliaram o efeito do geopropolis brasileiro associado a
doxorrubicina em células HEp-2. Os autores observaram que essa combinacao

diminuiu a viabilidade celular para 43,5% apo6s 72 h de tratamento.

Até o presente momento, ndo foi observado nenhum estudo em que a
associacdo de propolis a quimioterapicos tenha sido realizada por meio de pré-
tratamento e pos-tratamento com esta resina, evidenciando a importancia do presente
estudo e mostrando que estes esquemas de tratamento devem ser melhor explorados,
visto que, levando em consideracdo os dados aqui mostrados, se apenas a
abordagem de co-tratamento tivesse sido realizada, significativos efeitos induzidos

pelo pré-tratamento ndo teriam sido detectados.

Por fim, os beneficios da associacéo de propolis a quimioterapicos também tem
sido explorado visando a minimizagao de efeitos adversos causados por estes. Nesse
sentido, foi observado que o extrato aquoso de propolis, administrado
concomitantemente a 5-FU e mitomicina C em animais portadores do carcinoma
ascitico de Ehrlich, foi capaz de reduzir o volume tumoral em comparagdo ao
tratamento com os quimioterapicos isolados; além de ter reduzido a citopenia causada
pela administragédo de tais farmacos, uma vez que foi observada recuperagao parcial
do numero de leucdcitos e eritrécitos entre grupos tratados com as associagdes e o
grupo controle negativo (SUZUKI et al., 2002). Ainda, foi demonstrado em modelos
experimentais animais, que o CAPE é capaz de reverter danos renais, cardiacos e
cerebrais causados pela doxorrubicina, além de minimizar danos hepaticos, renais e
fibrose pulmonar causados por quimioterapicos como cisplatina, metotrexato,
tamoxifeno e bleomicina (LIU et al., 2012). J& um trial clinico demonstrou que um

prépolis padronizado e contendo de 8-12% de galangina, quando administrado
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concomitantemente ao bicarbonato de sédio, foi capaz de prevenir de forma efetiva a

mucosite oral causada pela doxorrubicina e ciclofosfamida (PIREDDA et al., 2017).

5.3.AVALIACAO PRELIMINAR DO TIPO DE MORTE CELULAR INDUZIDA PELA
ASSOCIACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS BORA AO 5-FLUOROURACIL

Uma vez que se observou que a associacdo 5-FU + BORA, independente da
concentragao de 5-FU aplicada, induziu um efeito citotéxico significativo em células
MDA-MB-231, em regime de pré-tratamento, achou-se pertinente verificar, de forma
preliminar, o tipo de morte celular induzido por essa combinagao sob tal regime. Para
a execucgao deste experimento, utilizou-se uma unica concentragéo de 5-FU (1uM).

Os resultados obtidos estao apresentados na Figura 16.

FIGURA 16 - Avaliagao preliminar do tipo de morte induzida por Bora, 5-FU e sua associagao,
baseado na indugao de alteragdes na permeabilidade e integridade de membrana.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Imagens representativas adquiridas em microscépio de fluorescéncia, na objetiva de
aumento de 20 x, de células MDA-MB-231 coradas com iodeto de propideo e laranja de acridina,
evidenciando células com membrana integra (verdes), considerada viaveis, células com membrana
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permeabilizada (amarelas) e células com membrana rompida (vermelhas) no grupo controle
(CTRL), BORA (22,51 ug/mL), 5-FU (1 uM) e 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL), aplicados
seguindo esquema de pré-tratamento (A).Analise quantitativa do numero de células com membrana
integra, permeabilizada e rompida resultantes do tratamento com BORA (22,51 pg/mL), 5-FU (1
uM) e 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) (B). a® e a® representam diferenca estatisticamente
significativas de p < 0,05 e p < 0,0001, respectivamente, em relagéo ao 5-FU (1 uM). B9 representa
diferenca estatisticamente significativa de p < 0,0001, em relagéo ao BORA (22,51 pg/mL). y2, y° e
v® representam diferenga estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,001 e p < 0,0001,
respectivamente, em relagcéo ao controle (CTRL).

Os resultados da Figura 16, demonstram que os tratamentos com BORA, 5-FU
(1 uM) e associacdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) foram capazes de reduzir
significativamente o percentual de células com membrana integra, e, portanto, a
viabilidade celular, quando comparados ao CTRL (Figura 16B). Além disso, BORA, 5-
FU (1 uM) e associacéo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL), foram capazes de elevar
emtorno de 8,4, 18,4 e 27 vezes, respectivamente, o percentual de células com poros
na membrana, em relacdo ao CTRL. Por fim, BORA, 5-FU (1 uM) e associacéo 5-FU
(1 uM) + BORA (22,51 pg/mL), elevaram em torno de 23,1,15,9 e 25,9 vezes,
respectivamente, o percentual de células com membrana rompida e/ou
desestruturada, em relacdo ao CTRL. Dessa forma, embora os tratamentos tenham
induzido significativas alteragdes na integridade/estruturagcdo da membrana, sugere-
se que o tipo de morte induzido predominantemente trata-se de um daqueles em que
se observa o rompimento de membrana, tais como morte acidental (necrose),
necroptose ou parthanatos; ou desestruturacdo da mesma, como apoptose tardia,

uma vez que se observou grande incorporagao de iodeto de propideo (Figura 16A).

Ainda, pode-se verificar que a associacéo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL)
foi capaz de reduzir em torno de 1,4 e de 1,5 vezes o percentual de células viaveis em
relacdo ao tratamento com BORA e 5-FU (1 pM), respectivamente. Esses dados
confirmam os resultados do MTT da associagao apresentados previamente (Figura 9),
mostrando a capacidade da combinag&o em potencializar o efeito citotdxico de BORA

e do 5-FU aplicados isoladamente.

Além disso, é possivel observar que a associacdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51
ug/mL), em comparacéo ao tratamento com BORA, foi capaz de elevar em 3,2 vezes

o percentual de células que apresentam membrana permeabilizada, ndo tendo sido
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verificada diferenca estatistica em relagdo a incorporacdo de iodeto de propideo

induzida pelo extrato de prépolis.

Por fim, foi demonstrado que tal associagao promoveu um aumento de 1,5 e de
1,6 vezes na permeabilizacdo e ruptura/desestruturacdo da membrana,

respectivamente, promovida pelo 5-FU (1 yM).

Resumidamente, os resultados obtidos mostram que a associacéao foi capaz de
potencializar a formacdo de poros na membrana promovida tanto por BORA quanto
por 5-FU (1 yM), além de ter elevado significativamente a ruptura/desestruturagao da
membrana promovida pelo antimetabdlito (Figura 16B). Ainda, é pertinente ressaltar
que, embora a associagao tenha promovido significativa alteragao da permeabilidade
de membrana de células MDA-MB-231, sugerindo a indugéo de apoptose inicial, o
mecanismo de morte predominantemente induzido pela mesma envolve ruptura ou
desorganizacdo da membrana, podendo-se sugerir a ocorréncia dos seguintes
processos de morte: morte acidental (necrose), necroptose, parthanatos ou apoptose
tardia. Enfatiza-se a necessidade de se mensurar marcadores especificos desses

processos, para se elucidar de forma precisa o0 mecanismo de morte celular envolvido.

Os resultados obtidos corroboram a literatura cientifica, no que se refere a
identificacdo de mecanismos de morte induzidos pelo uso de propolis associado a
quimioterapicos em células de carcinoma mamario. Foi verificado que, em células
MCF-7, a associagao do extrato etandlico de prépolis verde ao docetaxel, foi capaz
de elevar significativamente a necrose induzida pelo farmaco aplicado isoladamente
(CARDOSO et al.,, 2021). Ja Rouibah e colaboradores (2021) verificaram que a
associagao do extrato etandlico do prépolis algeriano a doxorrubicina, foi capaz de

potencializar a apoptose induzida pelo farmaco sobre células MDA-MB-231.

5.4.AVALIACAO DA INIBICAO DA MIGRAGCAO CELULAR INDUZIDA PELA
ASSOCIACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS BORA AO 5-FLUOROURACIL

Os canceres de mama triplo negativos sao, na maioria das vezes, carcinomas

ductais invasivos de alto grau, caracterizados por um fendétipo clinico agressivo. Tem
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sido estimado que cerca de 25% dos pacientes com cancer de mama triplo negativo
terdo recidiva da doenca com metastase a distancia, mesmo em casos de doenca
localizada. Dentre os 6rgdos mais acometidos no caso de doenca metastatica
associada a presenca de tumor de mama triplo negativo, merecem destaque os
pulmbes, figado e cérebro (O'REILLYet al., 2021).

Ainda, deve-se destacar que o desenvolvimento de metastases relacionada a
presenga de tumores triplo negativos esta associada a um pior prognostico. Para
pacientes com doenga avangada ou no estagio IV, a média de sobrevida global (OS)
€ de 12 meses, onde estima-se que em torno de 20% destes pacientes sobreviverao
por um periodo de 4 anos. Ja para pacientes com doenca metastatica e que
apresentam cancer de mama do subtipo luminal A, o qual pode ser considerado um
fendtipo menos agressivo, a OS estabelecida € de cerca de 36 meses. Além disso,
estima-se que 40% destes pacientes sobrevivam por um periodo de 4 anos (O'REILLY
et al., 2021).

Desta forma, mediante os resultados promissores da associacdo 5-FU + BORA
em potencializar a atividade citotéxica de BORA e de 5-FU aplicados isoladamente,
achou-se pertinente avaliar se essa combinagao seria capaz de reduzir a migragao
celular, etapa esta, fundamental para a ocorréncia de metastase (FIDLER; KRIPKE,
2015).

Para a execugao desses experimentos, usou-se 5-FU nas concentracbes de
0,25, 0,5, 1 e 2 uM e a concentragdo de Bora permaneceu fixada em 22,51 ug/mL,
como previamente estabelecido. Os resultados obtidos foram demonstrados na Figura
17.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Imagens capturadas de células MDA-MB-231 no tempo O h, 48 h e 72 h apds seu
tratamento com as associagdes 5-FU (0,25 — 2 uM) + BORA (22,51 ug/mL) e respectivos controles
aplicados em esquema de pré-tratamento, para avaliagdo da inibicdo da migragao (A). Analise
quantitativa do percentual de migracdo dos grupos associados 5-FU (0,25 — 2 uM) + BORA (22,51
ug/mL) em comparagado ao grupo controle (CTRL), BORA e 5-FU 0,25 uM (B), 5-FU 0,5 uM (C),5-
FU 1 uM (D), 5-FU 2 uM (E), nos tempos 48 h e 72 h. o2, o®, a° e a® representam diferencga
estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente, em
relagdo ao 5-FU. B° representa diferenga estatisticamente significativa de p < 0,01, em relagdo ao
BORA. y* e y? representam diferenca estatisticamente significativas de p < 0,01 e p < 0,0001,

respectivamente, em relagcéo ao controle (CTRL).

A Figura 17 mostra que tanto BORA, quanto 5-FU nas concentracdes de 1 uM
e de 2 yM, foram capazes de reduzir significativamente a migracéo celular apos 72 h

de tratamento, quando comparados ao CTRL (Figuras 17 D e E).

Em relagdo as associagbes, € evidente que a redugado na migragao celular

observada nas primeiras 48 h se deve a agdo de BORA, o qual foi o Gnico tratamento
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aplicado neste intervalo de tempo, de acordo com o esquema terapéutico adotado e
mostrado no item 4.3. Sugere-se que tal inibigdo da migragao promovida pelo extrato
de propolis, deve-se parcialmente a agao citotoxica do extrato, visto que em 48 h, a
concentragao de 22,51 ug/mL foi capaz de reduzir a viabilidade celular em torno de
30%. Ja apds 72 h de tratamento, pode-se verificar que a Unica associacado capaz de
reduzir significativamente a migracao celular foi aquela em que 5-FU foi aplicado na
concentragao de 2 M, onde verificou-se que a mesma reduziu a migragao 1,2 vezes
em relagdo ao BORA e 4,12 vezes em relagéo ao 5-FU, respectivamente (Figura 17
E). Dessa forma, sugere-se que 5-FU auxiliou na manutengao da redu¢éo da migragao
induzida por BORA.

Diversos estudos tém demonstrado o papel de prépolis em reduzir a migragao
de células tumorais. Pode-se citar por exemplo, o trabalho realizado por Begnini e
colaboradores (2014), onde foi demonstrado que o prépolis vermelho brasileiro foi
capaz de reduzir a migragdo de células de cancer de bexiga 5637. J&4 Chang e
colaboradores (2017) verificaram que o extrato etandlico de prépolis chinés foi capaz
de inibir a migracdo de células MDA-MB-231 induzida por LPS, associando tal

inibicdo ao efeito antiinflamatério deste propolis.

Até o presente momento, ndo foi verificada a interferéncia de proépolis
associados a quimioterapicos na migragao de células tumorais, sendo este trabalho

inédito nesse sentido.

