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SANTOS, Helder Freitas Dos, Dr. Universidade Federal da Grande Dourados,
setembro de 2023. EFEITOS ANTIOXIDANTES E ANTICANCER DE
GEOPROPOLIS DE ABELHAS SEM FERRAO DO CERRADO BRASILEIRO.
Orientador: Prof. Dr. Edson Lucas dos Santos

RESUMO

Utilizados ha milénios, os produtos naturais tém sido essenciais no tratamento de
inmeras doencas e sdo considerados uma fonte inestimavel de substancias bioativas
com propriedades farmacoldgicas. Dentre estas substancias, destacam-se as com
acao antioxidante, capaz de prevenir doencas associadas ao estresse oxidativo,
incluindo o cancer. Além da prevencéo, os produtos naturais sao investigados frente
ao seu potencial antineoplasico, com intuito de desenvolver farmacos mais eficientes
e/ou com efeitos adversos reduzidos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
investigar o efeito dos extratos hidroetandlicos de geopropolis produzidas pelas
abelhas sem ferrdo Melipona orbignyi (EGMO) e Melipona quadrifasciata anthidioides
(EGMQ) frente a danos oxidativos in vitro e in vivo e avaliar seu efeito em diferentes
linhagens de cancer. O efeito contra danos oxidativos in vitro foi avaliado em proteinas
e DNA. Para investigacdo dos efeitos in vivo sobre estresse oxidativo, térmico e
longevidade foi utilizado o modelo Caenorhabditis elegans. Os efeitos do EGMO e
EGMO foram investigados em células de rabdomiossarcoma, carcinoma pulmonar,
melanoma e leucemia, utilizando o ensaio de viabilidade celular MTT. A inibicdo da
migracao celular das linhagens de células de melanoma foi avaliada pelo ensaio de
ranhura. Os mecanismos de morte foram investigados utilizando citometria de fluxo e
através do uso de inibidores farmacologicos. Os resultados mostram que o EGMO e
EGMQ promoveram a reducéo da oxidacao de proteinas e fragmentacdo do DNA. Os
extratos ndo foram téxicos no modelo in vivo e promoveram protecao contra o estresse
oxidativo induzido por juglone e contra o estresse térmico em C. elegans. Além disso,
o EGMO e 0 EGMQ aumentaram a expectativa de vida dos nematoides, de maneira
dose-dependente. Em relacdo ao efeito anticancer, ambos os extratos promoveram
de modo seletivo, citotoxicidade em todas as linhagens cancerigenas avaliadas. O
EGMO e EGMQ também promoveram efeito inibitério sobre a migracdo celular de
todas as linhagens de células de melanoma. A citotoxicidade promovida pelo
EGMO/EGMQ nas células de melanoma murino B16F10-Nex2 e de leucemia Jurkat
foi induzida predominantemente via apoptose dependente de caspases e em seguida
por necroptose através da ativacdo de RIPK-1. Nas células K562, os extratos de
geopropolis promoveram acgao citotoxica via inducdo de apoptose dependente de
caspases. Em conjunto, estes resultados demonstram que os extratos de geopropolis
de M. orbignyi e M.g. anthidioides possuem propriedades bioldgicas com potencial
aplicacéo terapéutica na prevencgdo e tratamento de doencas desencadeadas pelo
estresse oxidativo e/ou proliferagdo de células cancerosas.

Palavras-chave: Produto apicola, Bioprospec¢ao, Produto biotecnoldgico, Estresse
oxidativo, Cancer



SANTOS, Helder Freitas Dos, Dr. Federal University of Grande Dourados, september
2023. ANTIOXIDANT AND ANTICANCER EFFECTS OF GEOPROPOLIS FROM
STINGLESS BEES FROM THE BRAZILIAN CERRADO. Advisor: Prof. Dr. Edson
Lucas dos Santos

ABSTRACT

Used for millennia, natural products have been essential in the treatment of numerous
diseases and are considered an invaluable source of bioactive substances with
pharmacological properties. Among these substances, those with antioxidant action
stand out, capable of preventing diseases associated with oxidative stress, including
cancer. In addition to prevention, natural products are investigated for their
antineoplastic potential, with the aim of developing more efficient drugs and/or with
reduced adverse effects. In this context, the objective of this study was to investigate
the effect of hydroethanolic extracts of geopropolis produced by the stingless bees
Melipona orbignyi (EGMO) and Melipona quadrifasciata anthidioides (EGMQ) against
oxidative damage in vitro and in vivo and to evaluate their effect on different cancer
cell lines. The effect against oxidative damage in vitro was evaluated in proteins and
DNA. To investigate the in vivo effects on oxidative and thermal stress and longevity,
the Caenorhabditis elegans model was used. The effects of EGMO and EGMO were
investigated in rhabdomyosarcoma, lung carcinoma, melanoma and leukemia cells
using the MTT cell viability assay. The inhibition of cell migration of melanoma cell lines
was evaluated by the scratch assay. The mechanisms of death were investigated using
flow cytometry and through the use of pharmacological inhibitors. The results show
that EGMO and EGMQ promoted the reduction of protein oxidation and DNA
fragmentation. The extracts were non-toxic in the in vivo model and promoted
protection against juglone-induced oxidative stress and against heat stress in C.
elegans. Furthermore, EGMO and EGMQ increased the life expectancy of nematodes
in a dose-dependent manner. Regarding the anticancer effect, both extracts promoted
selective cytotoxicity in all cancer cell lines evaluated. EGMO and EGMQ also
promoted an inhibitory effect on cell migration of all melanoma cell lines. The
cytotoxicity promoted by EGMO/EGMQ in B1L6F10-Nex2 murine melanoma and Jurkat
leukemia cells was induced predominantly via caspase-dependent apoptosis and then
by necroptosis through RIPK-1 activation. In K562 cells, geopropolis extracts promoted
cytotoxic action via induction of caspase-dependent apoptosis. Together, these results
demonstrate that geopropolis extracts from M. orbignyi and M.q. anthidioides have
biological properties with potential therapeutic application in the prevention and
treatment of diseases triggered by oxidative stress and/or cancer cell proliferation.

