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Resumo

O melanoma é uma neoplasia com alta taxa de
agressividade e letalidade. Neste estudo,
investigamos os efeitos da Bacarina, isolada da
propolis verde, sobre o melanoma. A atividade
antitumoral foi avaliada através do tratamento em
camundongos com células B16F10. Como
resultado, a Bacarina reduziu a angiogénese e
alterou o nimero de macrofagos, sugerindo uma
acdo favordvel sobre a progressdo e
desenvolvimento tumoral.

Introducéo

Estima-se que, no Brasil, aproximadamente 33%
dos diagnosticos de cancer referem-se as
neoplasias de pele. Esse niumero corresponde a
180 mil novos casos registrados por ano (INCA,
2018). Nesse cenario, o tumor cutaneo de maior
relevancia é o melanoma, considerado o tipo com
pior prognéstico e mais agressivo (BONO et al.,
1999). Descrito em 1806 por René Laénnac, o
melanoma maligno cutaneo baseia-se na
transformagdo atipica dos melandcitos, células
produtoras de melanina presentes na camada
basal da epiderme, expandindo-se as camadas
profundas e superficiais (IRANZO et al., 2015). A
principio, a etiologia desse tipo de cancer esta
relacionada a fatores ambientais, genéticos e do
hospedeiro, como idade e pele clara (ABBAS e
KUMAR, 2010; TUCKER e GOLDSTEIN, 2003).
Ademais, este possui ampla capacidade de
produzir metastases linfaticas e hematdgenas,
responsaveis pelo alto grau de mortalidade
(IRANZO et al., 2015). Durante o ano de 2016,
ocorreram 1.773 O6bitos pela doenca no pais,
resultando em uma taxa de mortalidade ajustada
pela populagdo mundial de 0,66 por 100 mil
habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Além do elevado indice metastatico, o0 melanoma
possui alta agressividade em estagios mais
avancados, o que diminui a efetividade das
terapias atuais: remocao cirdrgica, radioterapia,
crioterapia e quimioterapia, empregadas de forma

isolada ou em combinagdo (BONO et al., 1999;
KUMAR et al., 2010; COUSSENS e WERSB,
2002). Nesse cenério, um dos principais aspectos
negativos da quimioterapia sdo seus graves
efeitos adversos e formacdo de resisténcia a
multiplas drogas (CHINEMBIRI et al., 2014).
Alinhadas a essas desvantagens, pesquisas
centradas na medicina alternativa oferecem um
grande potencial de inovagdo terapéutica. Em
suma, as plantas medicinais representam uma
fonte notavel de compostos para o tratamento de
diversas doengas (YANG et al., 2016). InUmeros
compostos fitoquimicos originados de plantas e
extratos naturais tém apresentado resultados
antitumorais relevantes, gerando um cenério
favordvel para o desenvolvimento de novas
terapias (CHINEMBIRI et al., 2014).

Conhecida popularmente como Alecrim do campo
e vassourinha, a planta Baccharis dracunculifolia,
nativa das regides brasileiras Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, serve de substrato para a
elaboracdo da prdpolis verde. A prépolis possui
inGmeras propriedades biolégicas e
farmacolégicas, sendo utilizada desde a
Antiguidade. No Brasil, é difundida na medicina
popular para o tratamento da tuberculose, Ulcera
duodenal, distarbios gastricos, febre e como
agente anestésico, anticancerigeno e
antimicrobiano (SALATINO et al., 2005). Apé6s a
descoberta da B. dracunculifolia como principal
fonte botanica da propolis verde, conforme
relatado no trabalho de Bankova et al. (1999),
muitas pesquisas continuam sendo realizadas,
demonstrando grande interesse por essa espécie
vegetal. Entre as propriedades estudadas,
destaca-se sua capacidade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, cicatrizante, anestésica, antiviral e
anticarcinogénica (PEREIRA-FILHO et al., 2014;
ALENCAR et al., 2005).