5.5. AVALIACAO DA MANUTENCAO DO EFEITO CITOTOXICO INDUZIDO PELA
ASSOCIACAO DO EXTRATO DE PROPOLIS BORA AO 5-FLUOROURACIL
SOBRE CELULAS MDA-MB-231

Para avaliar a reversibilidade do efeito citotoxico induzido pelo tratamento de
células MDA-MB-231 com a associacdo extrato de prépolis 5-FU + BORA, sob
esquema de pré-tratamento com o prépolis, realizou-se o ensaio clonogénico e o

cumulative population doubling (CPD).
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O ensaiodo MTT, utilizado neste trabalho para verificar a sensibilidade imediata
das células aos efeitos promovidos por BORA, 5-FU e associa¢des, mostrou que a
associacdo 5-FU + BORA apresentou efeito citotoxico significativo, sendo capaz de
reduzir a viabilidade de células MDA-MB-231 em torno de 50 a 60%, quando 5-FU foi
aplicado nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e de 2 uM (Figura 9). Dessa forma, optou-
se neste trabalho, em realizar o ensaio clonogénico aplicando-se o farmaco nas

concentragdes citadas anteriormente.

O ensaio clonogénico trata-se de um teste que avalia a reten¢do do potencial
replicativo de células individualizadas apdés a exposicdo das mesmas a um
determinado tratamento, podendo indicar, dependendo da forma com que é realizado,
se este efeito a longo prazo € decorrente da indugdo de citotoxicidade ou
interferéncias na proliferacao celular (SANTOS et al., 2020). Os resultados obtidos por
meio da execugao deste teste estdo apresentados nas Figuras 18 a 21 (Grupos CTRL

e BORA apresentam os mesmos valores e fotografias para as quatro figuras).



86

FIGURA18 - Avaliagdo da formacgao e crescimento de col6nias, apds o tratamento com associagao 5-
FU (0,25 uM) + BORA (22,51 pg/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Fotos das colénias de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) ap6s o tratamento com BORA
(22,51 ug/mL), 5-FU (0,25 uM) e 5-FU (0,25 uM) + BORA (22,51 pg/mL), seguindo esquema de pré-
tratamento descrito no item 4.3. Os gréficos (C), (F) e (I) mostram a area total, o numero total e a
estratificacao de colbénias de células MDA-MB-231, respectivamente, apds exposi¢do a 5-FU (0,25 uM)
+ BORA (22,51 pg/mL). Os graficos (D), (G) e (J) mostram, respectivamente, o efeito de 5-FU (0,25
uM) + BORA (22,51 pg/mL) na érea total, nimero total e na estratificagio de col6nias constituidas por
células L929. Comparacgao dos valores de area total ocupada pelas colbnias, (E) nUmero de colbnias
totais (H) e estratificagdo das coldnias quanto a seu tamanho (K) entre células MDA-MB-231 e L929
tratadas com 5-FU (0,25 uM) + BORA (22,51 pg/mL). a® e a® representam diferengas estatisticamente
significativas de p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente, em relagdo ao 5-FU. 2 e BP representam
diferencas estatisticamente significativas de p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente, em relagéo ao BORA.
V3, V°, ¥¢ e y9 representam diferencas estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e
p < 0,0001, respectivamente, em relagdo ao controle (CTRL). &° representa diferenga estatisticamente
significativa de p < 0,01 em relac&o a seletividade celular da associacdo 5-FU 0,25 uM + BORA (22,51
pg/mL) em L929 comparando-a com MDA-MB-231.
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As Figuras 18C e 18F mostram que, em células MDA-MB-231, a associagao 5-
FU (0,25 uM) + BORA (22,51 pg/mL) nzo foi capaz de reduzir a area total ocupada
pelas coldnias, bem como o nimero de clones em relagdo ao tratamento com BORA

e 5-FU. Além disso, nao foi observada diferenca estatistica quanto ao tamanho das
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colénias, quando compara-se a associacdo a BORA e 5-FU aplicados isoladamente
(Figura 18l).

Ja em células L929, a combinagdo 5-FU (0,25 uM) + BORA (22,51 pg/mL)
reduziu significativamente a area total ocupada pelos clones, tanto em relagdo ao
tratamento com BORA, quanto em relag&o ao tratamento com 5-FU (Figura18D). Tal
efeito pode ser associado a atividade antiproliferativa exercida pela associacao neste
tipo celular, uma vez que a estratificacdo das colbnias quanto ao seu tamanho,
evidenciou significativa redugcéo de clones médios, em comparagao ao tratamento
com BORA, bem como elevacéo significativa de clones pequenos, comparando-se os
resultados da associagdo ao do tratamento com 5-FU (Figura J). Ainda, nao foi
verificada reducdo do numero de colénias, em relacdo ao tratamento com BORA e 5-
FU, o que demonstra que a potencializagao do efeito anticlonogénico promovido pela
combinacdo 5-FU (0,25 uM) + BORA (22,51 ug/mL) ndo se deve a interferéncias na
capacidade de adeséao de células L929 (Figura 18G).

Por fim, quando compara-se os efeitos induzidos pela associacdo em células
MDA-MB-231 e L929, apesar de tal combinagao ter elevado o numero de clones
pequenos em células L929 (Figura 18K), ndo observou-se diferenca estatistica em
relacao a area total ocupada pelas colbnias, o que indica que a associagao afetou o
potencial clonogénico de ambas linhagens de maneira semelhante (Figura 18E). Além
disso, ndo foi observada diferenca estatistica no numero de colénias, mostrando que
a associacao, afeta de forma semelhante ambos tipos celulares quanto a

interferéncias na capacidade de adesao celular (Figura 18H).
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FIGURA 19 - Avaliagéo da formagao e crescimento de col6nias, apos o tratamento com associagéo 5-
FU (0,5 uM) + BORA (22,51 ug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Fotos das colénias de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) ap6s o tratamento com BORA
(22,51 pg/mL), 5-FU (0,5 uM) e 5-FU (0,5 uM) + BORA (22,51 pg/mL), seguindo esquema de pré-
tratamento descrito no item 4.3. Os gréficos (C), (F) e (I) mostram a area total, o numero total e a
estratificacao de coldnias de células MDA-MB-231, respectivamente, apds exposi¢éo a 5-FU (0,5 pM)
+ BORA (22,51 pyg/mL). Os graficos (D), (G) e (J) mostram, respectivamente, o efeito de 5-FU (0,5 uM)
+ BORA (22,51 pg/mL) na area total, nimero total e na estratificagdo de colénias constituidas por
células L929. Comparagao dos valores de area total ocupada pelas colbnias, (E) nUmero de col6nias
totais (H) e estratificagdo das col6nias quanto a seu tamanho (K) entre células MDA-MB-231 e L929
tratadas com 5-FU (0,5 pM) + BORA (22,51 pg/mL). o?a®, o¢ e o representam diferencas
estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,01, p <0,001 e p < 0,0001, respectivamente, em relagao
ao 5-FU. B?, B° e B°representam diferengas estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,01 e p <
0,001, respectivamente, em relacdo ao BORA. y?, y°, y¢ e y? representam diferengas estatisticamente
significativas de p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente, em relagao ao controle
(CTRL). 82, d° e &° representam diferengas estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,01 e p <
0,001 em relagéo a seletividade celular da associagdo 5-FU 0,5 uM + BORA (22,51 ug/mL) em L929
comparando-a com MDA-MB-231.

Como pode-se observar na Figura 19, em células MDA-MB-231, a associagao
5-FU (0,5 uM) + BORA (22,51 ug/mL) reduziu a area ocupada pelas colbnias em
relacdo ao tratamento com BORA, mostrando que a combinagdo apresentou efeito

anticlonogénico quando comparada ao propolis (Figura 19C). Pode-se observar que
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tal efeito deve-se a agao antiproliferativa da associagao, uma vez que tal combinagao
reduziu significativamente o nimero de clones médios e grandes, em relagcdo a BORA
(Figura 19I). Apesar da associacdo 5-FU (0,5 uM) + BORA (22,51 ug/mL) ter reduzido
o numero de clones grandes, quando comparado ao efeito promovido por 5-FU, esta
nao foi capaz de potencializar o efeito anticlonogénico induzidos por esse tratamento
aplicado de forma isolada, uma vez que nao foi observada diferenga significativa na

area total ocupada pelas col6nias, comparando-se a associacao a este controle.

Ja em células L929, a combinagdo 5-FU (0,5 uM) + BORA (22,51 ug/mL) foi
capaz de reduzir de maneira significativa, o potencial clonogénico em relagdo ao
tratamento com BORA e 5-FU (Figura 19D). Uma vez que n3o foi observada diferencga
estatistica entre a associagao e o tratamento com o propolis e o antimetabdlito, em
relacgdo ao numero total de colbnias (Figura 19G), sugere-se que tal efeito
anticlonogénico é decorrente da indugao de efeito antiproliferativo, que foi evidenciado
pelo aumento de clones pequenos e diminuicdo do numero de colbnias médias,

comparando-se a associagao a estes dois tratamentos (Figura 19J).

Por fim, foi demonstrado que a associacdo 5-FU (0,5 uM) + BORA (22,51
pMg/mL) promoveu reducgao significativa na area total ocupada pelas colénias, bem
como no numero total de clones na linhagem tumoral, em comparagao aos fibroblastos
(Figuras 19E e 19H). Esse resultado mostra que a combinagdo promoveu efeito
anticlonogénico seletivo, indicado pela redugéo da area total ocupada pelas colénias.
Como observou-se a redugao no numero total de clones, o efeito anticlonogénico da
combinagao, deve-se ao fato de a mesma ter interferido de forma mais proeminente,
na capacidade adesiva de células de carcinoma mamario, do que na de células ndo
tumorais. Ainda, os resultados obtidos mostram que a associagado 5-FU (0,5 uM) +
BORA (22,51 pg/mL) apresentou maior efeito antiproliferativo nos fibroblastos, do que
em células MDA-MB-231, evidenciado pelo acumulo de clones pequenos e reducao
de clones médios (Figura 19K). Apesar da associagdo ter promovido tal efeito
antiproliferativo, este néo foi significativo o suficiente para superar a magnitude dos
efeitos causados pela associagdo nas células tumorais, o que justifica a seletividade

de efeito anticlonogénico anteriormente citada.



90

FIGURA 20 - Avaliagéo da formagao e crescimento de col6nias, apos o tratamento com associagéo 5-
FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Fotos das colénias de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) ap6s o tratamento com BORA
(22,51 pug/mL), 5-FU (1 M) e 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL), seguindo esquema de pré-tratamento
descrito no item 4.3. Os graficos (C), (F) e (I) mostram a area total, o numero total e a estratificagcao de
colénias de células MDA-MB-231, respectivamente, apds exposigdo a 5-FU (1 uM) + BORA (22,51
ug/mL). Os graficos (D), (G) e (J) mostram, respectivamente, o efeito de 5-FU (1uM) + BORA (22,51
pg/mL) na area total, nimero total e na estratificacdo de coldnias constituidas por células L929.
Comparacgéao dos valores de area total ocupada pelas colénias, (E) numero de colbnias totais (H) e
estratificacao das colénias quanto a seu tamanho (K) entre células MDA-MB-231 e L929 tratadas com
5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL). a?, a® e o° representam diferencas estatisticamente significativas
de p < 0,05, p < 0,01 e p <0,001, respectivamente, em relagéo ao 5-FU. 33, B°, B¢ e B representam
diferengas estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,01, p< 0,001 e p < 0,0001 respectivamente,
em relagdo ao BORA. y?, y®, yv¢ e y9 representam diferencas estatisticamente significativas de p < 0,05,
p < 0,01, p< 0,001 e p<0,0001, respectivamente, em relagdo ao controle (CTRL). & e &° representam
diferencas estatisticamente significativas de p < 0,05 e p < 0,001 em relagao a seletividade celular da
associacéo 5-FU 1 uM + BORA (22,51 ug/mL) em L929 comparando-a com MDA-MB-231.

A Figura 20 mostra que a associacdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL)
promoveu efeitos semelhantes em células MDA-MB-231 e L929. Foi demonstrado que
tal combinagao foi capaz de reduzir o niumero de clones em relagdo ao tratamento
com BORA em ambos tipos celulares (Figuras 20F e 20G). Ainda, verificou-se que a

associagdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) foi capaz de induzir a ocorréncia de
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efeito anticlonogénico, tanto na linhagem tumoral, quanto na linhagem n&o tumoral,
em relagdo ao tratamento com BORA e 5-FU, uma vez que tal combinac&o foi capaz
de reduzir de forma significativa, a area total ocupada pelos clones comparando-se os
efeitos causados pela mesma em relagdo aos promovidos pelo prépolis e pelo
farmaco aplicados isoladamente (Figuras 20C e 20D). Ainda, a estratificacdo dos
clones quanto ao seu tamanho, demonstrou que a reducédo da area total ocupada
pelas coldnias causada pela combinacao deve-se a inducéo de feito antiproliferativo,
evidenciada principalmente pela reducdo de clones médios, uma vez que foi
observada diferenca estatistica no numero desse tipo de colénia, comparando-se o
efeito induzido pela associag&o, ao causado por BORA e 5-FU (Figuras 20l e 20J).
Em relagdo ao tratamento com BORA, a acdo antiproliferativa da associacéo se deve

também, a reducao de clones grandes.

