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Resumo

O melanoma é um tumor maligno agressivo
considerado a neoplasia cutdnea mais importante.
Neste estudo, investigamos 0 comportamento
tumoral do melanoma sob tratamento com o
composto Artepelina C, em camundongos
inoculados com células B16F10. Foi evidenciado
gue o composto ndo apresentou eficdcia na
reducdo da angiogénese, inflamacdo e
crescimento tumoral no melanoma.

Introducéo

O melanoma é um tumor maligno agressivo
considerado a neoplasia cutdnea mais importante,
sendo responsavel pela maior causa de morte,
representando 79% das mortes por cancer de pele
e 0,7% de todas as mortes por cancer (DIMATOS
et al., 2009; SCHADENDORF et al., 2018). Um
paciente que morre por melanoma, perde em
média 20 anos de vida potencial, além disso, nos
Estados Unidos os custos para o tratamento do
melanoma sdo de aproximadamente US$ 3,3
bilhdes por ano (GUY et al., 2015), sendo assim o
cancer é atualmente considerado um dos
principais problemas de salde publica do mundo
(INCA, 2020).

O melanoma é derivado dos melandcitos, que
estéo localizados na porgéo basal da epiderme e
sdo responsaveis pela producdo do pigmento
melanina (DAVIS et al., 2019). Quando expostos a
radiacdo ultravioleta, ocorre um acimulo de
mutacdes genéticas que ativam oncogenes e
inativam genes supressores de tumor, dificultando
e prejudicando o reparo do DNA (LINARES et al.,
2015). Com o aumento da incidéncia de melanoma
nas Ultimas décadas, o diagnéstico precoce é
importante, tendo em vista que quando
diagnosticado precocemente tem excelente
sobrevida a longo prazo (INCA, 2020). No entanto,
0 melanoma apresenta disseminagdo linfatica
muito precoce ao longo de sua evolucéo, sendo 0s
linfonodos regionais o local mais frequente de
metastases. Quando ocorrem, a presenca de
metastases piora muito o progndstico do paciente,
agueles com metastases a distancia apresentam
sobrevida de 6 meses e o tratamento paliativo

(quimioterapia e radioterapia) para doenca
disseminada ndo aumenta a sobrevida (DIMATOS
et al., 2009). No estagio |, cujo tratamento padréo
ouro € a excisdo cirdrgica, tem sobrevida em 5
anos de 98%, enquanto na fase Ill essa sobrevida
ja esta diminuida para 68%, necessitando de
tratamento adjuvante posterior (SPAGNOLO et al.,
2019).

Caracteristicamente resistentes a quimioterapia e
radioterapia convencional (FISCHER et al., 2017),
as opc¢Oes terapéuticas sdo limitadas hd muitos
anos, fazendo com que varias terapias nos ultimos
trinta anos sejam testadas (RODRIGUES, 2021).
Atualmente, varios medicamentos que vém sendo
utilizados na quimioterapia estdo partindo de um
protétipo natural. Os fitoterapicos tém se mostrado
mais Uteis no tratamento de determinadas
patologias cronicas em relacdo a medicina
moderna, apresentando menos efeitos colaterais e
sendo mais econdmicos (ALVAREZ, 2005). Entre
0s motivos apresentados pelos pacientes que
defendem o uso de fitoterapicos e plantas
medicinais estdo a terapia do céncer, diminuicao
dos efeitos colaterais, melhoria do bem-estar e
gualidade de vida, estimulantes do sistema
imunolégico e administragcdo no cuidado da
doenca (VERHOEF et al. 2018).

Artepelina C € um composto fendlico prenilado
presente em grandes quantidades na propolis
verde. Devido a estrutura quimica de seus
compostos, possui diversas atividades bioldgicas,
algumas ja descritas na literatura como: atividade
citotéxica contra linhagem de células tumorais,
anti-inflamatoéria, gastroprotetora, antiparasitaria e
antidiabética (ARRUDA, 2019; BERRETTA et al.,
2017). Com a descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos eficazes para o0 melanoma e as
diferentes atividades biolégicas, incluindo seu
potencial antitumoral, j& observados a partir do
Artepelina C, ficando evidente a relevancia da
pesquisa desse composto para uma hova opcao
terapéutica contra o melanoma. No presente
experimento, analisamos 0 comportamento
tumoral do melanoma sob tratamento com o
composto Artepelina C, extraido da prépolis verde,
em camundongos inoculados com células B16F10.
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Métodos
Preparacdo do composto Artepelina C