No campo da oncologia, pesquisas com esses
compostos apresentaram atividade farmacolégica
significativa frente a inimeros tipos de céancer
(PEREIRA-FILHO et al., 2014). A prépolis possui
notavel citotoxicidade para diversas células
tumorais, tais como células de fibrossarcoma
humano (HT-1080) e células de adenocarcinoma
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do pulmdo humano (A549) (BANSKOTA et al.,
2002). Na analise experimental de Akao et al.
(2003), os extratos Bacarina e Drupamina,
derivados do acido cinamico presente na prépolis
verde e B. dracunculifolia, apresentaram atividade
antitumoral in vitro sobre células de leucemia
mielocitica humana (HL60), possivelmente devido
a inducédo da apoptose.

Neste estudo, observamos uma modulagéo
significativa no nimero de células inflamatdrias
recrutadas para a regiao tumoral. Também houve
uma reducdo relevante na quantidade de vasos
sanguineos na é&rea neoplasica. Em sintese,
esses resultados indicam um  potencial
anticarcinogénico promissor a ser explorado para
0o desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais.

Objetivos

O presente estudo tem como objetivo geral a
avaliacdo da capacidade antitumoral presente no
composto ativo Bacarina, extraido da prépolis
verde, em resposta ao melanoma B16F10
induzido experimentalmente em camundongos.
Dentre o0s objetivos especificos, inclui-se a
avaliacdo do perfil histopatol6gico dos fragmentos
obtidos, observando as caracteristicas das lesfes
(tamanho e ulceracdes) e analise morfométrica
(quantificacdo de vasos sanguineos e
identificacdo de células inflamatdrias), bem como
a taxa de sobrevida dos camundongos durante a
realizag@o do experimento.

Métodos
Preparacdo do composto Bacarina

O composto isolado Bacarina foi cedido pela
Profa. Dra Vanessa Leiria Campo, em
colaboracdo com a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — FCFRP-USP.
A principio, para obten¢do do extrato, 1 kg de
prépolis verde (fornecida por Apis Flora Ltda)
foram congeladas, pulverizadas em moinho de
facas e subsequentemente submetidas a
maceracdo em solucdo hidroalcoolica 7:3,
seguida de percolagdo durante 3 dias, por trés
vezes consecutivas. A solucdo hidroalcodlica foi
filtrada e evaporada em rotaevaporador e
liofilizada. O extrato obtido foi posteriormente
submetido tanto a cromatografia liquida a vacuo
(CLV), quanto a cromatografia contracorrente de
alta velocidade (HSCCC - High Speed conter
current Chromatograhy). Fragfes obtidas foram
reunidas e purificadas em sistema preparativo
CLAE-UV (Shimadzu), com wuso de coluna
preparativa C8 (Shimadzu Shim-pack prep.-ODS)
e sistema de eluicdo por gradiente MeOH/agua,
fornecendo ao final cerca de 0,5 gramas de

Bacarina pura. O composto foi suspendido em
997 pL de PBS 1x (tampdo de solucdo salina
fosfato) e 3uL de DMSO (dimetilsulféxido) —
concentracao final de Img/mL.

Animais

Camundongos da linhagem Balb/C machos e
fémeas (6-8 semanas de idade) de
aproximadamente 20 gramas foram obtidos a
partir do biotério do Centro Universitario Barédo de
Maua (Sao Paulo, Brasil). Os animais utilizados
no experimento foram mantidos a 25 °C, com
ciclo claro/escuro de 12h/12h, com livre acesso a
agua e alimentos. Todos os experimentos foram
previamente aprovados e conduzidos de acordo
com o Comité de FEtica em Pesquisa e
Experimentagdo Animal do Centro Universitario
Bardo de Maué (processo 346/19).

Cultura de células

As células de melanoma da linhagem B16F10
foram cultivadas em meio de cultura e, uma vez
confluentes, exibindo uma fase de crescimento
exponencial, foram ajustadas para a
concentracao de 10° células/ml em solucéo salina
a 0,1% de meio DMEN incompleto (Dulbecco
moadification of Minimum Essential Media).

Ensaio Experimental

A priori, os animais (n=22) utilizados no
experimento foram divididos em quatro grupos.
Sendo estes:

-GRUPO 1 - Controle: recebeu apenas o veiculo
de diluicAo do composto (PBS v.0.)