Por fim, ainda foi demonstrado que o efeito anticlonogénico promovido pela
combinagdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL) foi seletivo para as células tumorais,
uma vez que observou-se diferenga significativa na area total ocupada pelos clones
quando compara-se o efeito induzido pela associacdo em células MDA-MB-231 e
L929 (Figura 20E). Como observou-se diferenca estatistica no numero de clones,
quando compara-se o efeito promovido pela associagao na linhagem tumoral e nos
fibroblastos, sugere-se que tal seletividade esta relacionada ao fato de a associagéo
ter causado interferéncias na adeséao de células (Figura 20H), as quais podem estar
associadas ao efeito citotdxico inicial promovido pela combinagdo, o qual foi mais
efetivo nas células tumorais sobreviventes (Figura 9), acarretando em menor adeséao
e levando, consequentemente, a reducdo do numero de colbnias, quando comparado
ao efeito causado em células ndo tumorais. Nesse caso, a reducao seletiva da area
total ocupada pelos clones promovido pela combinagédo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51
pg/mL) sobre a linhagem tumoral, ndo pode ser atribuida a maior ou menor indugéo
de efeito antiproliferativo, uma vez que a estratificacdo das colénias quanto ao seu
tamanho ndo demonstrou diferenca estatistica em relacdo ao numero de clones
independentemente de seu tamanho, comparando-se o efeito promovido pela
associagao nas ceélulas de carcinoma mamario, ao induzido nos fibroblastos (Figura
20 K).
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FIGURA 21 - Avaliagéo da formagao e crescimento de col6nias, apos o tratamento com associagéo 5-
FU (2 uM) + BORA (22,51 ug/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Fotos das colénias de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) ap6s o tratamento com BORA
(22,51 pug/mL), 5-FU (2 uM) e 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL), seguindo esquema de pré-tratamento
descrito no item 4.3. Os graficos (C), (F) e (I) mostram a area total, o numero total e a estratificagcao de
colénias de células MDA-MB-231, respectivamente, apds exposigdo a 5-FU (2 uM) + BORA (22,51
ug/mL). Os graficos (D), (G) e (J) mostram, respectivamente, o efeito de 5-FU (2uM) + BORA (22,51
pg/mL) na area total, numero total e na estratificacdo de colbnias constituidas por células L929.
Comparagéao dos valores de area total ocupada pelas colénias, (E) numero de colbnias totais (H) e
estratificacao das colénias quanto a seu tamanho (K) entre células MDA-MB-231 e L929 tratadas com
5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL). a?, a® e a® representam diferencas estatisticamente significativas
de p < 0,05, p < 0,01 e p <0,0001, respectivamente, em relagéo ao 5-FU. B2, B°, B° e B representam
diferengas estatisticamente significativas de p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001 respectivamente,
em relagdo ao BORA. y2, y®, yv¢ e y9 representam diferencas estatisticamente significativas de p < 0,05,
p < 0,01, p< 0,001 e p<0,0001, respectivamente, em relagdo ao controle (CTRL). 6 e &° representam
diferengas estatisticamente significativas de p < 0,05 e p < 0,001 em relagcao a seletividade celular da
associacéo 5-FU 2 uM + BORA (22,51 ug/mL) em L929 comparando-a com MDA-MB-231.

Os resultados obtidos e demonstrados na Figura 21, mostram que a associagao
5-FU (2 uM) + BORA (22,51 ug/mL) promoveu efeitos semelhantes a associagéo 5-
FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 e L929. A associagao 5-
FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL) foi capaz de potencializar o efeito anticlonogénico



93

de BORA e de 5-FU, ao reduzir significativamente a area ocupada pelas colénias,
quando comparado ao efeito promovido por esses controles (Figuras 21C e 21D). Em
relacdo ao tratamento com BORA, a redugdo desse parametro pode ser atribuida ao
fato de a combinacéao ter interferido na adesao celular, bem como ter induzido a
ocorréncia de efeito antiproliferativo, visto a redugéao significativa no numero de total
colénias (Figuras 21F e 21G), bem como no numero de clones médios e grandes
(Figuras 211 e 21J), quando compara-se os valores obtidos apos o tratamento das
células com a associagao, aos obtidos posteriormente ao tratamento com o prépolis.
Novamente, sugere-se que as interferéncias na adesao celular pela associagao 5-FU
(2 uM) + BORA (22,51 pg/mL), sdo decorrentes do efeito citotdxico previamente
caracterizado pelo ensaio do MTT (Figura 9). Em relagao ao tratamento com 5-FU, a
reducdo da area total ocupada pelas colbnias (Figura 21C e 21D) deve-se apenas a
inducéo de efeito antiproliferativo, o que foi visualizado pela reducdo do numero de

colénias médias comparando-se a associagcao com o antimetabdlito.

Por fim, embora a associacdo 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL) tenha
promovido significativo efeito anticlonogénico em células L929, tal acéo é seletiva para
a linhagem MDA-MB-231. A seletividade de efeito pode ser atribuida a maiores
interferéncias na adesao celular causada pela associacdo nas células de carcinoma
de mama em comparagao ao efeito promovido nos fibroblastos (Figura 21H), sendo
esta relacionada ao efeito citotoxico inicial promovido pela associacao (Figura 9).
Ainda, a analise da figura de estratificacdo das col6nias quanto ao seu tamanho,
demonstra que na linhagem L929 a combinagao 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 ug/mL)
promoveu maior efeito antiproliferativo, quando comparado ao efeito induzido nas
células tumorais. Dessa forma, sugere-se que, apesar de a associagao ter promovido
efeito antiproliferativo superior em células L929, do que na linhagem tumoral, tal agcao
nao foi suficiente para superar as interferéncias promovidas pela combinagao nas
células tumorais, as quais sdo decorrentes de seu efeito citotdxico, justificando o
menor potencial clonogénico em células MDA-MB-231.

Resumidamente, o screening por meio da realizagdo do ensaio clonogénico
demonstrou que as combinagdes mais efetivas a longo prazo, tratam-se daquelas em
que células MDA-MB-231 e L929 foram pré-tratadas com BORA (22,51 yg/mL) e
posteriormente expostas a 5-FU nas concentracdes de 1 uM e de 2 uM, uma vez que

observou-se a inducédo de efeito anticlonogénico seletivo em ambas associagdes,
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sendo que o efeito anticlonogénico induzido pela combinacdo 5-FU (1 uM) + BORA
(22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 esta associado apenas a promog¢ao de efeito
antiproliferativo, enquanto que o causado pela associagdo 5-FU (2 uM) + BORA
(22,51 pg/mL) esta relacionado a indugdo de atividade antiproliferativa e interferéncias
na adesao celular (Figuras 20E e 21H).

O CPD é um ensaio a longo prazo, que avalia a taxa de duplicagdo das
células, fornecendo informacdes sobre a cinética de proliferacao celular durante e
apos a exposicao das células aos tratamentos e/ou compostos teste, tendo grande
valia para estudos relacionados ao cancer (SILVA et al., 2016a). Nesse ensaio, a
cinética de proliferacdoo das células pode ser avaliada pelo estabelecimento de 4
parametros: o CPD final relativo (RendCPD), a area relativa sob a curva (rAUC), a
taxa de proliferacao celular (RPR) e o tempo relativo para alcangar um determinado
CPD (RTCT) (SILVA et al, 2016).

Nesse sentido, o RendCPD tem como objetivo comparar o efeito final de um
tratamento ao controle, levando-se em consideragao o valor de CPD correspondente
ao ultimo dia de um ciclo de tratamento. A rAUC por sua vez, representa o efeito global
de um tratamento, ou seja, mensura a redugao do tamanho da populagéo induzida
pelo tratamento, levando em consideracdo o efeito citotoxico e/ou antiproliferativo
inicial, bem como a restauragao da capacidade proliferativa a longo prazo das células
sobreviventes. O RTCT indica a capacidade de um tratamento em retardar a
proliferacdo celular, levando em consideracdo a acao citotoxica/citostatica inicial,
concomitantemente a velocidade de proliferagao celular. Por fim, o RPR verifica a
capacidade de um tratamento em alterar a velocidade de proliferacdo das células
sobreviventes, podendo sugerir o surgimento de subclones resistentes ao tratamento.
Se transportado para a clinica, o RPR pode indicar o momento em que uma nova dose
de farmaco/esquema terapéutico deve ser aplicada para evitar o desenvolvimento de
resisténcia. Cabe ressaltar que os dois ultimos parametros citados anteriormente
(RPR e RTCT) séo calculados apenas quando uma populagdo que sobrevive a um
determinado tratamento reestabelece sua capacidade proliferativa (SILVA et al,
2016a; SILVA et al., 2016b).

Além do estabelecimento de propriedades relacionadas a cinética de
crescimento das células mencionadas anteriormente, outra vantagem do CPD em
relagdo ao ensaio clonogénico refere-se ao tempo de realizacdo do ensaio e/ou

analises. No ensaio clonogénico este tempo € limitado pela observagao da formagéo
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de colénias (FRANKEN et al., 2006). Ja no CPD, a duragao do ensaio é flexivel, sendo
delimitada pelo proprio pesquisador, o qual estabelece os critérios mais apropriados

para avaliar a resposta pretendida e finalizar sua execugao (SILVA et al., 2016a).

Como mencionado anteriormente, os resultados obtidos por meio da realizacéo
do screening via ensaio clonogénico mostraram que os tratamentos mais efetivos a
longo prazo foram aqueles em que BORA foi associado a 5-FU nas concentracdes de
1 e de 2 pyM. Dessa forma, os parametros do CPD (AUC, RendCPD, RPR e RTCT)
foram estabelecidos apenas para avaliar o efeito induzido por essas combinacdes na

cinética de crescimento de células tumorais e ndo tumorais.

Além disso, é pertinente ressaltar que os parametros do CPD foram
determinados em dois periodos: no 24° e no 30° dia. O 24° dia do CPD corresponde
ao ultimo dia de um ciclo de tratamento com 5-FU aplicado sob os seguintes regimes
terapéuticos: 1- ciclofosfamida (600 mg/m?, dia 1, via intravenoso) + metotrexato (40
mg/m?, dia 1, via intravenoso) + 5-FU (600 mg/m?, dia 1, via intravenoso), conhecido
como CMF-IV, cuja readministracdo dos farmacos se faz em um intervalo de 3
semanas, num total de 9 aplicagdes (SBOC, 2022a) e 2- 5-FU (600 mg/m?, dia 1, via
intravenoso) + epirrubicina (90 mg/m?, dia 1, via intravenoso) + ciclofosfamida (600
mg/m?, dia 1, via intravenoso), conhecido como (F) EC90, onde a reaplicagdo dos
farmacos ocorre apdés um intervalo de 3 semanas, num total de 4 ciclos (SBOC,
2022b). Tais esquemas terapéuticos sao aplicados para cancer de mama localizado
em terapia adjuvante e neoadjuvante, respectivamente, e tumores classificados como
triplo negativos e RH+/HER2 negativos (SBOC, 2022a; SBOC, 2022b). Ainda, é
pertinente ressaltar que a aplicagdo de CMF também é realizada em doenca
avancada, ou seja, carcinoma mamario metastatico resistente a antraciclinas e
resistente concomitantemente a antraciclinas e taxanos. Como mencionado
anteriormente, este tratamento é administrado para pacientes que apresentam

tumores do tipo triplo negativo e luminal (RH+/HERZ2 negativo) (SBOC, 2022c).

A avaliagdo do CPD também foi realizada no 30° dia, onde finalizou-se o ensaio,
visto que nesse intervalo de tempo o tratamento com 5-FU alcancou o mesmo valor
de CPD que o controle. Tal andlise teve 2 objetivos: verificar a manutencgéo dos efeitos
a longo prazo promovidos pela associagdo 5-FU+BORA quando as células tivessem

se recuperado totalmente dos efeitos induzidos apenas pelo antimetabdlito; e verificar
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se o pré-tratamento das células com propolis sensibilizariam estas a agao do 5-FU por
um maior intervalo tempo, a fim de sugerir uma extensao do intervalo de tempo entre
dois ciclos de quimioterapia. Os resultados obtidos foram mostrados nas Figuras 22 e
23.

FIGURA 22 - Avaliag&o da cinética de crescimento celular, apos o tratamento com associagéo 5-FU (1
uM) + BORA (22,51 pg/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Graficos de CPD de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) mostram o perfil de proliferagao
celular ao longo de 30 dias, apds o tratamento com BORA (22,51 pg/mL), 5-FU (1 uM) e associagéo 5-FU
(1 uM) + BORA (22,51 pg/mL). Comparagéo das curvas de CPD entre células MDA-MB-231 e L929 apds
o tratamento com a associagéo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) (C). Gréafico da &rea sob a curva do
efeito na cinética de crescimento celular ao longo de 24 dias, apds o tratamento com BORA (22,51 pg/mL),
5-FU (1 uM) e associacéo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL) em células MDA-MB-231 (D) e L929 (E).
Comparacgéao dos valores de AUC apresentados ao longo de 24 dias entre células MDA-MB-231 e L929
tratadas com 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pug/mL) (F). Grafico da area sob a curva do efeito na cinética de
crescimento celular ao longo de 30 dias, apds tratamento com BORA (22,51 ug/mL), 5-FU (1 uM) e 5-FU
(1 uM) + BORA (22,51 pug/mL) em células MDA-MB-231 (G) e L929 (H). Comparacéo dos valores de AUC
apresentados ao longo de 30 dias entre células MDA-MB-231 e L929 tratadas com 5-FU (1 uM) + BORA
(22,51 ug/mL) (1). o® e a® representam diferencgas estatisticamente significativas de p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente, em relagcao ao 5-FU. 32 e [3° representam diferengas estatisticamente significativas de p
< 0,05 e p< 0,001, respectivamente, em relacdo ao BORA. 5°e & representam diferencgas estatisticamente
significativas de p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente, em relagéo a seletividade celular da associacéo 5-
FU 1 uM + BORA (22,51 pg/mL) em L929 comparando-a com MDA-MB-231.