O composto isolado Artepelina C foi cedido pela
Profa. Dra Vanessa Leiria Campo, em colaboracéo
com a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — FCFRP-USP. A principio, para
obtencdo do extrato, 1 kg de prépolis verde
(fornecida por Apis Flora Ltda) foram congeladas,
pulverizadas em moinho de facas e
subsequentemente submetidas a maceragdo em
solugéo hidroalcéolica 7:3, seguida de percolacéo
durante 3 dias, por trés vezes consecutivas. A
solucao hidroalcodlica foi filtrada e evaporada em
rotaevaporador e liofilizada. O extrato obtido foi
posteriormente submetido tanto a cromatografia
liguida a vacuo (CLV), quanto a cromatografia
contracorrente de alta velocidade (HSCCC — High
Speed conter current Chromatograhy). Fracdes
obtidas foram reunidas e purificadas em sistema
preparativo CLAE-UV (Shimadzu), com uso 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 Artepelina C. pura. O composto foi
suspendido em 997 pL de PBS (Tampéao salina
fosfato) 1x 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 Baréo de
Maua (Séo 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 Comitt de Etica em Pesquisa e
Experimentacdo Animal do Centro Universitario
Bardo de Maué (processo 434/21).

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 concentragdo
de 108 células/ml em solucdo salina a 0,1% de
meio DMEN incompleto (Dulbecco modification of
Minimum Essential Media). Ensaio Experimental A
priori, 0s animais (n=22) utilizados no experimento
foram divididos em quatro grupos. Sendo estes:

-GRUPO 1 - Controle: recebeu apenas o veiculo
de diluicdo do composto (PBS v.o (via oral))

-GRUPO 2 - PBS+Artepelina C: Injecdo de PBS +
tratamento com o composto Artepelina C, v.o.

-GRUPO 3 - Melanoma: Injecéo de células B16F10
+ PBS v.o0.
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-GRUPO 4 - Melanoma+Artepelina C: Injecdo de
células B16F10 + tratamento com composto
Artepelina C 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+Artepelina C (n=6) foram
inoculados com células B16F10 em concentracao
106 células/0,1 ml em solugdo tampado salina
fosfato (PBS) a 0,9% na regido subcutanea dorsal.
Os grupos Controle (n=4) e Artepelina C (n=5)
receberam solucdo PBS a 0,9% na regido
subcutanea dorsal. Ap6s a inoculagao do tumor, os
grupos tratados Melanoma+Artepelina C e
Artepelina C ingeriram via gavagem o composto
Artepelina C. (500 pg/kg v.0) durante 28 dias. Os
grupos Controle e Melanoma receberam PBS (1
mL v.0) contendo a mesma quantidade de alcool
presente na solucdo do composto, durante 28 dias,
por meio de gavagem. Durante a realizagdo do
experimento, a sobrevivéncia foi monitorada. Os
animais ao final do tratamento foram sacrificados
apo6s 30 dias da inoculagdo do tumor em camara

de COa.
Avaliacdo da lesao

Para medir as dimensdes do tumor (em mms3), 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.

Anadlise histolégica e morfométrica

As amostras tumorais foram coletadas com tecido
adjacente para preservar o microambiente e
fixadas em uma solucdo de formaldeido a 10%.
Em seguida, foram desidratadas com alcool etilico
em série crescente (70%, 80%, 90% e 100%). O
processo de diafanizagéo utilizou como reagente o
Xilol. Blocos de parafina foram preparados,
seccionados (4 um) e corados com hematoxilina e
eosina (HE). Para analise 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
guantificados em ampliacdo de 40x em 15 campos
aleatérios de microscopia nao coincidentes. As
células inflamatorias (Macrofagos e Neutrdfilos)
foram quantificadas em ampliacdo de 400x em 15
campos aleatérios de microscopia nao
coincidentes. Para isso, foi utilizado o programa
ISC, Tucsen Photonics Co., Ldt.

Andlise estatistica

Para a realizagdo das analises 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
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média. A diferenca entre dois grupos foi avaliada
usando o teste t Student. Para comparacdo de
varios grupos, realizamos a analise de variancia
unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste post
hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

Resultados e Discusséao

A propolis € uma substancia integrada pelas
abelhas a partir de resina coletada de arvores e
arbustos, combinada com cera e enzimas
salivares (PIETTA et al., 2002). Dependendo das
plantas das quais a resina foi coletada, a prépolis
pode apresentar caracteristicas diferentes, ou
seja, sua composicdo est4d intimamente
relacionada a flora de cada regido geogréfica. A
propolis verde é proveniente do sudeste do Brasil,
e a Artepelina C é um composto fendlico prenilado
presente em grandes quantidades na mesma
(COSTA et al, 2018; COSTA et al., 2019;
BARRETA et al., 2017). Devido as suas diversas
atividades biolégicas demonstradas na literatura
como anti-inflamatéria, antigenotéxica e citotéxica
contra células tumorais (ARRUDA, 2019). Neste
estudo, analisamos o desenvolvimento tumoral
induzido pelas células de melanoma B16F10 e a
Artepelina C que é um composto presente na
prépolis verde, em relacdo aos seus efeitos na
proliferacdo, angiogénese e inflamacdo no
processo tumoral, através da inducdo do
melanoma B16F10 em camundongos, e posterior
tratamento com Artepelina C por 28 dias.