Keywords: Bee Product, Bioprospection, Biotechnologic product, Oxidative stress,
Cancer
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais detentor de 10 a 20% de todas as espécies vivas conhecidas
do mundo e destaque como uma das na¢des com maior biodiversidade (Pilon et al.,
2017; Magnusson et al.,, 2018). O Pais aporta diferentes biomas, tais como a
Amazobnia, Pantanal, Pampa, Caatinga e além destes a Mata Atlantica e Cerrado, que
sao considerados hotspots de biodiversidade global (Vacchiano et al, 2019).

Localizado no centro do Brasil, o Cerrado € considerado o segundo maior
bioma da América do Sul, ocupando uma éarea de mais de 2.036.448 de km?
(Ministério do meio Ambiente, MMA, 2024a; Ribeiro et al., 2020). Considerado como
a savana tropical mais rica do mundo, o Cerrado possui 5% de toda a biodiversidade
do planeta (EMBRAPA, 2021), incluindo mais de 4.800 espécies endémicas de
plantas e vertebrados (Strassburg et al., 2017). Além disso, detém 30% de toda a
biodiversidade nacional (Frangoso et al., 2015).

Apesar do Cerrado abrigar imensos niveis de biodiversidade, somente uma
pequena parcela de seus recursos naturais é alvo de estudos cientificos e
desenvolvimento de produtos para fins comerciais. Como alternativa, a bioprospeccéo
revela-se como a busca sistematica de recursos na biodiversidade, para obtencao de
produtos comercialmente valiosos e geracdo de valor social e econémico (Sawarkar
et al., 2019; Dwivedy, 2020).

A bioprospeccéo é desenvolvida em diversos setores, incluindo nutricdo (Matos
et al., 2019), cosmética (Mendes-Silva et al., 2020), ambiental (Purohit et al., 2018),
bioenergia (Guil-laynez et al., 2019), biotecnologia (Delgado-Garcia et al., 2019) e
saude (Menezes et al., 2020). Atualmente, a biodiversidade do Cerrado tem atraido a
atencdo de pesquisadores que buscam principios ativos promissores para a saude
humana advindos de produtos naturais. Plantas medicinais e os produtos apicolas,
vém sendo investigados, e diversas propriedades terapéuticas tém sido relatadas
(Campos et al., 2014, Campos et al., 2015; Bonamigo et al., 2017; Baldivia et al., 2018;
Castro et al., 2019; Carvalho et al., 2019).

Dentre os produtos apicolas, a geopropolis, também conhecida como batume
(Nogueira-Neto, 1997), € uma mistura de resinas vegetais, secrecfes mandibulares
de abelhas, pdlen, cera e terra (Cunha et al., 2013a; Dutra et al., 2019). Este recurso
natural € produzido exclusivamente por espécies de abelhas nativas sem ferrdo do

género Melipona, encontradas em regides tropicais e subtropicais (Dutra et al., 2014;
1



Oliveira et al., 2019). Na colmeia, este material é utilizado na vedacédo de frestas e
para estruturar partes internas e a entrada de seus ninhos (Nogueira-Neto, 1997;
Ferreira et al., 2017).

Utilizado na medicina popular como agente antisséptico e imunoestimulante
(Bartolomeu et al., 2016), a geopropolis também tem sido utilizada no Brasil por
indigenas do estado do Maranh&o e da regido amazdnica, no tratamento de doencas
cutaneas, respiratorias, pulmonares e infec¢des oculares (Souza et al., 2004; Oliveira
et al., 2016). Na literatura cientifica, diversas propriedades biol6gicas de geopropolis
produzidas por diferentes espécies de abelhas sem ferrdo foram evidenciadas, tais
como as acles antimicrobiana (Cunha et al., 2020), antiviral (Coelho et al., 2015),
antileishmaniose (Dutra et al., 2019), gastroprotetora (Ribeiro-Junior et al., 2015),
imunomodulatéria (Oliveira et al.,, 2016), anti-inflamatéria, antimutagénica,
antioxidante (Santos et al., 2017a; Santos et al., 2017b) e anticancer (Cinegaglia et
al., 2013; Bartolomeu et al., 2016; Barboza et al., 2020).