Os resultados ilustrados na Figura 22 mostram que em células MDA-MB-231,
tanto no 24° quanto no 30° dia, a associagdo 5-FU (1uM) + BORA (22,51ug/mL)

reduziu significativamente a AUC em relagdo ao tratamento individual com BORA e



97

com 5-FU (Figura 22D e 22G). Ja em células L929, apenas no 24° dia apos o
tratamento, observou-se reducdo significativa da AUC em relacdo a BORA e 5-FU
(Figura 22E). Ainda, verificou-se que a associacdo 5-FU (1uM) + BORA (22,51ug/mL)
apresentou efeito antiproliferativo seletivo a longo prazo sobre a linhagem tumoral, em

ambos intervalos de tempo avaliados (Figuras 22F e 22l).

FIGURA 23 - Avaliagéo da cinética de crescimento celular, apos o tratamento com associagéo 5-FU (2
uM) + BORA (22,51 pg/mL), seguindo esquema de pré-tratamento.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Graficos de CPD de células MDA-MB-231 (A) e L929 (B) mostram o perfil de proliferacao
celular ao longo de 30 dias, apds o tratamento com BORA (22,51 pg/mL), 5-FU (2 uM) e associagéo 5-FU
(2 uM) + BORA (22,51 pg/mL). Comparagéo das curvas de CPD entre células MDA-MB-231 e L929 apds
o tratamento com a associagéo 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL) (C). Gréfico da area sob a curva do
efeito na cinética de crescimento celular ao longo de 24 dias, apds o tratamento com BORA (22,51 pg/mL),
5-FU (2 uM) e associagéo 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pug/mL) em células MDA-MB-231 (D) e L929 (E).
Comparagéao dos valores de AUC apresentados ao longo de 24 dias entre células MDA-MB-231 e L929
tratadas com 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 ug/mL) (F). Grafico da area sob a curva do efeito na cinética de
crescimento celular ao longo de 30 dias, apds tratamento com BORA (22,51 pg/mL), 5-FU (2 uM) e 5-FU
(2 uM) + BORA (22,51 pg/mL) em células MDA-MB-231 (G) e L929 (H). Comparagcéo dos valores de AUC
apresentados ao longo de 30 dias entre células MDA-MB-231 e L929 tratadas com 5-FU (1 uM) + BORA
(22,51 ug/mL) (1). a® e a° representam diferengas estatisticamente significativas de p < 0,01 e p < 0,001,
respectivamente, em relagdo ao 5-FU. B® e B° representam diferengas estatisticamente significativas de p
< 0,01 e p < 0,0001, respectivamente, em relagdo ao BORA. &° representa diferenca estatisticamente
significativa de p < 0,01, em relag&o a seletividade celular da associagdo 5-FU 2 yM + BORA (22,51 ug/mL)
em L929 comparando-a com MDA-MB-231
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Por fim, a Figura 23 mostra que, embora a associacéo 5-FU (2 yM) + BORA
(22,51 pg/mL) tenha reduzido significativamente a AUC de células MDA-MB-231 e
L929 em ambos intervalos de tempo avaliados (Figuras 23D, 23G, 23E e 23H), tal
associagao apresentou efeito citostatico seletivo a longo prazo sobre a linhagem

tumoral.

Com o objetivo de avaliar de forma mais aprofundada a cinética de crescimento
das células MDA-MB-231 e L929 apds sua exposi¢cao as associagdes 5-FU (1 uM) +
BORA (22,51 pg/mL) e 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL), também foram
determinados os demais parametros do CPD (RendCPD, RPR e RTCT), os quais

estao apresentados na Tabela 6.
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Pode-se observar que o tratamento de células MDA-MB-231 com as associacoes 5-
FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) e 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL) foi capaz de reduzir
0 RendCPD e o RTCT (Tabela 6) no 24° e 30° dia, tanto em relagao ao controle, quanto em
relacdo aos tratamentos com BORA e 5-FU aplicados isoladamente. Tais dados corroboram
a diminuicdo da AUC (Figuras 22 e 23) apresentada anteriormente, mostrando que as
combinagbes sao capazes de retardar a proliferagao deste tipo celular a longo prazo. No
que se refere ao RPR, pode-se observar que no 24° dia, as células tratadas com as
associacoes ainda ndo haviam recuperado totalmente sua capacidade proliferativa, visto a
determinagao de valores de RPR inferiores ao CTRL, BORA e 5-FU. J4 no 30° dia pode-se
observar a obtencao de valores de RPR superiores a 1,00 em todos os tratamentos, quando
comparados ao controle. Tal dado mostra que em um determinado momento entre 0 24° e
o 30° dia, tais células restabeleceram sua capacidade proliferativa, apresentando

velocidade de proliferagéo superior a apresentada pelo CTRL (Tabela 6).

Os valores de RPR obtidos com as associacdes em relacdo aos controles BORA e
5-FU, devem ser interpretados com cautela. Deve-se verificar que, a redugéo em alguns
valores de RPR observadas no 30° dia, ndo esta relacionada ao fato de as combinacdes
terem diminuido a taxa de proliferacdo, mas sim ao fato de que o tratamento de células
MDA-MB-231 com BORA ou 5-FU terem elevado de forma mais significativa tal velocidade.
Este dado é bem visualizado quando compara-se os valores de RPR relacionados ao
CTRL, o qual representa a velocidade de proliferagéo fisiologica desse tipo celular (Tabela
6).

Avaliando-se todos os parametros do CPD de maneira conjunta, pode-se sugerir que
a capacidade das combinagdes em retardar a proliferacao de células MDA-MB-231 se deve
principalmente ao efeito citotdxico inicial exercido pelas mesmas (efeito imediato), sendo
essa acgao suficiente para desacelerar o crescimento mesmo em células que restauraram a
velocidade normal de proliferagéao, impedindo que estas atingissem o mesmo valor de CPD
que CTRL, BORA e 5-FU até o 30° dia de experimento.

Nesse sentido, salienta-se que células MDA-MB-231 tratadas com as associagdes
5-FU (1uM) + BORA (22,51ug/mL) e 5-FU (2uM) + BORA (22,51ug/mL) em um determinado



101

momento atingirdo os mesmos valores de CPD que o CTRL, BORA e 5-FU, em decorréncia
da restauracgao da velocidade de proliferacdo, mostrando, como mencionado anteriormente,
a capacidade das células de se recuperarem do (s) dano (s) causado (s) pelos tratamentos.
Este comportamento celular ja era esperado, visto que o CPD, como realizado neste
estudo, acabou tentando mimetizar o que aconteceria com uma populacdo de células
tumorais submetidas ao 1° ciclo de tratamento, o qual foi propositalmente estendido. Assim,
tendo como base a proépria biologia tumoral, onde células neoplasicas, por apresentarem
varios mecanismos de resisténcia, incluindo aqueles que implicam na ativagdo exacerbada
de vias de proliferacdo e sobrevivéncia, bem como de mecanismos de reparo
(NEDELJKOVIC; DAMJANOVIC, 2019), esperava-se a ocorréncia de recuperagdo celular
ao (s) dano (s) induzido (s) pelos tratamentos ao longo do tempo apds a retirada do estimulo
estressor. Ainda, cabe ressaltar que nao foi possivel estabelecer precisamente o dia de
total recuperacéo celular, uma vez que esta ocorrera em um periodo maior que o avaliado

experimentalmente.

Por fim, neste momento é pertinente destacar que o restabelecimento da velocidade
de proliferacao nao invalida os resultados obtidos, uma vez que foi verificado significativo
retardo no crescimento e recuperagao celular no 24° dia da curva de crescimento, dia este
em que é finalizado um ciclo de quimioterapia com 5-FU utilizando-se os esquemas
terapéuticos CMF-EV e (F) EC90, citados anteriormente. A recuperacdo da taxa
proliferativa observada no 30° dia indica que o intervalo de tempo entre dois ciclos de
quimioterapia nesse caso, nao poderia ser estendido além do 24° dia. Por fim, a analise do
30° dia mostra que a recuperacao total de células expostas ao 5-FU coincide com a
recuperagdo parcial de células expostas as associagdes 5-FU (1 uM) + BORA (22,51
ug/mL) e 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 ug/mL), onde embora observe-se restauracéo total
da capacidade proliferativa das mesmas, ainda nao foi observado o restabelecimento do
crescimento celular a ponto de atingir os mesmos valores de CPD do CTRL, BORA e 5-FU
(Figura 22 e 23, Tabela 6).

As analises do 24° e 30° dias revelaram que, nos dois intervalos de tempo, o
tratamento de células L929 com a associagdo 5-FU (1uM) + BORA (22,51ug/mL) foi capaz

de reduzir o RendCPD, tanto em relagao ao controle, quanto em relagao aos tratamentos
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com BORA e 5-FU aplicados isoladamente (Tabela 6). No 24° dia, observou-se redugdo no
RTCT apenas em relagdo ao CTRL. Ja no 30° dia, verificou-se diminuicdo do RTCT em
relagdo a CTRL, BORA e 5-FU. Ainda, em ambos intervalos de tempo, ndo se observou
alteragdes no RPR quando comparados os valores da associagao aos apresentados pelo
CTRL (Tabela 6). As unicas alteragdes observadas no RPR, ocorreram nos dois intervalos
de tempo avaliados, quando compara-se o RPR da associagdo aos dos tratamentos com
BORA e 5-FU (1uM). Entretanto, tais reducdes devem ser desconsideradas, uma vez que,
nesses intervalos de tempo, o tratamento de células L929 com BORA e 5-FU aplicados
isoladamente acarretaram no desenvolvimento de uma velocidade de proliferagdo mais
elevada que a apresentada pela associagcdo e pelo proprio controle, o qual, como
mencionado anteriormente, representa a velocidade de proliferagao celular fisiolégica, ou
seja, sem interferéncias. Assim, sugere-se que a redu¢cdo do RPR da associagdao em
comparac&o aos valores apresentados por BORA e 5-FU (1uM) se devem a um estimulo
na proliferagdo causado por tais tratamentos e ndo por uma redugédo na velocidade de

proliferacao promovida pela associacao.

Dessa forma, os dados do CPD em células L929, quando analisados em conjunto,
sugerem que o retardo do crescimento celular observado no 24° e 30° dia de tratamento e
refletido na reducdo da AUC, do RendCPD e do RTCT se devem ao efeito citotdxico
inicialmente induzido pela associagao, que por sua vez nao foram significativos o suficiente
para manter reduzida a velocidade de proliferagao, mostrando que as células readquiriram
completamente a capacidade proliferativa ao longo do tempo, nos dois intervalos de tempo

avaliados.

Em relacdo a associacdo 5-FU (2uM) + BORA (22,51 ug/mL), a analise do 24° dia
mostrou que tal tratamento reduziu o RendCPD, o RTCT e o RPR em relac&o aos trés
controles. Esse dado, quando associado a AUC apresentada anteriormente (Figura 23),
demonstra que tal combinagdo, nesse intervalo de tempo, foi capaz de retardar o
crescimento e a recuperacao das células, ao afetarem a velocidade de proliferagao celular.
Nesse caso, sugere-se que o efeito citotdoxico e/ou citostatico inicial promovido pela
associagdo 5-FU (2uM) + BORA (22,51 ug/mL) foi significativo o suficiente para promover

uma reducgao efetiva da velocidade de proliferacdo, a qual, juntamente com os efeitos
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inicialmente induzidos, colaborou para o retardo do crescimento e recuperagao observados
(Figura23, Tabela 6).

Ja a andlise do 30° dia mostrou que a associagdo 5-FU (2uM) + BORA (22,51 ug/mL)
reduziu a AUC, o RendCPD e o RTCT em relagdo ao CTRL, BORA e 5-FU (2uM), além de
nao se ter identificado significativa alteragdo no RPR em relagéo a esses controles. Assim,
sugere-se que as redugdes da AUC, do RendCPD e do RTCT se devem ao efeito citotoxico
inicialmente induzido pela combinagao, que por sua vez nao foi significativo o suficiente
para manter reduzida a velocidade de proliferagdo, mostrando que as células readquiriram

a capacidade proliferativa ao longo do tempo (Figura 23, Tabela 6).