-GRUPO 2 - PBS+Bacarina: Injecdo de PBS +
tratamento com o composto Bacarina v.o.
-GRUPO 3 - Melanoma: Injecdo de células
B16F10 + PBS v.o.

-Grupo 4 - Melanoma+Bacarina: Injecdo de
células B16F10 + tratamento com composto
Bacarina v.o.;

Em seguida, os camundongos tiveram sua regiao
dorsal tricomizada com auxilio de um barbeador
Panasonic  (aproximadamente 1,5 cm de
didmetro). No primeiro dia de experimento, os
camundongos pertencentes ao grupo Melanoma
(n=7) e Melanoma+Bacarina (n=6) foram
inoculados com células B16F10 em concentracdo
10° células/0,1 ml em solucdo tampdo salina
fosfato (PBS) a 0,9% na regido subcuténea
dorsal. Os grupos Controle (n=4) e Bacarina (n=5)
receberam solucdo tampéo salina fosfato (PBS) a
0,9% na regido subcutanea dorsal. Apds a
inoculacdo do tumor, o0s grupos tratados
Melanoma+Bacarina e Bacarina ingeriram via

gavagem o composto Bacarina (500 pg/kg v.o)

durante 26 dias. Os grupos Controle e Melanoma
receberam PBS (1 mL v.0.) contendo a mesma
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qguantidade de alcool presente na solugcdo do
composto, durante 26 dias, por meio de gavagem
(Figura 1). Durante a realizacdo do experimento,
a sobrevivéncia foi monitorada. Os animais ao
final do tratamento foram sacrificados apds 30
dias da inoculacdo do tumor em camara de COz2.

FIGURA 1 - Esquema representativo dos dias de
tratamento dos animais.
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Fonte: préprio autor.

Avaliacéo da leséo

Para medir as dimensdes do tumor (em mm3), foi
utilizado um paquimetro. Resumidamente, volume
do tumor = (comprimento x altura x largura) / 2.
Para isso, as medidas foram realizadas a cada 3
dias, durante todo o experimento.

Andlise histolégica e morfométrica

As amostras tumorais foram coletadas com tecido
adjacente para preservar 0 microambiente e
fixadas em uma solugcdo de formaldeido a 10%.
Em seguida, foram desidratadas com alcool
etilico em série crescente (70%, 80%, 90% e
100%). O processo de diafanizag&o utilizou como
reagente o Xilol. Blocos de parafina foram
preparados, seccionados (4 um) e corados com
hematoxilina e eosina (HE).

Para andlise morfométrica foi utilizado um
microscépio Nikon eclipse E200 acoplado a uma
camera de video (Tucsen USB 2.0 H Series). Os
vasos tumorais primarios foram quantificados em
ampliacdo de 40x em 15 campos aleatorios de
microscopia ndo coincidentes. As células
inflamatérias (Macrofagos e Neutrdfilos) foram
guantificadas em ampliacdo de 400x em 15
campos aleatérios de  microscopia néo
coincidentes. Para isso, foi utilizado o programa
ISC, Tucsen Photonics Co., Ldt.

Andlise estatistica

Para a realizagdo das andlises estatisticas dos
dados obtidos, utilizou-se o software GraphPad v
8.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os dados
foram expressos como média + erro padrdo da
média. A diferenca entre dois grupos foi avaliada
usando o teste t Student. Para comparacao de
Varios grupos, realizamos a andlise de variancia
unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste post-

hoc de Tukey. Valores de p <0,05 foram
considerados significativos.

Resultados e discussao

Por meio deste estudo, analisamos a progressao
de células de melanoma B1610 em camundongos
e como a administracdo via oral de Bacarina
influenciou o desenvolvimento de fatores
envolvidos no microambiente tumoral. O modelo
de inducdo neoplasico com células B16F10 em
camundongos €& amplamente utilizado. A
transformacéo de melandcitos normais em células
neoplasicas ocorre pela acdo de um retrovirus
derivado de B16 (LI et al., 1998). A linhagem F10
do melanoma B16 possui grande potencial
metastatico e alta agressividade (SILVA et al.,
2013).

