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Resumo 

O melanoma é um tumor maligno agressivo 
considerado a neoplasia cutânea mais importante. 
Neste estudo, investigamos o comportamento 
tumoral do melanoma sob tratamento com o 
composto Artepelina C, em camundongos 
inoculados com células B16F10. Foi evidenciado 
que o composto não apresentou eficácia na 
redução da angiogênese, inflamação e 
crescimento tumoral no melanoma.  

Introdução 

O melanoma é um tumor maligno agressivo 
considerado a neoplasia cutânea mais importante, 
sendo responsável pela maior causa de morte, 
representando 79% das mortes por câncer de pele 
e 0,7% de todas as mortes por câncer (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 são de aproximadamente US$ 3,3 
bilhões por ano (GUY et al., 2015), sendo assim o 
câncer é atualmente considerado um dos 
principais problemas de saúde pública do mundo 
(INCA, 2020). 

O melanoma é derivado dos melanócitos, que 
estão localizados na porção basal da epiderme e 
são responsáveis pela produção do pigmento 
melanina (DAVIS et al., 2019). Quando expostos à 
radiação ultravioleta, ocorre um acúmulo de 
mutações 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 incidência de melanoma 
nas últimas décadas, o diagnóstico precoce é 
importante, tendo em vista que quando 
diagnosticado precocemente tem excelente 
sobrevida a longo prazo (INCA, 2020). No entanto, 
o melanoma apresenta disseminação linfática 
muito precoce ao longo de sua evolução, sendo os 
linfonodos regionais o local mais frequente de 
metástases. Quando ocorrem, a presença de 
metástases piora muito o prognóstico do paciente, 
aqueles com metástases à distância apresentam 
sobrevida de 6 meses e o tratamento paliativo 

(quimioterapia e radioterapia) para doença 
disseminada não aumenta a sobrevida (DIMATOS 
et al., 2009). No estágio I, cujo tratamento padrão 
ouro é a excisão cirúrgica, tem sobrevida em 5 
anos de 98%, enquanto na fase III essa sobrevida 
já está diminuída para 68%, necessitando de 
tratamento adjuvante posterior (SPAGNOLO et al., 
2019). 

Caracteristicamente resistentes à quimioterapia e 
radioterapia convencional (FISCHER et al., 2017), 
as opções terapêuticas são limitadas há muitos 
anos, fazendo com que várias terapias nos últimos 
trinta anos sejam testadas (RODRIGUES, 2021). 
Atualmente, vários medicamentos que vêm sendo 
utilizados na quimioterapia estão partindo de um 
protótipo natural. Os fitoterápicos têm se mostrado 
mais úteis no tratamento de determinadas 
patologias crônicas em relação à medicina 
moderna, apresentando menos efeitos colaterais e 
sendo mais econômicos (ÁLVAREZ, 2005). Entre 
os motivos apresentados pelos pacientes que 
defendem o uso de fitoterápicos e plantas 
medicinais estão a terapia do câncer, diminuição 
dos efeitos colaterais, melhoria do bem-estar e 
qualidade de vida, estimulantes do sistema 
imunológico e administração no cuidado da 
doença (VERHOEF et al. 2018). 

Artepelina C é um composto fenólico prenilado 
presente em grandes quantidades na própolis 
verde. Devido a estrutura química de seus 
compostos, possui diversas atividades biológicas, 
algumas já descritas na literatura como: atividade 
citotóxica contra linhagem de células tumorais, 
anti-inflamatória, gastroprotetora, antiparasitária e 
antidiabética (ARRUDA, 2019; BERRETTA et al., 
2017). Com a descoberta e desenvolvimento de 
novos fármacos eficazes para o melanoma e as 
diferentes atividades biológicas, incluindo seu 
potencial antitumoral, já observados a partir do 
Artepelina C, ficando evidente a relevância da 
pesquisa desse composto para uma nova opção 
terapêutica contra o melanoma. No presente 
experimento, analisamos o comportamento 
tumoral do melanoma sob tratamento com o 
composto Artepelina C, extraído da própolis verde, 
em camundongos inoculados com células B16F10. 
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Métodos  