FIGURA 24 - Efeito seletivo a longo prazo exercido pela associagdo 5-FU + BORA caracterizado pela
determinagéo dos seguintes parametros do CPD: RendCPD, RPR e RTCT.
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FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: Razao dos parametros do CPD determinados entre células L929 e MDA-MB-231 no 24° (A)
e 30° dia (B) ap6s a retirada da associagdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 ug/mL). Razéo dos parametros
do CPD determinados entre células L929 e MDA-MB-231 no 24° (C) e 30° dia (D) apods a retirada da
associagdo 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL). As linhagens celulares foram expostas a BORA (22,51
pg/mL), 5-FU (1uM), 5-FU (2 puM), associagdo 5-FU (1 uM) + BORA (22,51 pg/mL) e associagéo 5-FU (2
uM) + BORA (22,51 pg/mL) por 72 h conforme esquema de pré-tratamento descrito no item 4.3.
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Quando compara-se os efeitos promovidos pelas associacdes 5-FU (1 uM) + BORA
(22,51 pg/mL) e 5-FU (2 uM) + BORA (22,51 pg/mL) no ensaio do CPD em células MDA-
MB-231 e L929, e relacionados ao crescimento celular (AUC, RendCPD e RTCT) é evidente
que o mesmo foi mais acentuado nas células MDA-MB-231 (Figuras 22 e 23; Tabela 6),
mostrando maior susceptibilidade da linhagem tumoral aos tratamentos, em comparacao
aos efeitos induzidos nos fibroblastos. O uUnico parametro variavel foi o RPR. Nesse
sentido, a andlise do 24° dia de tratamento com a associagdo 5-FU (1uM) + BORA
(22,51pg/mL), mostrou que células L929 restauraram sua capacidade proliferativa em
funcdo da retirada do tratamento, enquanto células MDA-MB-231 permaneceram
apresentando uma velocidade mais baixa de proliferacédo, mesmo com a retirada do mesmo
(Tabela 6). Esses dados justificam a obtengcdo de um valor de razdo de RPR acima de 1
quando compara-se as duas linhagens celulares (Figura 24). Ja os dados obtidos apds o
tratamento das células com a associagdo 5-FU (2uM) + BORA (22,51ug/mL), mostraram
que células L929 recuperam-se e proliferam-se em maior velocidade que células MDA-MB-
231 apos a retirada do tratamento, quando compara-se células tumorais € ndo tumorais em
relacdo ao CTRL e BORA, visto a observacao de valores de razdo de RPR superiores a 1.
Por fim, verificou-se que células L929 e MDA-MB-231 apresentaram velocidade de
proliferacdo semelhante apds a retirada do tratamento, comparando-se células tumorais e
nao tumorais ao 5-FU (2 yM), uma vez que observa-se um valor de razdo de RPR muito

préximo de 1 (Figura 24, Tabela 6).

A analise do 30° dia mostra que, em relagdo a exposi¢cao a associagao 5-FU (1uM)
+ BORA (22,51ug/mL), células MDA-MB-231 apresentaram uma velocidade de proliferagdo
mais elevada do que a das células ndo tumorais apds a retirada do tratamento, o que pode
ser evidenciado pela obtencao de valores de razao de RPR inferiores a 1, comparando-se
células tumorais e néo tumorais em relagdo ao CTRL e BORA (Figura 24, Tabela 6). Ja em
relacdo a comparagao com 5-FU (1uM), pode-se verificar que células L929 apresentaram
velocidade de proliferagao semelhante a de células MDA-MB-231, justificando a obtengao
de um valor de razdo de RPR muito proximo a 1 (Figura 24, Tabela 6). Por fim, os resultados
obtidos apés o tratamento das células com a associacdo 5-FU (2 uM) + BORA (22,51
Mg/mL), mostraram que células MDA-MB-231 apresentaram menor velocidade de

proliferacdo do que células L929, justificando a obtencdo de um valor de razdo de RPR



105

superior a 1, comparando-se células tumorais e ndo tumorais aos trés controles (Figura 24,
Tabela 6).

Dessa forma, sugere-se que a seletividade de efeito a longo prazo (Figuras 22, 23 e
24) evidenciada neste ensaio ndo esta relacionada apenas a capacidade de as células
restaurarem ou nao sua taxa de proliferagdo, mas deve-se principalmente a magnitude do
efeito citotoxico inicialmente induzido, o qual foi significativamente superior na linhagem

tumoral, em comparagao a nao tumoral (Figura 9).

Ainda, associando-se todos os resultados do CPD, pode-se verificar que o melhor
tratamento a longo prazo foi o realizado com a associacdo 5-FU (1uM) + BORA
(22,51pg/mL), o qual deve ser estendido apenas até o 24° dia, uma vez que observa-se
nesse intervalo de tempo, melhor seletividade do tratamento, o que pode ser evidenciado
pela maior reducao da AUC, do RendCPD, do RPR e do RTCT quando compara-se células

tumorais a nao tumorais.

Por fim, é pertinente relatar que até o presente momento, ndo foi observada a
realizacdo de CPD com outros propolis, sejam estes aplicados isoladamente ou em
associagao a quimioterapicos, inviabilizando a comparacédo dos resultados obtidos com

BORA e associagées, ao efeito promovido por outros prépolis e combinagées.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- O extrato etandlico do propolis Bora apresentou citotoxicidade significativa nas

linhagens tumorais avaliadas, sendo a linhagem MDA-MB-231 a mais susceptivel,

- O extrato do propolis Bora induziu maior efeito citotoxico na linhagem tumoral,

sendo a linhagem n&o tumoral L929 a menos susceptivel;

- O screening pelo método do MTT revelou que a associagao mais efetiva foi aquela
em que células MDA-MB-231 e L929 foram pré-tratadas com o extrato de Bora e

posteriormente tratadas com o quimioterapico 5-fluorouracil;

- A associagdo extrato de BORA + 5-FU induz a morte de células MDA-MB-231 por
meio de mecanismos que envolvem a ruptura/desorganizacao da membrana como morte

acidental, apoptose tardia, necroptose ou parthanatos;

-Sugere-se que a associagdo BORA + 5-FU apresenta potencial antimetastatico,

uma vez que é capaz de retardar a migragao de células MDA-MB-231;

- O screening pelo ensaio clonogénico revelou que as associagdes 5-FU (1uM) +
BORA (22,51ug/mL) e 5-FU (2 pM) + BORA (22,51ug/mL) foram efetivas a longo prazo;

- O ensaio do CPD evidenciou que a combinagdo 5-FU (1uM) + BORA (22,51ug/mL)
foi o tratamento mais eficaz a longo prazo, devendo este ser estendido apenas até o 24°
dia apos o tratamento, por ter apresentado neste intervalo de tempo efeito seletivo na
linhagem tumoral, bem como ter restaurado parcialmente a taxa de proliferagdo de células

MDA-MB-231, o que culminou em menor expansao celular.
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7. PERSPECTIVAS

Apesar desse trabalho ter investigado o potencial citotoxico do extrato etandlico do
prépolis de Bora e sua associagao com o 5-fluorouracil, ha a necessidade de se melhor
caracterizar os mecanismos com que Bora sensibiliza as células tumorais a agao deste

farmaco. Para isso, sugere-se:

- Caracterizar quimicamente o extrato etandlico do prépolis Bora, com o intuito de

elucidar possiveis compostos responsaveis pelo efeito citotéxico observado;

- Verificar o potencial efeito anti-invasivo, bem como a fragmentacdo do DNA

induzida pelo extrato de Bora e sua associacao a 5-FU;

- Avaliar marcadores especificos dos possiveis mecanismos de morte celular para

melhor caracterizar o tipo de morte causada pelo Bora e sua associag¢ao a 5-FU;

- Realizar o ensaio clonogénico nos 24° e 30° dias apos o tratamento com extrato de

Bora e sua associagao a 5-FU, para corroborar os resultados obtidos por meio do CPD;

- Analisar o efeito do extrato de Bora e sua associagdo a 5-FU sobre vias de
sinalizagdo envolvidas na sobrevivéncia, proliferacéo e progressao tumoral tais como AKT-
mTOR, MAPK e Wnt/B- catenina.



108

8. REFERENCIAS

ADAMS, K. W.; COOPER, G. M. Rapid turnover of Mcl-1 couples translation to cell survival and
apoptosis. Journal of Biological Chemistry, v. 282, n. 9, p. 6192—-6200, 2007. Elsevier.

DE ALMEIDA, V. L.; LEITAO, A.; BARRETT REINA, L. D. C.; et al. Cancer e agentes antineoplasicos ciclo-
celular especificos e ciclo-celular ndo especificos que interagem com o DNA: uma introducdo.
Quimica Nova, v. 28, n. 1, p. 118-129, 2005. Sociedade Brasileira de Quimica.

AMALIA, E.; DIANTINI, A.; SUBARNAS, A. Water-soluble propolis and bee pollen of Trigona spp. from
South Sulawesi Indonesia induce apoptosis in the human breast cancer MCF-7 cell line. Oncology
Letters, v. 20, n. 5, p. 1-1, 2020.

American Cancer Society - Cancer Facts & Figures. Disponivel em:
<https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/annual-
cancer-facts-and-figures/2022/2022-cancer-facts-and-figures.pdf>. Acesso em: 19/2/2022.

ANAZETTI, M.; MELO, P. Morte Celular por Apoptose: uma visdo bioquimica e molecular. n. 1, p. 37—
58.

ARU, B.; GUZELMERIC, E.; AKGUL, A.; DEMIREL, G. Y.; KIRMIZIBEKMEZ, H. Antiproliferative activity of
chemically characterized propolis from Turkey and its mechanisms of action. Chemistry and
Biodiversity, v. 16, n. 7, 2019. Wiley-VCH Verlag.

ARVELO, F.; SOJO, F.; COTTE, C. Tumour progression and metastasis. Cancer Medical Science, v. 10,
2016. Global Foundation.

ASGHARPOUR, F.; MOGHADAMNIA, A. A.; MOTALLEBNEJAD, M.; NOURI, H. R. Propolis attenuates
lipopolysaccharide-induced inflammatory responses through intracellular ROS and NO levels along
with downregulation of IL-1B and IL-6 expressions in murine RAW 264.7 macrophages. Journal of
Food Biochemistry, v. 43, n. 8, p. €12926, 2019. John Wiley & Sons, Ltd.

BACHEVSKI, D.; DAMEVSKA, K.; SIMEONOVSKI, V.; DIMOVA, M. Back to the basics: propolis and
COVID-19. Dermatologic Therapy, v. 33, n. 4, p. 13780, 2020. John Wiley & Sons, Ltd.

BADISA, R. B.; DARLING-REED, S. F.; JOSEPH, P.; et al. Selective cytotoxic activities of two novel
synthetic drugs on human breast carcinoma mcf-7 cells. Anticancer Research, v. 29, n. 8, p. 2993—
2996, 2009. International Institute of Anticancer Research.

BARBOSA, I. R.; COSTA, I. DO C. C.; PEREZ, M. M.; SOUZA, D. L. B. Mortalidade por cancer de mama
nos estados do nordeste do brasil: tendéncias atuais e projecdes até 2030. Revista Ciéncia Plural, v.
1,n.1,2015.

BARTMANSKA, A.; TRONINA, T.; POPLONSKI, J.; et al. Highly cancer selective antiproliferative activity



109

of natural prenylated flavonoids. Molecules 2018, v. 23, n. 11, p. 2922, 2018. Multidisciplinary Digital
Publishing Institute.

BARTOLOMEU, A. R.; FRION-HERRERA, Y.; DA SILVA, L. M.; et al. Combinatorial effects of geopropolis
produced by Melipona fasciculata Smith with anticancer drugs against human laryngeal epidermoid
carcinoma (HEp-2) cells. Biomedicine and Pharmacotherapy, v. 81, p. 48-55, 2016. Elsevier Masson
SAS.

BAYRAM, N.; KARADAYI, M.; GULLUCE, M.; et al. Genotoxic and Antigenotoxic Evaluation of Propolis
by Using in Vitro Bacterial Assay Systems. Mellifera, v. 15, n. 1, p. 29-36, 2015.

BEAUREGARD, A. P.; HARQUAIL, J.; LASSALLE-CLAUX, G.; et al. CAPE analogs induce growth arrest
and apoptosis in breast cancer cells. Molecules 2015, v. 20, n. 7, p. 12576-12589, 2015.
Multidisciplinary Digital Publishing Institute.

BEGNINI, K. R.; MOURA DE LEON, P. M.; THUROW, H.; et al. Brazilian red propolis induces apoptosis-
like cell death and decreases migration potential in bladder cancer cells. 2014.

BENDERLI CIHAN, Y.; DENIZ, K. Effect of propolis against radiation-induced oral mucositis in rats.
Kulak Burun Bogaz lhtisas Dergisi : KBB = Journal of Ear, Nose, and Throat, v. 21, n. 1, p. 32-41,
2011.

BENGUEDOUAR L., K.; H.N., B.; H., R.; M, L. Cardioprotective effects and mechanism of action of
polyphenols extracted from propolis against doxorubicin toxicity. p. 201-209, 2008.

BENKOVIC, V.; HORVAT KNEZEVIC, A.; DIKIC, D.; et al. Radioprotective effects of propolis and
quercetin in y-irradiated mice evaluated by the alkaline comet assay. Phytomedicine, v. 15, n. 10, p.
851-858, 2008. Urban & Fischer.

BEZERRA, L. A.; CAMPBELL, A. J.; BRITO, T. F.; MENEZES, C.; MAUES, M. M. Pollen loads of flower
visitors to acai palm (Euterpe oleracea) and implications for management of pollination services.
Neotropical Entomology, v. 49, n. 4, p. 482—-490, 2020. Springer.

BOLAND, C. R.; GOEL, A. Somatic evolution of cancer cells. Seminars in Cancer Biology, v. 15, n. 6, p.
436-450, 2005. Academic Press.

BONAMIGO, T.; CAMPQS, J. F.; ALFREDO, T. M.; et al. Antioxidant, cytotoxic, and toxic activities of
propolis from two native bees in brazil: Scaptotrigona depilis and Melipona quadrifasciata
anthidioides. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2017. Hindawi Limited.