Atualmente, nosso grupo de pesquisas vem
demonstrando evidéncias promissoras acerca das
propriedades terapéuticas de extratos naturais.
Nascimento et al. (2019) observaram resultados
favoraveis em modelo experimental de inflamacao
aguda e progressdo tumoral com o extrato da
planta Arctium lappa. Segundo Garcia et al.
(2020, no prelo), o extrato hidroalcodlico de
Lobelia inflata contém compostos com atividade
antitumoral significativa contra o melanoma.

A respeito da atividade contra células tumorais do
extrato da B. dracucunlifolia, diversos estudos
apontam evidéncias promissoras. Um dos
compostos constituintes mais investigados em
relacdo a sua atividade antitumoral € o cafeato de
feniletino, entretanto, outros compostos fendlicos
e diterpenoides também apresentam atividade
(BANSKOTA et al., 2001). Para Akao et al.
(2003), os derivados do &cido cinamico da
prépolis verde e B. dracucunlifolia, como a
Bacarina e Drupanina possivelmente induzem a
apoptose sobre células de leucemia mielocitica
humana (HL60).

Crescimento tumoral e monitoramento dos
camundongos

Os camundongos da linhagem Balb/C tiveram o
crescimento tumoral monitorado por 28 dias ap0ds
a injecdo das células B16F10. Nesse periodo, 6
medicSes acerca do volume (mms3) foram obtidas
através da utilizacdo de um paquimetro. Ao final
do experimento, as regides que apresentaram
crescimento tumoral e acumulo de melanina
foram extraidas e analisadas (Figura 2). No
entanto, os valores ndo apresentaram diferenca
entre médias do teste ANOVA e Turkey de
multiplas comparacdes. Em relagdo a taxa de
sobrevida dos animais, n&do houve diferenca
significativa durante a realizagdo do experimento
entre os grupos, tendo em vista que ndo houve
mortes em nenhum grupo no periodo.
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Figura 2 - Figura representativa da anélise do
tamanho do tumor. A) Lesédo tumoral de animal do
grupo néo tratado (Melanoma); B)Les&o tumoral em
animal tratado com Bacarina (Melanoma+Bacarina)

Fonte: proprio autor.

Andlise da Bacarina sobre vasos sanguineos

7

A angiogénese é a formacdo de novos vasos
sanguineos. Embora seja um processo normal de
crescimento e cura, também esta ligada ao
desenvolvimento de inUmeras doencas, incluindo
o cancer. Com isso, constitui-se como um passo
importante para a progresséao e invasao do tumor,
possibilitando que as células cancerigenas se
estabelecam no sitio-alvo e mantenham um
crescimento continuo (POLLARD, 2008). Esse
processo € promovido pela expressdo aprimorada
de fatores endbégenos angiogénicos, como
Interleucina-8 (IL-8) e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), que levam a um
maior aumento na formacgdo de vasos (RISAU,
1997). As células de melanoma produzem
citocinas e fatores de crescimento, alguns dos
qguais possuem atividade angiogénica potente
(ESQUIVEL-VELAZQUEZ et al., 2015). Tendo
isso em vista, a capacidade invasiva €
assegurada por nutrientes, remocdo de
citotoxinas e oxigénio (POLLARD, 2008).

Em relacdo aos animais pertencentes ao grupo
Melanoma, & média de vasos por campo (4,8 +
0,347) observada através da microscopia Optica
foi maior quando comparada aos animais do
grupo Melanoma+Bacarina (3,1 + 0,347). Com
isso, houve uma diferenga significante entre a
formacdo de vasos dos grupos, evidenciando um
impacto do tratamento com Bacarina sobre a
angiogénese tumoral (Figura 3).

Figura 3 - Figura representativa da andlise
gquantitativa de vasos sanguineos. A Bacarina reduz
a quantidade de vasos sanguineos da regido
tumoral. Comparacdo entre o grupo Melanoma
(n=7) que ingeriu apenas PBS (1 mL v.0.),
substancia veiculo de diluicdo do composto, e o
grupo Melanoma+Bacarina (n=6) que recebeu
tratamento com o composto Bacarina (500 ug/Kg
v.0.) durante 26 dias. *As diferencas foram
consideradas significativas com p<0,0001 de

acordo com teste t Student e ANOVA. Abaixo,
imagem representativa do corte histolégico de
vasos sanguineos em aumento de 200x.
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Fonte: proprio autor.