Preparação do composto Artepelina C 

O composto isolado Artepelina C foi cedido pela 
Profa. Dra Vanessa Leiria Campo, em colaboração 
com a Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – FCFRP-USP. A princípio, para 
obtenção do extrato, 1 kg de própolis verde 
(fornecida por Apis Flora Ltda) foram congeladas, 
pulverizadas em moinho de facas e 
subsequentemente submetidas a maceração em 
solução hidroalcóolica 7:3, seguida de percolação 
durante 3 dias, por três vezes consecutivas. A 
solução hidroalcoólica foi filtrada e evaporada em 
rotaevaporador e liofilizada. O extrato obtido foi 
posteriormente submetido tanto à cromatografia 
líquida a vácuo (CLV), quanto à cromatografia 
contracorrente de alta velocidade (HSCCC – High 
Speed conter current Chromatograhy). Frações 
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 eluição por gradiente 
MeOH/água, fornecendo ao final cerca de 0,5 
gramas de Artepelina C. pura. O composto foi 
suspendido em 997 µL de PBS (Tampão salina 
fosfato) 1x e 3µL de DMSO (dimetilsulfóxido) – 
concentração final de 1mg/mL. 

Animais 

Camundongos da linhagem Balb/C machos e 
fêmeas (6-8 semanas de idade) de 
aproximadamente 20 gramas foram obtidos a 
partir do biotério do Centro Universitário Barão de 
Mauá (São Paulo, Brasil). Os animais utilizados no 
experimento foram mantidos a 25 °C, com ciclo 
claro/escuro de 12h/12h, com livre acesso a água 
e alimentos. Todos os experimentos foram 
previamente aprovados e conduzidos de acordo 
com o Comitê de Ética em Pesquisa e 
Experimentação Animal do Centro Universitário 
Barão de Mauá (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 concentração 
de 106 células/ml em solução salina a 0,1% de 
meio DMEN incompleto (Dulbecco modification 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 veículo 
de diluição do composto (PBS v.o (via oral))  

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

-GRUPO 3 - Melanoma: Injeção de células B16F10 
+ PBS v.o. 

 -GRUPO 4 - Melanoma+Artepelina C: Injeção de 
células B16F10 + tratamento com composto 
Artepelina C v.o. 

Em seguida, os camundongos tiveram sua região 
dorsal tricomizada com auxílio de um barbeador 
Panasonic (aproximadamente 1,5 cm de 
diâmetro). 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 concentração 
106 células/0,1 ml em solução tampão salina 
fosfato (PBS) a 0,9% na região subcutânea dorsal. 
Os grupos Controle (n=4) e Artepelina C (n=5) 
receberam solução PBS a 0,9% na região 
subcutânea dorsal. Após a inoculação do tumor, os 
grupos tratados Melanoma+Artepelina C e 
Artepelina C ingeriram via gavagem o composto 
Artepelina C. (500 µg/kg v.o) durante 28 dias. Os 
grupos Controle e Melanoma receberam PBS (1 
mL v.o) contendo a mesma quantidade de álcool 
presente na solução do composto, durante 28 dias, 
por meio de gavagem. Durante a realização do 
experimento, a sobrevivência foi monitorada. Os 
animais ao final do tratamento foram sacrificados 
após 30 dias da inoculação do tumor em câmara 

de CO2. 

Avaliação da lesão  

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

Análise histológica e morfométrica 

As amostras tumorais foram coletadas com tecido 
adjacente para preservar o microambiente e 
fixadas em uma solução de formaldeído a 10%. 
Em seguida, foram desidratadas com álcool etílico 
em série crescente (70%, 80%, 90% e 100%). O 
processo de diafanização utilizou como reagente o 
Xilol. Blocos de parafina foram preparados, 
seccionados (4 μm) e corados com hematoxilina e 
eosina (HE). Para análise morfométrica foi 
utilizado um microscópio Nikon eclipse E200 
acoplado a uma câmera de vídeo (Tucsen USB 2.0 
H Series). Os vasos tumorais primários foram 
quantificados em ampliação de 40× em 15 campos 
aleatórios de microscopia não coincidentes. As 
células inflamatórias (Macrófagos e Neutrófilos) 
foram quantificadas em ampliação de 400× em 15 
campos aleatórios de microscopia não 
coincidentes. Para isso, foi utilizado o programa 
ISC, Tucsen Photonics Co., Ldt.  

Análise estatística 

 Para a realização das análises estatísticas dos 
dados obtidos, utilizou-se o software GraphPad v. 
8.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os dados 
foram expressos como média ± erro padrão da 
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média. A diferença entre dois grupos foi avaliada 
usando o teste t Student. Para comparação de 
vários grupos, realizamos a análise de variância 
unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste post 
hoc de Tukey. Valores de p < 0,05 foram 
considerados significativos. 