BRANDAO, H. N.; DAVID, J. P.; COUTO, R. D.; NASCIMENTO, J. A. P.; DAVID, J. M. Quimica e
farmacologia de quimioterdpicos antineoplasicos derivados de plantas. Quimica Nova, v. 33, n. 6, p.
1359-1369, 2010. Sociedade Brasileira de Quimica.

BRENES, O.; ARCE, F.; GATJENS-BONICHE, O.; DiAZ, C. Characterization of cell death events induced



110

by anti-neoplastic drugs cisplatin, paclitaxel and 5-fluorouracil on human hepatoma cell lines:
Possible mechanisms of cell resistance. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 61, n. 6, p. 347-355,
2007. Elsevier Masson.

BROWN, M. D.; FEAIRHELLER, D. L.; THAKKAR, S.; VEERABHADRAPPA, P.; PARK, J. Y. Racial
differences in tumor necrosis factor-a-induced endothelial microparticles and interleukin-6
production. Vascular Health and Risk Management, v. 7, n. 1, p. 541, 2011. Dove Press.

BURK, R. R. A factor from a transformed cell line that affects cell migration. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 70, n. 2, p. 369-372, 1973. Proceedings of the National Academy
of Sciences.

BURNEY, I. A.; AL-MOUNDHRI, M. S. Major Advances in the Treatment of Cancer: What does a Non-
Oncologist need to know? Sultan Qaboos University Medical Journal, v. 8, n. 2, p. 137, 2008. Sultan
Qaboos University.

BURSTEIN, H. J.; POLYAK, K.; WONG, J. S.; LESTER, S. C.; KAELIN, C. M. Ductal Carcinoma in Situ of the
Breast. The New England Journal of Medicine, v. 350, n. 14, p. 1430-1441, 2004. Massachusetts
Medical Society .

CAMPOQS, J. F.; DOS SANTOS, H. F.; BONAMIGO, T.; et al. Stingless bee propolis: new insights for
anticancer drugs. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2021. Hindawi Limited.

CAMPOS, J. F.; DAS SANTOS, U. P.; DA ROCHA, P. D. S.; et al. Antimicrobial, antioxidant, anti-
inflammatory, and cytotoxic activities of propolis from the stingless bee Tetragonisca fiebrigi (jatai).
Evidence-based Complementary and Alternative Medicine, v. 2015. Hindawi Limited.

CAMPOQS, J. F.; DOS SANTOS, U. P.; MACORINI, L. F. B.; et al. Antimicrobial, antioxidant and cytotoxic
activities of propolis from Melipona orbignyi (Hymenoptera, Apidae). Food and Chemical
Toxicology, v. 65, p. 374-380, 2014. Pergamon.

CAO, J.; ZHANG, M.; WANG, B.; et al. Chemoresistance and Metastasis in Breast Cancer Molecular
Mechanisms and Novel Clinical Strategies. Frontiers in Oncology, 2021.

CARDOSO, E. DE O. Agao da propolis associada ao docetaxel sobre células de cancer de mama e
sobre mondcitos humanos, 2021. UNESP.

CHALA, L. F.; DE BARROS, N. Avaliagao das mamas com métodos de imagem. Radiologia Brasileira,
v. 40, n. 1, p. 46, 2007. Publicacdo do Colégio Brasileiro de Radiologia e Diagndstico por Imagem.

CHAMOND, R.; ANON, C.; AGUILAR, M.; PASADAS, G. Apoptosis y enfermedad. , v. 14, n. 6, p. 367—
374, 1999.

CHAN, G. C. F.; CHEUNG, K. W.; SZE, D. M. Y. The immunomodulatory and anticancer properties of
propolis. Clinical Reviews in Allergy and Immunology, v. 44, n. 3, p. 262—273, 2013. Springer.



111

CHANG, H.; WANG, Y.; YIN, X.; LIU, X.; XUAN, H. Ethanol extract of propolis and its constituent caffeic
acid phenethyl ester inhibit breast cancer cells proliferation in inflammatory microenvironment by
inhibiting TLR4 signal pathway and inducing apoptosis and autophagy. BMC Complementary and
Alternative Medicine, 2017.

CHIU, H.-F.; HAN, Y.-C.; SHEN, Y.-C.; et al. Chemopreventive and chemotherapeutic effect of propolis
and itsconstituents: a mini-review. Journal of Cancer Prevention, v. 25, n. 2, p. 70, 2020. Korean
Society of Cancer Prevention.

CHOUDHARI, M. K.; HAGHNIAZ, R.; RAJWADE, J. M.; PAKNIKAR, K. M. Anticancer activity of Indian
stingless bee propolis: an in vitro study. Evidence-based Complementary and Alternative Medicine,
v. 2013.

CIRQUEIRA, M. B.; AMARAL, M.; MOREIRA, R.; SOARES, L. R, FREITAS—JUNIOR, R. Subtipos
moleculares do cancer de mama. Feminina, v. 39, n. 10, 2011.

CISILOTTO, J.; SANDIJO, L. P.; FAQUETI, L. G.; et al. Cytotoxicity mechanisms in melanoma cells and
UPLC-QTOF/MS2 chemical characterization of two Brazilian stingless bee propolis: uncommon
presence of piperidinic alkaloids. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 149, p. 502—
511, 2018. Elsevier.

COOK, S. J.; STUART, K.; GILLEY, R.; SALE, M. J. Control of cell death and mitochondrial fission by
ERK1/2 MAP kinase signalling. The FEBS Journal, v. 284, n. 24, p. 4177-4195, 2017. John Wiley &
Sons, Ltd.

CURTIN, J. F.; COTTER, T. G. Live and let die: regulatory mechanisms in Fas-mediated apoptosis.
Cellular Signalling, v. 15, n. 11, p. 983-992, 2003. Elsevier Inc.

CUZICK, J. Preventive therapy for cancer. The Lancet Oncology, v. 18, n. 8, p. e472—-e482, 2017.
Elsevier.

DANIELSEN, S. A.; EIDE, P. W.; NESBAKKEN, A.; et al. Portrait of the PI3K/AKT pathway in colorectal
cancer. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, v. 1855, n. 1, p. 104-121, 2015.
Elsevier.

DELANEY, G.; JACOB, S.; FEATHERSTONE, C.; BARTON, M. The role of radiotherapy in cancer
treatment. Cancer, v. 104, n. 6, p. 1129-1137, 2005. John Wiley & Sons, Ltd.

DELIRE, B.; STARKEL, P. The Ras/MAPK pathway and hepatocarcinoma: pathogenesis and
therapeutic implications. European Journal of Clinical Investigation, v. 45, n. 6, p. 609-623, 2015.
John Wiley & Sons, Ltd.

DELMONICO, L.; MOREIRA, A. D. S.; FRANCO, M. F.; et al. CDKN2A (p14ARF/p16INK4a) and ATM
promoter methylation in patients with impalpable breast lesions. Human Pathology, v. 46, n. 10, p.
1540-1547, 2015. W.B. Saunders.



112

DESAMERO, M. J.; KAKUTA, S.; TANG, Y.; et al. Tumor-suppressing potential of stingless bee propolis
in in vitro and in vivo models of differentiated-type gastric adenocarcinoma. Scientific Reports, v. 9,
n. 1, p. 1-13, 2019. Nature Publishing Group.

DUARTE, R. DA S. Aspectos da biologia destinados a criagdo de Tetragona clavipes (Fabricius, 1804)
(Apidae, Meliponini). Ribeirdo Preto: Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes da Universidade de
Sao Paulo. 2012

EGGERT, Y. B. Descricdo morfoldgica do intestino da abelha Tetragona clavipes (Hymenoptera,
Apidae). 2016.

EHEMAN, C. R.; SHAW, K. M.; RYERSON, A. B.; et al. The changing incidence of in situ and invasive
ductal and lobular breast carcinomas: United States, 1999-2004. Cancer Epidemiology Biomarkers
and Prevention, v. 18, n. 6, p. 1763-1769, 2009. American Association for Cancer Research.

EL-SAYED; A ALY, H. A.; MOHAMED MANSOUR, A.; et al. Potential Antidiabetic And Hypolipidemic
Effects Of Propolis Extract In Streptozotocin-Induced Diabetic Rats Potential. Pak. J. Pharm, v. 22, n.
2, p. 168-174, 2009.

ENGELAND, K. Cell cycle arrest through indirect transcriptional repression by p53: | have a dream.
Cell Death & Differentiation 2018 25:1, v. 25, n. 1, p. 114-132, 2017. Nature Publishing Group.

ESFAHANI, K.; ROUDAIA, L.; BUHLAIGA, N.; et al. A review of cancer immunotherapy: from the past,
to the present, to the future. Current Oncology, v. 27, n. s2, p. 87-97, 2020. Multidisciplinary Digital
Publishing Institute.

EZRAHI, S.; ASERIN, A.; GARTI, N. Basic principles of drug delivery systems — the case of paclitaxel.
Advances in Colloid and Interface Science, v. 263, p. 95-130, 2019. Elsevier.

FERLAY, J.; SOERJOMATARAM, |.; DIKSHIT, R.; et al. Cancer incidence and mortality worldwide:
Sources, methods and major patterns in GLOBOCAN 2012. International Journal of Cancer, v. 136,
n. 5, p. E359-E386, 2015. John Wiley & Sons, Ltd.

FIDLER, I. J.; KRIPKE, M. L. The challenge of targeting metastasis. Cancer and Metastasis Reviews, v.
34, n. 4, p. 635-641, 2015. Springer.

FORMA, E.; BRYS, M. Anticancer activity of propolis and its compounds. Nutrients, v. 13, n. 8, 2021.
Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI).

FRANCHIN, M.; FREIRES, I. A.; LAZARINI, J. G.; et al. The use of Brazilian propolis for discovery and
development of novel anti-inflammatory drugs. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 153,
p. 49-55, 2018. Elsevier Masson.

FRANKEN, N. A. P.; RODERMOND, H. M.; STAP, J.; HAVEMAN, J.; VAN BREE, C. Clonogenic assay of
cells in vitro. Nature Protocols, v. 1, n. 5, p. 2315-2319, 2006. Nature Publishing Group.



113

FRASER, S. P.; HEMSLEY, F.; DJAMGOZ, M. B. A. Caffeic acid phenethyl ester: Inhibition of metastatic
cell behaviours via voltage-gated sodium channel in human breast cancer in vitro. The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology, v. 71, p. 111-118, 2016. Pergamon.

FRION-HERRERA, Y. Atividade citotdxica de amostras de prépolis brasileira e cubana contra células
tumorais humanas, 2016. UNESP.

FRION-HERRERA, Y.; DIAZ-GARCIA, A.; RUIZ-FUENTES, J.; RODRIGUEZ-SANCHEZ, H.; SFORCIN, J. M.
The cytotoxic effects of propolis on breast cancer cells involve PI3K/Akt and ERK1/2 pathways,
mitochondrial membrane  potential, and reactive  oxygen  species  generation.
Inflammopharmacology, v. 27, n. 5, p. 1081-1089, 2019. Birkhauser Verlag AG.

FROZZA, C. O. DAS.; SILVESTRIN, C. C. G.; GAMBATO, G.; et al. Chemical characterization, antioxidant
and cytotoxic activities of Brazilian red propolis. Food and Chemical Toxicology, v. 52, p. 137-142,
2013.

FULDA, S. The mechanism of necroptosis in normal and cancer cells. v. 14, n. 11, p. 999-1004, 2013.
Taylor & Francis.

FUNARI, C. S.; FERRO, V. O. Anadlise de prépolis. Food Science and Technology, v. 26, n. 1, p. 171-
178, 2006. Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

GALLUZZI, L.; VITALE, I.; AARONSON, S. A.; et al. Molecular mechanisms of cell death:
recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Cell Death & Differentiation
v. 25, n. 3, p. 486-541, 2018. Nature Publishing Group.

GALLUZZI, L.; VITALE, I.; ABRAMS, J. M.; et al. Molecular definitions of cell death subroutines:
recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2012. Cell Death &
Differentiation, v. 19, n. 1, p. 107-120, 2011. Nature Publishing Group.

GERAUD, C.; KOCH, P. S.; DAMM, F.; SCHLEDZEWSKI, K.; GOERDT, S. The metastatic cycle: metastatic
niches and cancer cell dissemination. JDDG: Journal der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft,

v.12,n.11, p. 1012-1019, 2014. John Wiley & Sons, Ltd.

GEYER, F. C.; MARCHIO, C.; REIS-FILHO, J. S. The role of molecular analysis in breast cancer.
Pathology, v. 41, n. 1, p. 77-88, 2009. Taylor and Francis Ltd.

GONG, Y.; FAN, Z.; LUO, G.; et al. The role of necroptosis in cancer biology and therapy. Molecular
Cancer, v. 18,n. 1, p. 1-17, 2019. BioMed Central.

GOTTLIEB, R. A. Mitochondria: execution central. FEBS Letters, v. 482, n. 1-2, p. 6—-12, 2000. Elsevier.

GREAVES, M.; MALEY, C. C. Clonal evolution in cancer. Nature, v. 481, n. 7381, p. 306—313, 2012.
Nature Publishing Group.



114

GUAN, X. Cancer metastases: challenges and opportunities. Acta Pharmaceutica Sinica B, v. 5, n. 5,
p. 402-418, 2015. Elsevier.