Figura 1 - llustracdo representativa dos dias de
tratamento dos animais
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Fonte —imagem de autoria prépria
Crescimento tumoral

No experimento apds a injecdo de células de
melanoma B16F10, os camundongos foram
monitorados por 28 dias. Durante este periodo,
foram obtidas 9 medi¢des do tamanho do tumor e
9 medicbes dos seus pesos. Ao final do
experimento, as regides onde houve crescimento
tumoral foram extraidas para analise. No grupo
tumor + Artepelina C, houve diferenca significativa

em relacdo ao grupo tumor em relacdo ao
crescimento tumoral, com o maior crescimento
neste grupo mostrando que o composto ndo foi
capaz de controlar o desenvolvimento tumoral e
pode ter contribuido para o seu aumento.

Figura 2 - Figura representativa da andlise do
crescimento tumoral. A) Grafico evidenciando
diferenca do ganho de peso dos animais em que foi
inoculado tumor, mostrando maior ganho de peso
devido ao maior crescimento tumoral nos animais
tratados com a Artepelina C do que no grupo nao
tratado; B) Grafico demonstrando diferengca de
volume tumoral, sendo maior o volume tumoral nos
animais tratados com a Artepelina C do que no
grupo dos ndo tratados.
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Fonte —imagem de autoria propria

Efeito da Artepelina C sobre as células
mitéticas

Sabe-se que para uma célula evoluir do seu estado
normal para assumir as caracteristicas de uma
célula neoplasica, & necessdria uma série de
mutacdes, envolvendo genes cuja agdo esta
relacionada ao controle do ciclo celular. Se esta
mutacdo ocorrer em o0ncogenes oOu genes
supressores de tumor, o resultado sera a obtencao
de uma célula com ganho proliferativo (maior
namero de mitoses). Considerando que as mitoses
sdo fundamentais para o desenvolvimento do
tumor, o nimero de mitoses que ocorreram no
grupo tumor + Artepelina C e no grupo tumor foram
analisados comparativamente. Para esta analise,
a mitose foi quantificada por microscopia em 15
campos e em conseguinte com base nesta
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guantificac@o foram geradas as estatisticas. Em
relagdo a atividade mitdtica, houve diferenca
significativa entre os grupos com p < 0,05
(p=0,0416) de acordo com o teste t de Student e
ANOVA, com maior nimero de mitoses no grupo
sem tratamento com composto (0,5771 + 0,2812).
No entanto, durante a andlise das laminas, devido
ao grupo tumor + Artepelina C, apresentar mais
areas de necrose e pigmento melanina, pode ter
sido prejudicada a quantificacéo real do nimero de
mitoses presentes nas laminas deste grupo.

Figura 3 - Fotografia representativa das células
mitdticas, imagem A representando grupo
Melanoma (grupo 3) e imagem B grupo Melanoma +
Artepelina C (grupo 4) (setas).
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Fonte —imagem de autoria prépria

Efeitos da Artepelina C sobre a angiogénese
tumoral

Mesmo que uma célula tenha um ganho
proliferativo, isso por si s6 ndo é suficiente para
gue a célula sobreviva e dé origem a um tumor,
para isso é necessario que haja também um
suprimento sanguineo, sendo iniciado assim a
nivel tumoral a formacéo de novos vasos, 0 que
denominamos angiogénese. Em nosso estudo,
guantificamos o nimero de vasos por microscopia
Optica. Observou-se que o nimero de vasos foi
maior no grupo tumor + Artepelina C em relacé@o
ao grupo tumor (3.357 = 1.066), havendo diferenca
significativa de acordo com o teste t de Student e
ANOVA com p< 0,05. Isso pode sugerir que a
Artepelina C estimula a angiogénese.

Figura 4 - Grafico representativo da analise
comparativa da angiogénese no grupo melanoma
em relagdo ao grupo melanoma + Artepelina C. Foi
evidenciado que houve uma diferenca significativa
entre os grupos, sendo maior o numero de vasos no
grupo tratado. (*) p <0,05.
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Fonte — imagem de autoria prépria

Figura 5 - Imagem representativa da andlise da
angiogénese dos grupos melanoma e melanoma +
Artepelina C. Na imagem A representando o grupo
melanoma (grupo 3) e a imagem B representando o
grupo melanoma + Artepelina C (grupo 4), é possivel
perceber maior nimero de vasos no grupo 4 em
relacdo ao 3 (setas).