Resultados e Discussão  

A própolis é uma substância integrada pelas 
abelhas a partir de resina coletada de árvores e 
arbustos, combinada com cera e enzimas 
salivares (PIETTA et al., 2002). Dependendo das 
plantas das quais a resina foi coletada, a própolis 
pode apresentar características diferentes, ou 
seja, sua composição está intimamente 
relacionada à flora de cada região geográfica. A 
própolis verde é proveniente do sudeste do Brasil, 
e a Artepelina C é um composto fenólico prenilado 
presente em grandes quantidades na mesma 
(COSTA et al., 2018; COSTA et al., 2019; 
BARRETA et al., 2017). Devido às suas diversas 
atividades biológicas demonstradas na literatura 
como anti-inflamatória, antigenotóxica e citotóxica 
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 
própolis verde, em relação aos seus efeitos na 
proliferação, angiogênese e inflamação no 
processo tumoral, através da indução do 
melanoma B16F10 em camundongos, e posterior 
tratamento com Artepelina C por 28 dias. 

Figura 1 – Ilustração representativa dos dias de 
tratamento dos animais 

 

Fonte – imagem de autoria própria  

Crescimento tumoral  

No experimento após a injeção de células de 
melanoma B16F10, os camundongos foram 
monitorados por 28 dias. Durante este período, 
foram obtidas 9 medições do tamanho do tumor e 
9 medições dos seus pesos. Ao final do 
experimento, as regiões onde houve crescimento 
tumoral foram extraídas para análise. No grupo 
tumor + Artepelina C, houve diferença significativa 

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

Figura 2 - Figura representativa da análise do 
crescimento tumoral. A) Gráfico evidenciando 
diferença 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 não 
tratado; B) Gráfico demonstrando diferença de 
volume tumoral, sendo maior o volume tumoral nos 
animais tratados com a Artepelina C do que no 
grupo dos não tratados. 

 

A

 

B 

 

Fonte – imagem de autoria própria  

Efeito da Artepelina C sobre as células 
mitóticas 

Sabe-se que para uma célula evoluir do seu estado 
normal para assumir as características de uma 
célula neoplásica, é necessária uma série de 
mutações, envolvendo genes cuja ação está 
relacionada ao controle do ciclo celular. Se esta 
mutação ocorrer em oncogenes ou genes 
supressores de tumor, o resultado será a obtenção 
de uma célula com ganho proliferativo (maior 
número de mitoses). Considerando que as mitoses 
são fundamentais para o desenvolvimento do 
tumor, o número de mitoses que ocorreram no 
grupo tumor + Artepelina C e no grupo tumor foram 
analisados comparativamente. Para esta análise, 
a mitose foi quantificada por microscopia em 15 
campos e em conseguinte com base nesta 
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quantificação foram geradas as estatísticas.  Em 
relação à atividade mitótica, houve diferença 
significativa entre os grupos com p < 0,05 
(p=0,0416) de acordo com o teste t de Student e 
ANOVA, com maior número de mitoses no grupo 
sem tratamento com composto (0,5771 ± 0,2812). 
No entanto, durante a análise das lâminas, devido 
ao grupo tumor + Artepelina C, apresentar mais 
áreas de necrose e pigmento melanina, pode ter 
sido prejudicada a quantificação real do número de 
mitoses presentes nas lâminas deste grupo.  

Figura 3 - Fotografia representativa das células 
mitóticas, imagem A representando grupo 
Melanoma (grupo 3) e imagem B grupo Melanoma + 
Artepelina C (grupo 4) (setas).  

A B  

Fonte – imagem de autoria própria 

Efeitos da Artepelina C sobre a angiogênese 
tumoral 

Mesmo que uma célula tenha um ganho 
proliferativo, isso por si só não é suficiente para 
que a célula sobreviva e dê origem a um tumor, 
para isso é necessário que haja também um 
suprimento sanguíneo, sendo iniciado assim a 
nível tumoral a formação de novos vasos, o que 
denominamos angiogênese.  Em nosso estudo, 
quantificamos o número de vasos por microscopia 
óptica. Observou-se que o número de vasos foi 
maior no grupo tumor + Artepelina C em relação 
ao grupo tumor (3.357 ± 1.066), havendo diferença 
significativa de acordo com o teste t de Student e 
ANOVA com p< 0,05. Isso pode sugerir que a 
Artepelina C estimula a angiogênese. 

Figura 4 - Gráfico representativo da análise 
comparativa da angiogênese no grupo melanoma 
em relação ao grupo melanoma + Artepelina C. Foi 
evidenciado que houve uma diferença significativa 
entre os grupos, sendo maior o número de vasos no 
grupo tratado. (*) p < 0,05. 