HANAHAN, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery, v. 12, n. 1, p. 31-46, 2022.
American Association for Cancer Research.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The Hallmarks of Cancer. v. 100, n. 1, p. 57-70, 2000. Elsevier.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: the next generation. v. 144, n. 5, p. 646-674,
2011. Cell.

HECHT, F.; PESSOA, C. F.; GENTILE, L. B.; et al. The role of oxidative stress on breast cancer
development and therapy. Tumor Biology, v. 37, n. 4, p. 4281-4291, 2016. Springer.

HENGARTNER, M. O. The biochemistry of apoptosis. Nature v. 407, n. 6805, p. 770-776, 2000.
Nature Publishing Group.

HERZIG, M.; CHRISTOFORI, G. Recent advances in cancer research: mouse models of tumorigenesis.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, v. 1602, n. 2, p. 97-113, 2002. Elsevier.

HORVITZ, H. R. Genetic control of programmed cell death in the nematode Caenorhabditis elegans.
Cancer Research, v. 59, n. 7, p. 1-13, 1999. Springer, Boston, MA.

INCA - Instituto Nacional de Céancer. Disponivel em: <https://www.inca.gov.br/>. Acesso em:
28/10/2021.

INCA - Instituto Nacional de Cancer. Disponivel em: <https://www.inca.gov.br/>. Acesso em:
19/2/2022.

KARIMIAN, A.; AHMADI, Y.; YOUSEFI, B. Multiple functions of p21 in cell cycle, apoptosis and
transcriptional regulation after DNA damage. DNA Repair, v. 42, p. 63-71, 2016. Elsevier.

KHING, T. M.; CHOI, W. S.; KIM, D. M.; et al. The effect of paclitaxel on apoptosis, autophagy and
mitotic catastrophe in AGS cells. Scientific Reports, v. 11, n. 1, p. 1-19, 2021. Nature Publishing
Group.

KOBLINSKI, J. E.; KAPLAN-SINGER, B. R.; VANOSDOL, S. J.; et al. Endogenous osteonectin/sparc/bm-
40 expression inhibits mda-mb-231 breast cancer cell metastasis. Cancer Research, v. 65, n. 16, p.
7370-7377, 2005. American Association for Cancer Research.

KOFFLER, S.; MENEZES, C.; MENEZES, P. R.; et al. Temporal Variation in Honey Production by the
Stingless Bee Melipona subnitida (Hymenoptera: Apidae): Long-Term Management Reveals its
Potential as a Commercial Species in Northeastern Brazil. Journal of Economic Entomology, v. 108,
n. 3, p. 858-867, 2015. Oxford Academic.



115

KOLCH, W. Meaningful relationships: the regulation of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway by protein
interactions. Biochemical Journal, v. 351, n. 2, p. 289-305, 2000. Portland Press.

KREEGER, P. K.; LAUFFENBURGER, D. A. Cancer systems biology: a network modeling perspective.
Carcinogenesis, v. 31, n. 1, p. 2—-8, 2010. Oxford Academic.

KROEMER, G.; GALLUZZI, L.; VANDENABEELE, P.; et al. Classification of cell death: recommendations
of the Nomenclature Committee on Cell Death 2009. Cell Death & Differentiation, v. 16, n. 1, p. 3—
11, 2008. Nature Publishing Group.

KUMAR, V.; ABBAS, A. K.; FAUSTO, N.; MITCHELL, R. N. Robbins Patologia Humana. 9° edicdo ed.
2013.

KUROSAKA, K.; TAKAHASHI, M.; WATANABE, N.; KOBAYASHI, Y. Silent cleanup of very early apoptotic
cells by macrophages. The Journal of Immunology, v. 171, n. 9, p. 4672-4679, 2003. American
Association of Immunologists.

KUSTIAWAN, P. M.; LIRDPRAPAMONGKOL, K.; PALAGA, T.; et al. Molecular mechanism of cardol,
isolated from Trigona incisa stingless bee propolis, induced apoptosis in the SW620 human
colorectal cancer cell line. BMC Pharmacology and Toxicology, v. 18, n. 1, p. 1-10, 2017. BioMed
Central Ltd.

KUSTIAWAN, P. M.; PHUWAPRAISIRISAN, P.; PUTHONG, S.; et al. Propolis from the Stingless Bee
Trigona incisa from East Kalimantan, Indonesia, Induces In Vitro Cytotoxicity and Apoptosis in Cancer
Cell lines. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 16, n. 15, p. 6581-6589, 2015. Asian Pacific
Journal of Cancer Prevention.

LEAL-ESTEBAN, L. C.; FAJAS, L. Cell cycle regulators in cancer cell metabolism. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, v. 1866, n. 5, p. 165715, 2020. Elsevier.

LEMOS, B. E. M. Metastases na cavidade oral: estudo retrospectivo e andlise critica da literatura,
2016. Sao Paulo: Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes da Universidade de Sao Paulo.

LIAO, H. F.; CHEN, Y. Y.; LIU, J. J.; et al. inhibitory effect of caffeic acid phenethyl ester on
angiogenesis, tumor invasion, and metastasis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n.
27, p. 7907-7912, 2003. American Chemical Society .

LIM, S.; KALDIS, P. Cdks, cyclins and CKls: roles beyond cell cycle regulation. Development, v. 140, n.
15, p. 3079-3093, 2013. The Company of Biologists.

LIU, BONING; WU, X.; LIU, BIN; et al. MiR-26a enhances metastasis potential of lung cancer cells via
AKT pathway by targeting PTEN. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease,
v. 1822, n. 11, p. 1692-1704, 2012. Elsevier.

LIVINGSTON, D. M.; SHIVDASANI, R. Toward Mechanism-Based Cancer Care. JAMA, v. 285, n. 5, p.



116

588-593, 2001. American Medical Association.

LONGLEY, D. B.; HARKIN, D. P.; JOHNSTON, P. G. 5-Fluorouracil: mechanisms of action and clinical
strategies. Nature Reviews Cancer 2003 3:5, v. 3, n. 5, p. 330-338, 2003. Nature Publishing Group.

MACEDO, M.; TOSCANO, M.; NOBREGA, W.; et al. Precaucdes para linfedema em mulheres
acometidas por cancer de mama pds esvaziamento axilar: revisdo de escopo . Revista Enfermagem
UERIJ, 2020.

MANSOORI, B.; MOHAMMADI, A.; DAVUDIAN, S.; SHIRJANG, S.; BARADARAN, B. The Different
Mechanisms of Cancer Drug Resistance: A Brief Review. Advanced Pharmaceutical Bulletin, v. 7, n.
3, p. 339, 2017. Tabriz University of Medical Sciences.

MANSUR, A.; FAVARATO, D. Taxas de Mortalidade por Doencas Cardiovasculares e Cancer na
Populacdo Brasileira com Idade entre 35 e 74 Anos, 1996-2017. Arquivos Brasileiros de Cardiologia,
v. 117, n. 2, p. 329-340, 2021. Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC.

MARTINOTTI, S.; RANZATO, E. Propolis: a new frontier for wound healing? Burns and Trauma, v. 3,
n.1, p. 1-7, 2015. Oxford University Press.

MAURILLO, L.; DEL POETA, G.; VENDITTI, A.; et al. Quantitative analysis of Fas and bcl-2 expression
in hematopoietic precursors. Haematiologica, v. 86, n. 3, 2001.

MCGAHON, A. J.; MARTIN, S. J.; BISSONNETTE, R. P.; et al. Chapter 9 The End of the (Cell) Line:
Methods for the Study of Apoptosis in Vitro. Methods in Cell Biology, v. 46, n. C, p. 153-185, 1995.
Academic Press.

DE MENDONCA, I. C. G.; PORTO, I. C. C. DE M.; DO NASCIMENTO, T. G.; et al. Brazilian red propolis:
phytochemical screening, antioxidant activity and effect against cancer cells. BMC Complementary
and Alternative Medicine, v. 15, n. 1, p. 1-12, 2015. BioMed Central.

MINH, D.; PEREZ-LOSADA, J.; MAO, J. H.; BALMAIN, A. Crosstalk Between Pten and Ras Signaling
Pathways in Tumor Development. v. 4, n. 9, p. 1185-1188, 2005. Taylor & Francis.

Ministério da Saude. Disponivel em: <https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-
z/c/cancer>. Acesso em: 19/2/2022.

MIRYAN, M.; SOLEIMANI, D.; DEHGHANI, L.; et al. The effect of propolis supplementation on clinical
symptoms in patients with coronavirus (COVID-19): a structured summary of a study protocol for a
randomised controlled trial. Trials, v. 21, n. 1, p. 1-2, 2020. BioMed Central Ltd.

MIZUTANI, H.; TADA-OIKAWA, S.; HIRAKU, Y.; KOJIMA, M.; KAWANISHI, S. Mechanism of apoptosis
induced by doxorubicin through the generation of hydrogen peroxide. Life Sciences, v. 76, n. 13, p.
1439-1453, 2005. Pergamon.



117

MOHD-YAZID, N. A.; ZIN, N. B.; PAUZI, N.; MOHD, K. S. preliminary evaluation of antioxidant and
cytotoxic activity of ethanolic extract of stingless bees propolis from different localities. Journal Of
Agrobiotechnology, v. 9, n. 1, p. 132-141, 2018.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to proliferation
and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-63, 1983. Elsevier.

NEDELJIKOVIC, M.; DAMJANOVIC, A. Mechanisms of Chemotherapy Resistance in Triple-Negative
Breast Cancer-How We Can Rise to the Challenge., 2019.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs from 1981 to 2014. Journal
of Natural Products, v. 79, n. 3, p. 629-661, 2016. American Chemical Society.

NIKOLETOPOULOU, V.; MARKAKI, M.; PALIKARAS, K.; TAVERNARAKIS, N. Crosstalk between
apoptosis, necrosis and autophagy. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, v.
1833, n. 12, p. 3448—-3459, 2013.

O’REILLY, D.; SENDI, M. AL; KELLY, C. M. Overview of recent advances in metastatic triple negative
breast cancer Conflict-of-interest statement. World Journal of Clinical Oncology, v. 12, n. 3, p. 164—
182, 2021.

OBENG, S.; HIRANITA, T.; LEON, F.; MCMAHON, L. R.; MCCURDY, C. R. Novel Approaches, Drug
Candidates, and Targets in Pain Drug Discovery. Journal of Medicinal Chemistry, v. 64, n. 10, p.
6523-6548, 2021. American Chemical Society.

DE OLIVEIRA, P.; MOTA DE SOUZA LIMA, I.; MUNARI, C. C.; et al. Comparative evaluation of anti-
proliferative effects of brazilian green propolis, its main source baccharis dracunculifolia, and their
major constituents artepillin c and baccharin, 2014.

OROIAN, M.; URSACHI, F.; DRANCA, F. Influence of ultrasonic amplitude, temperature, time and
solvent concentration on bioactive compounds extraction from propolis. Ultrasonics
Sonochemistry, v. 64, p. 105021, 2020. Elsevier.

ORSOLIC, N.; CAR, N.; LISICIC, D.; et al. synergism between propolis and hyperthermal
intraperitoneal chemotherapy with cisplatin on ehrlich ascites tumor in mice. Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 102, n. 12, p. 4395-4405, 2013. John Wiley & Sons, Ltd.

ORSOLIC, N.; SKURIC, J.; CROSSED D SIGNIKIC, D.; STANIC, G. inhibitory effect of a propolis on di-n-
propyl disulfide or n-hexyl salycilate-induced skin irritation, oxidative stress and inflammatory
responses in mice. Fitoterapia, v. 93, p. 18-30, 2014. Elsevier.

ORSOLIC, N.; TERZIC, S.; MIHALIEVIC, Z.; SVER, L.; BASIC, I. effects of local administration of propolis
and its polyphenolic compounds on tumor formation and growth. Biological and Pharmaceutical
Bulletin, v. 28, n. 10, p. 1928-1933, 2005. The Pharmaceutical Society of Japan.



118

OTTO, T.; SICINSKI, P. Cell cycle proteins as promising targets in cancer therapy. Nature Reviews
Cancer 2017 17:2,v. 17, n. 2, p. 93—-115, 2017. Nature Publishing Group.

OZKOK, A.; KESKIN, M.; TANUGUR SAMANCI, A. E.; YORULMAZ ONDER, E.; TAKMA, C. Determination
of antioxidant activity and phenolic compounds for basic standardization of Turkish propolis.
Applied Biological Chemistry, v. 64, n. 1, p. 1-10, 2021. Springer Science and Business Media B.V.

PADMAVATHI, R.; SENTHILNATHAN, P.; CHODON, D.; SAKTHISEKARAN, D. Therapeutic effect of
paclitaxel and propolis on lipid peroxidation and antioxidant system in 7,12 dimethyl
benz(a)anthracene-induced breast cancer in female Sprague Dawley rats. Life Sciences, v. 78, n. 24,
p. 2820-2825, 2006. Pergamon.

PALUMBO, M. O.; KAVAN, P.; MILLER, W. H.; et al. Systemic cancer therapy: achievements and
challenges that lie ahead. Frontiers in Pharmacology, v. 4, p. 57, 2013. Frontiers.

PEREIRA, F. DE C. Mecanismo de morte celular induzida por complexos de ruténio Il e lll em
diferentes linhagens tumorais, 2014. Goiania: Universidade Federal de Goias.