Analise da Bacarina sob o0 processo
inflamatorio

A inflamacdo é um processo envolvido na
patogénese e progressdo de diversas doencas.
Habitualmente, a reacgdo inflamatéria busca
restaurar a homeostase afetada por uma leséo ou
infeccdo. No desenvolvimento tumoral, o
processo imune é um componente fundamental
(MEDZHITOV, 2008). Portanto, buscamos
determinar a quantidade de células inflamatérias
presentes no fragmento cutaneo da leséo.

As células tumorais induziram um aumento
expressivo na quantidade de neutrdfilos
recrutados para a regido observada nos campos
de microscopia 6ptica dos fragmentos
histologicos (Figura 4). Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos Melanoma
(26,3 + 0,57) e os animais pertencentes ao grupo
Melanoma+Bacarina (24,9 + 0,57) (Figura 4).

Figura 4 - Figura representativa da analise
quantitativa de neutréfilos. O tumor induz um
aumento de neutrofilos. Comparacdo entre os
grupos Controle (n=4), Melanoma (n=7) que
ingeriram apenas PBS (1 mL v.0.), substancia
veiculo de diluicdo do composto, e 0s grupos
Bacarina (n=5) e Melanoma+Bacarina (n=6) que
receberam tratamento com o composto Bacarina
(500 pg/Kg v.0.) durante 26 dias. Abaixo, imagem
representativa do corte histoldgico de neutrdfilos
em aumento de 200x.
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Os oxidantes podem causar danos teciduais
associados a inflamacdo. No entanto, sua
producdo €& um importante mecanismo da
resposta imune, pois conferem uma via
microbicida dos macréfagos. Com base nessa
informacéo, achados sugerem fortemente a agéo
ativadora do extrato e compostos isolados de B.
Dracunculifolia e propolis verde sobre macréfagos
e sua consequente liberacdo de H202 (MISSIMA
et al, 2007). Quando ativados por uma
combinagdo de fatores, a exemplo alteracdes
metabdlicas e citocinas, os macréfagos podem
matar células tumorais especificas. Em certas
circunstancias, macréfagos podem apresentar
antigenos associados a tumor (AAT) nas células
T e estimular a resposta imunitaria especifica do
tumor. AAT sdo porgbes de moléculas
intracelulares expressas na superficie celular
como parte do complexo de histocompatibilidade
principal (CHP) (SNYDER et al., 2014). Em
Nnosso experimento, observamos que a média de
macréfagos observadas por campo no grupo
melanoma (2,42 + 0,39) foi consideravelmente
menor em relacdo ao grupo Melanoma-+Bacarina
(3,59 + 0,39). Nesse sentido, o tratamento com o
composto Bacarina esta provavelmente
associado ao aumento dessas células
inflamatdrias no sitio tumoral (Figura 5).

Figura 5 - Figura representativa da anadlise
quantitativa de macr6fagos do tumor. A Bacarina
eleva a quantidade de Macr6fagos recrutados para
a regido tumoral. Comparagdo entre o grupo
Melanoma (n=7) que ingeriu apenas PBS (1 mL
v.0.), substancia veiculo de diluicdo do composto,

e 0 grupo Melanoma+Bacarina (n=6) que recebeu
tratamento com o composto Bacarina (500 pg/Kg
v.0.) durante 26 dias. #As diferencas foram
consideradas significativas com p<«0,05 de acordo
com o teste t de student e teste ANOVA. Abaixo,
figura representativa do corte histolégico de
macréfagos, em aumento de 200x.
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Conclusdes

O tratamento para o melanoma maligno cutaneo
é extremamente desafiador. Neste estudo,
confirmamos que a Bacarina, substancia isolada
extraida da propolis verde, apresenta acgéo
robusta sobre determinados fatores que
contribuem para o crescimento e progressao
tumoral, como a angiogénese e atividade
modulatoria sobre macréfagos. Vale ressaltar que
fornecemos uma evidéncia a cerca de sua
atividade em camundongos. No entanto, estudos
futuros sdo necessarios para delimitar seu efeito
terapéutico a partir da compreensdo de seu
mecanismo de agéo.
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