 

Fonte – imagem de autoria própria 

Figura 5 - Imagem representativa da análise da 
angiogênese 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 possível 
perceber maior número de vasos no grupo 4 em 
relação ao 3 (setas). 

 

A B  

Fonte – imagem de autoria própria 

Efeitos da Artepelina C na inflamação nas 
células tumorais 

O tumor prejudica as células imunes presentes ao 
redor da lesão, levando ao enfraquecimento e 
desarmamento dessas. Isto é feito por meio da 
superprodução de fatores inflamatórios que visam 
desorientar as células de defesa, assim os 
glóbulos brancos e as células natural killer (NK) 
são neutralizadas, parando de lutar contra o tumor. 
Quanto mais o tumor cresce, mais ele induz a 
inflamação, que por sua vez estimula o 
crescimento. Assim, para nosso estudo, foi 
quantificado o número de neutrófilos e macrófagos 
presentes na amostra de tecido tumoral de 
camundongos. Ao comparar os grupos Tumor + 
Artepelina C e Tumor, não houve diferença 
significativa no recrutamento de células 
inflamatórias. Isso sugere que o composto 
Artepelina C não conseguiu reduzir a inflamação. 

Figura 6 - Gráfico representativo da análise da 
inflamação nas células tumorais, evidenciando pela 
contagem de neutrófilos que não houve diferença 
significativa entre o grupo tratado e o não tratado. 

 

Fonte – imagem de autoria própria 

Efeitos da Artepelina C na inflamação no 
sangue 
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Como esperado, a análise de neutrófilos e 
macrófagos no sangue mostrou um maior número 
destes no sangue de animais injetados com 
melanoma. Porém, diferentemente do que 
esperávamos, não houve diferença 
estatisticamente significativa ao comparar o grupo 
melanoma com o grupo melanoma + Artepelina C, 
evidenciando que o composto não foi capaz de 
reduzir a inflamação. 

Figura 7 - Gráfico representativo da análise da 
inflamação no sangue, para esta análise foram 
quantificados os neutrófilos (mostrados no gráfico 
A) e os macrófagos (gráfico B) no sangue. Foi 
possível observar que não houve diferença 
significativa entre os grupos. 

A 

 

B 

 

Fonte – imagem de autoria própria 

Sabe-se que um dos efeitos positivos a serem 
considerados em uma terapia antineoplásica é o 
seu potencial pró-apoptótico (REED, 2000). A 
própolis verde leva à apoptose pela via intrínseca 
pela liberação do citocromo C da mitocôndria para 
o citosol, pela cascata das caspases e ativação 
das proteínas pró-apoptóticas: Bax, Bad, p53 e 
p21 (SAWICKA et al., 2012). No entanto, de 
acordo com Sawicka (2012), o mecanismo de 
apoptose induzida pela própolis depende do tipo 
de compostos e da concentração do extrato. Além 
disso, estudos in vitro mostraram que existem 
diferentes sensibilidades a extratos em células 
tumorais associadas à ação apoptótica 
(ORSOLIC, 2003). Segundo Machado et al. 

(2012), as atividades dos compostos da própolis 
dependem e variam de acordo com a interação 
entre os compostos, a concentração de cada um, 
sendo a explicação para os diferentes resultados 
encontrados em cada pesquisa. Nosso grupo de 
estudo, em pesquisas anteriores ao estudar outros 
compostos presentes na própolis verde como 
ácido p-cumárico e bacarina, demonstraram efeito 
antitumoral contra o melanoma B16F10 
(GASTALDELLO et al., 2021). Portanto, 
esperávamos encontrar resultados semelhantes 
com o Artepelina C. Mesmo com outros estudos 
indicando um possível efeito benéfico deste 
composto contra tumores, nossos resultados 
indicaram uma ineficácia e até um fator agravante 

no processo tumoral, portanto, mais estudos são 

necessários para analisar sua eficácia e suas 
variáveis que podem interferir em seu efeito 
antitumoral, como concentração, tipo de célula 
tumoral, biodisponibilidade e interação com outros 
compostos precisam ser melhor estabelecidos. 

Conclusão  

O presente estudo concluiu que a Artepelina C, 
substância isolada extraída da própolis verde 
brasileira, nesta concentração não foi capaz de 
reduzir a angiogênese, inflamação e crescimento 
tumoral no melanoma B16F10. No entanto, são 
necessários mais estudos para evidenciar o real 
efeito da Artepelina C no câncer, para averiguar se 
seu efeito é dependente de sua dose, 
biodisponibilidade, tipo de célula tumoral avaliada 
ou mistura com outros compostos de própolis 
concomitante. 
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