PIREDDA, M.; FACCHINETTI, G.; BIAGIOLI, V.; et al. Propolis in the prevention of oral mucositis in
breast cancer patients receiving adjuvant chemotherapy: A pilot randomised controlled trial.
European Journal of Cancer Care, v. 26, n. 6, p. e12757, 2017. John Wiley & Sons, Ltd.

POLIVKA, J.; JANKU, F. Molecular targets for cancer therapy in the PI3K/AKT/mTOR pathway.
Pharmacology & Therapeutics, v. 142, n. 2, p. 164-175, 2014. Pergamon.

PRZYBYLEK, I.; KARPINSKI, T. M. Antibacterial properties of propolis. Molecules, v. 24, n. 11, p. 2047,
2019. Multidisciplinary Digital Publishing Institute.

QIN, A.; REDDY, H. G.; WEINBERG, F. D.; KALEMKERIAN, G. P. Cyclin-dependent kinase inhibitors for
the treatment of lung cancer. Expert Opinion on Pharmacotherapy, v. 21, n. 8, p. 941-952, 2020.
Taylor & Francis.

QUINTINO, R. L.; REIS, A. C.; FERNANDES, C. C.; et al. Brazilian Green Propolis: Chemical Composition
of Essential Qil and Their In Vitro Antioxidant, Antibacterial and Antiproliferative Activities. Brazilian
Archives of Biology and Technology, v. 63, p. 1-9, 2020. Instituto de Tecnologia do Parana - Tecpar.

ROBERTS, P. J.; DER, C. J. Targeting the Raf-MEK-ERK mitogen-activated protein kinase cascade for
the treatment of cancer. Oncogene, v. 26, n. 22, p. 3291-3310, 2007. Nature Publishing Group.

RODRIGUES, M.; SANTANA, W. C.; FREITAS, G. S.; SOARES, A. E. E. Flight a activity of Tetragona
clavipes (Fabricius, 1804) (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) at the Sdo Paulo University campus in
Ribeirdo Preto. Biosci. j. (Online), v. 23, n. 1, p. 118-124, 2007.

ROSKOSKI, R. Cyclin-dependent protein serine/threonine kinase inhibitors as anticancer drugs.
Pharmacological Research, v. 139, p. 471-488, 2019. Academic Press.



119

ROUIBAH, H.; KEBSA, W.; LAHOUEL, M.; et al. Algerian propolis potentiates doxorubicin mediated
anticancer effect against human pancreatic panc-1 cancer cell line through cell cycle arrest,
apoptosis induction and p-glycoprotein inhibition. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry, v.
18, p. 375387, 2018.

ROUIBAH, H.; KEBSA, W.; LAHOUEL, M.; et al. Algerian propolis: between protection of normal cells
and potentialisation of the anticancer effects of doxorubicin against breast cancer cells via P-
glycoprotein inhibition and cell cycle arrest in the S phase. Journal of physiology and pharmacology :
an official journal of the Polish Physiological Society, v. 72, n. 2, 2021. NLM (Medline).

ROZPEDEK, W.; PYTEL, D.; MUCHA, B.; LESZCZYNSKA, H. The role of the PERK/elF20/ATF4/CHOP
signaling pathway in tumor progression during endoplasmic reticulum stress. Current Molecular
Medicine, v. 16, n. 6, p. 533-544, 2016.

SAMENI, H. R.; YOSEFI, S.; ALIPOUR, M.; et al. Co-administration of 5-FU and propolis on AOM/DSS
induced colorectal cancer in BALB-c mice. Life Sciences, v. 276, p. 119390, 2021.

SANCHEZ-MARTINEZ, C.; LALLENA, M. J.; SANFELICIANO, S. G.; DE DIOS, A. Cyclin dependent kinase
(CDK) inhibitors as anticancer drugs: recent advances (2015-2019). Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, v. 29, n. 20, p. 126637, 2019. Pergamon.

SANTO, L.; SIU, K. T.; RAJE, N. Targeting cyclin-dependent kinases and cell cycle progression in human
cancers. Seminars in Oncology, v. 42, n. 6, p. 788—800, 2015. W.B. Saunders.

SANTOS, A. F.; SCHIEFER, E. M.; ATHERINO, M. C.; et al. Schiefer counter: An alternative method for
clonogenic assay evaluation. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods, v. 106, p.
106911, 2020. Elsevier.

SANTOS, C. F. DOS; RAGUSE-QUADRQOS, M.; RAMOS, J. D.; et al. Diversidade de abelhas sem ferrdao
e seu uso como recurso natural no Brasil: permissdes e restricdes legais consorciadas a politicas
publicas. Revista Brasileira de Meio Ambiente, v. 9, n. 2, p. 1-21, 2021.

SAVAGNER, P. The epithelial-mesenchymal transition (EMT) phenomenon. Annals of Oncology, v.
21, n. SUPPL. 7, p. vii89—vii92, 2010. Elsevier.

SBOC Diretrizes de tratamentos oncolégicos recomendados pela Sociedade Brasileira de Oncologia
Clinica Mama: doenca localizada adjuvancia. Comité de tumores mamadrios 2022a.

SBOC Diretrizes de tratamentos oncolégicos recomendados pela Sociedade Brasileira de Oncologia
Clinica Mama: doenca metastaticas. Comité de tumores mamarios 2022b.

SBOC Diretrizes de tratamentos oncolégicos recomendados pela Sociedade Brasileira de Oncologia
Clinica Mama: doenca localizada neoadjuvancia. Comité de tumores mamarios 2022c.

SCULLY, O. J.; BAY, B.-H.; YIP, G.; YU, Y. Breast cancer metastasis. Cancer Genomics & Proteomics,



120

v.9,n. 5, p.311-320, 2012.

SEPULVEDA, C.; NUNEZ, O.; TORRES, A.; GUZMAN, L.; WEHINGER, S. antitumor activity of propolis:
recent advances in cellular perspectives, animal models and possible applications. Food Reviews
International, v. 36, n. 5, p. 429-455, 2019. Taylor & Francis.

SFORCIN, J. M.; BANKOVA, V. Propolis: is there a potential for the development of new drugs?
Journal of Ethnopharmacology, v. 133, n. 2, p. 253-260, 2011. Elsevier.

SFORCIN, J. M.; CONTI, B. J.; SANTIAGO, K. B. Prépolis e geopropolis: uma heranga das abelhas.
Editora Unesp, v. 1, p. 65-68, 2017.

SILVA, A. O.; FELIPE, K. B.; VILLODRE, E. S.; LOPEZ, P. L. C.; LENZ, G. A guide for the analysis of long-
term population growth in cancer. Tumor Biology 2016 37:10, v. 37, n. 10, p. 13743-13749, 2016.
Springer.

SILVA NETO, C. DE M. A IMPORTANCIA DAS ABELHAS PARA A CULTURA DO TOMATEIRO , 2016.
Universidade Federal de Goias.

SIMPSON, P. T.; GALE, T.; FULFORD, L. G.; REIS-FILHO, J. S.; LAKHANI, S. R. Pathology of atypical
lobular hyperplasia and lobular carcinoma in situ. Breast Cancer Research, v. 5, n. 5, p. 258-262,
2003. BioMed Central.

SOTIRIOU, C.; PUSZTAI, L. Gene-expression signatures in breast cancer. The New England Journal of
Medicine, v. 360, n. 8, p. 790-800, 2009. New England Journal of Medicine (NEJM/MMS).

STEWART, B. W.; WILD, C. P. WORLD CANCER REPORT 2014 . 2014.

SUREK, M.; FACHI, M. M.; DE FATIMA COBRE, A.; et al. Chemical composition, cytotoxicity, and
antibacterial activity of propolis from Africanized honeybees and three different Meliponini species.
Journal of Ethnopharmacology, v. 269, p. 113662, 2021. Elsevier.

SUZUKI, I.; HAYASHI, I.; TAKAKI, T.; GROVEMAN, D. S.; FUJIMIYA, Y. Antitumor and anticytopenic
effects of aqueous extracts of propolis in combination with chemotherapeutic agents. Cancer
Biotherapy and Radiopharmaceuticals, v. 17, n. 5, p. 553-562, 2002. Mary Ann Liebert Inc.

TANG, D.; KANG, R.; BERGHE, T. VANDEN; VANDENABEELE, P.; KROEMER, G. The molecular
machinery of regulated cell death. Cell Research, v. 29, n. 5, p. 347-364, 2019. Cell Res.

TANIDA, S.; MIZOSHITA, T.; OZEKI, K.; et al. Mechanisms of cisplatin-induced apoptosis and of
cisplatin sensitivity: Potential of BIN1 to act as a potent predictor of cisplatin sensitivity in gastric
cancer treatment. International Journal of Surgical Oncology, v, 2012.

TAYMAZ-NIKEREL, H.; KARABEKMEZ, M. E.; ERASLAN, S.; KIRDAR, B. Doxorubicin induces an
extensive transcriptional and metabolic rewiring in yeast cells. Scientific Reports, v. 8, n. 1, p. 1-14,



121

2018. Nature Publishing Group.

UY, G. L.; COSTA, L. J.; HARI, P. N.; et al. Contribution of chemotherapy mobilization to disease
control in multiple myeloma treated with autologous hematopoietic cell transplantation. Bone
Marrow Transplantation, v. 50, n. 12, p. 1513-1518, 2015. Nature Publishing Group.

VILLAS-BOAS, J. Manual tecnolégico: mel de abelhas sem ferrdo. Abong, 2012. Instituto Sociedade,
Populacdo e Natureza.

VOGELSTEIN, B.; PAPADOPOULOS, N.; VELCULESCU, V. E.; et al. Cancer genome landscapes. Science,
v. 340, n. 6127, p. 1546—-1558, 2013. American Association for the Advancement of Science.

WADHWA, R.; NIGAM, N.; BHARGAVA, P.; et al. Molecular characterization and enhancement of
anticancer activity of caffeic acid phenethyl ester by y cyclodextrin. Journal of Cancer, v. 7, n. 13, p.
1755-1771, 2016. lvyspring International Publisher.

WANG, H. X.; TANG, C. Galangin suppresses human laryngeal carcinoma via modulation of caspase-
3 and AKT signaling pathways. Oncology Reports, v. 38, n. 2, p. 703-714, 2017. Spandidos
Publications.

WANG, H.; XIANG, D.; LIU, B.; et al. Inadequate DNA Damage Repair Promotes Mammary
Transdifferentiation, Leading to BRCA1 Breast Cancer. Cell, v. 178, n. 1, p. 135- 151.e19, 2019. Cell
Press.

WATANABE, M. A. E.; AMARANTE, M. K.; CONTI, B. J.; SFORCIN, J. M. Cytotoxic constituents of
propolis inducing anticancer effects: a review. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 63, n. 11,
p. 1378-1386, 2011. Oxford Academic.

WEBER, G. F. Why does cancer therapy lack effective anti-metastasis drugs? Cancer Letters, v. 328,
n. 2, p. 207-211, 2013. Elsevier.

WEIS, W. A.; RIPARI, N.; CONTE, F. L.; et al. An overview about apitherapy and its clinical applications.
Phytomedicine Plus, v. 2, n. 2, p. 100239, 2022. Elsevier.

WHO | World Health Organization. Disponivel em: <https://www.who.int/>. Acesso em: 19/2/2022.

WOLFGRAMM, E.; BIANCARDI GAVIOLI, C. F.; ENTRINGER, M. L.; et al. Histological profile and age at
diagnosis of breast and ovarian tumors: A register-based study in Espirito Santo, Brazil. Molecular
and Clinical Oncology, v. 1, n. 2, p. 353—358, 2013. Spandidos Publications.

WU, J.; OMENE, C.; KARKOSZKA, J.; et al. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), derived from a
honeybee product propolis, exhibits a diversity of anti-tumor effects in pre-clinical models of human
breast cancer. Cancer Letters, v. 308, n. 1, p. 43-53, 2011. Elsevier.

YAN, S.; TANG, Z.; CHEN, K.; et al. Long noncoding RNA MIR31HG inhibits hepatocellular carcinoma



122

proliferation and metastasis by sponging microRNA-575 to modulate ST7L expression. Journal of
Experimental and Clinical Cancer Research, v. 37, n. 1, p. 1-16, 2018. BioMed Central Ltd.

ZABAIOU, N.; FOUACHE, A.; TROUSSON, A.; et al. Biological properties of propolis extracts:
something new from an ancient product. Chemistry and Physics of Lipids, v. 207, p. 214-222,2017.
Elsevier.

ZACCARIA, V.; CURTI, V.; DI LORENZO, A.; et al. Effect of green and brown propolis extracts on the
expression levels of microRNAs, mRNAs and proteins, related to oxidative stress and inflammation.
Nutrients, v. 9, n. 10, p. 1090, 2017. Multidisciplinary Digital Publishing Institute.

ZHU, L.; CHEN, L. Progress in research on paclitaxel and tumor immunotherapy. Cellular and
Molecular Biology Letters, v. 24, n. 1, p. 1-11, 2019. Springer International Publishing.

ZINGUE, S.; MAXEINER, S.; RUTZ, J.; et al. Ethanol-extracted cameroonian propolis: antiproliferative
effects and potential mechanism of action in prostate cancer. Andrologia, v. 52, n. 9, p. e13698,
2020. John Wiley & Sons, Ltd.