Fonte —imagem de autoria prépria

Efeitos da Artepelina C na inflamagéo nas
células tumorais

O tumor prejudica as células imunes presentes ao
redor da lesdo, levando ao enfraguecimento e
desarmamento dessas. Isto € feito por meio da
superproducao de fatores inflamatérios que visam
desorientar as células de defesa, assim os
glébulos brancos e as células natural killer (NK)
sdo neutralizadas, parando de lutar contra o tumor.
Quanto mais o tumor cresce, mais ele induz a
inflamagdo, que por sua vez estimula o
crescimento. Assim, para nosso estudo, foi
quantificado o nimero de neutréfilos e macrofagos
presentes na amostra de tecido tumoral de
camundongos. Ao comparar 0s grupos Tumor +
Artepelina C e Tumor, ndo houve diferenca
significativa no recrutamento de células
inflamatorias. Isso sugere que 0 composto
Artepelina C n&o conseguiu reduzir a inflamacéo.

Figura 6 - Grafico representativo da analise da
inflamacé&o nas células tumorais, evidenciando pela
contagem de neutréfilos que ndo houve diferenca
significativa entre o grupo tratado e o néo tratado.
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Fonte — imagem de autoria prépria

Efeitos da Artepelina C na inflamag&o no
sangue
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Como esperado, a analise de neutréfilos e
macrofagos no sangue mostrou um maior nimero
destes no sangue de animais injetados com
melanoma. Porém, diferentemente do que
esperavamos, nao houve diferenca
estatisticamente significativa ao comparar o grupo
melanoma com o grupo melanoma + Artepelina C,
evidenciando que o composto ndo foi capaz de
reduzir a inflamacéo.

Figura 7 - Gréafico representativo da analise da
inflamacdo no sangue, para esta analise foram
quantificados os neutréfilos (mostrados no grafico
A) e os macréfagos (grafico B) no sangue. Foi
possivel observar que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos.
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Fonte —imagem de autoria prépria

Sabe-se que um dos efeitos positivos a serem
considerados em uma terapia antineoplasica € o
seu potencial pré-apoptético (REED, 2000). A
prépolis verde leva a apoptose pela via intrinseca
pela liberacdo do citocromo C da mitocéndria para
0 citosol, pela cascata das caspases e ativagado
das proteinas pro-apoptéticas: Bax, Bad, p53 e
p21 (SAWICKA et al.,, 2012). No entanto, de
acordo com Sawicka (2012), o mecanismo de
apoptose induzida pela prépolis depende do tipo
de compostos e da concentracdo do extrato. Além
disso, estudos in vitro mostraram que existem
diferentes sensibilidades a extratos em células
tumorais associadas a acdo apoptética
(ORSOLIC, 2003). Segundo Machado et al.
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(2012), as atividades dos compostos da propolis
dependem e variam de acordo com a interacéo
entre 0s compostos, a concentracdo de cada um,
sendo a explicac@o para os diferentes resultados
encontrados em cada pesquisa. Nosso grupo de
estudo, em pesquisas anteriores ao estudar outros
compostos presentes na propolis verde como
acido p-cumaérico e bacarina, demonstraram efeito
antitumoral contra o melanoma B16F10
(GASTALDELLO et al, 2021). Portanto,
esperavamos encontrar resultados semelhantes
com o Artepelina C. Mesmo com outros estudos
indicando um possivel efeito benéfico deste
composto contra tumores, nossos resultados
indicaram uma ineficacia e até um fator agravante

no processo tumoral, portanto, mais estudos sao
necessarios para analisar sua eficdcia e suas
variaveis que podem interferir em seu efeito
antitumoral, como concentracdo, tipo de célula
tumoral, biodisponibilidade e interagdo com outros
compostos precisam ser melhor estabelecidos.

Conclusao

O presente estudo concluiu que a Artepelina C,
substancia isolada extraida da propolis verde
brasileira, nesta concentracdo ndo foi capaz de
reduzir a angiogénese, inflamagéo e crescimento
tumoral no melanoma B16F10. No entanto, sé@o
necessarios mais estudos para evidenciar o real
efeito da Artepelina C no cancer, para averiguar se
seu efeito é dependente de sua dose,
biodisponibilidade, tipo de célula tumoral avaliada
Oou mistura com outros compostos de prépolis
concomitante.
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