O amplo espectro de propriedades terapéuticas deste produto natural tem sido
associado a sua grande diversidade de componentes quimicos. Tais como, saponinas
(Dutra et al., 2008), acidos galico e elagico (Dutra et al., 2019), fenilpropandides,
taninos hidrolisaveis (Souza et al., 2013; Dutra et al., 2014), flavononois, flavononas,
flavonas, chalconas (Sousa-Fontoura et al., 2020), alcaléides (Coelho et al., 2015),
estirenos, benzaldeidos (Torres-Gonzalez et al., 2015), triterpenos, (Barboza et al.,
2020) e sesquiterpenos (Santos et al., 2017a), que foram evidenciados em
geopropolis de diferentes espécies de abelhas sem ferrao.

A geoproépolis é uma importante fonte de compostos bioativos (Dutra et al.,
2014) e apresenta potencial bioldgico promissor. Contudo, na literatura poucos
estudos sobre este produto sdo encontrados. Através de uma busca realizada
utilizando o termo “geopropolis” em 07 de setembro de 2023, no banco de dados
Pubmed, da plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information), apenas
42 estudos foram encontrados.

Dentre estes, as geopropolis produzidas pelas espécies Melipona orbignyi e
Melipona quadrifasciata anthidiodies apresentam as atividades antioxidante, anti-
inflamatoria, antimutagénica e antimicrobiana, além da presenca de acidos fendlicos
glicosilados, flavonoides e terpenos. Entretanto, estudos que avaliem seu potencial

antioxidante em macromoléculas e sobre modelos in vivo sdo inexistentes.



Adicionalmente, em relacdo ao potencial anticancer, a geopropolis de M. orbignyi
ainda néo foi investigada e os estudos sobre a geoprépolis de M.q. anthidioides s&o
escassos.

Neste contexto, propomos investigar o efeito protetor dos extratos
hidroetandlicos de geopropolis produzidos pelas espécies de abelhas sem ferrdo
Melipona orbignyi (EGMO) e Melipona quadrifasciata anthidioides (EGMQ) contra
danos oxidativos em proteinas e DNA in vitro e em modelo in vivo Caenorhabditis
elegans sob estresse oxidativo, bem como avaliar seu efeito e mecanismos anticancer

em diferentes linhagens cancerigenas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espécies reativas e radicais livres

Espécies reativas € um termo utilizado para classificar uma variedade de
moléculas derivadas do oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN) e enxofre (ERS)
produzidas durante processos metabdlicos. Dentre as espécies frequentemente
geradas, destacam-se as ERO e ERN. Em ambas podemos encontrar moléculas
reativas que contém um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital externo
(classificados como espécies radicalares ou radicais livres) e moléculas que nao
possuem elétrons desemparelhados, porém possuem a capacidade de formar radicais
livres (classe das espécies néo radicalares) (Alhayaza et al., 2020; Dumanovi¢ et al.,
2020; Otasevic et al., 2020; Sies & Jones, 2020).

Dentre as ERN, destacamos as espécies radicalares 6xido nitrico (NO-) e
diéxido de nitrogénio (NO-;), e ndo radicalares, como acido nitroso HNO,, peroxinitrito
(ONOOQO") e acido peroxinitroso (ONOOH) (Figura 1) (Hameister et al., 2020). Dentre
as ERO mais comuns, sédo evidenciados os radicais livres anion superoxido (O2"),
radical hidroxila (*OH), peroxila (ROO¢), alcoxila (RO¢) e hidroperoxila (HO,"),
enquanto as espécies ndo radicalares mais conhecidas séo o oxigénio singlete (*O2),
o0z6nio (Os), peroxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (Figura 2) (HOCI)
(Halliwell & Gutteridge, 2015; Zhou et al., 2021).



Espécies reativas de nitrogénio
(ERN)
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Figura 1. Classificacdo das espécies reativas de nitrogénio e seus exemplos de
espécies radicalares e néo radicalares.
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0z6nio Acido hipocloroso Peroxila Alcoxila Hidroperoxila

Figura 2. Classificacdo das espécies reativas de oxigénio e seus exemplos de

espécies radicalares e nao radicalares.

As ERO séo derivadas do oxigénio molecular (O2) e séo formadas durante as
reacoes redox que ocorrem fisiologicamente, em processos como fosforilagao
oxidativa, inflamacdes e fagocitose (Winterbourn et al., 2016; Alhayza et al., 2020;
Sies & Jones 2020). Endogenamente, as ERO séo geradas através de diferentes
fontes e mecanismos (Figura 3) e acredita-se que na maioria dos tipos celulares, a
mitocondria seja a maior fonte de sua geracao (Holmstrom & Finkel, 2014).

Nesta organela, mais especificamente na membrana mitocondrial interna,
encontra-se a cadeia transportadora de elétrons (CTE), composta por cinco
complexos de proteinas transmembrana (I — 1V) e por proteinas moveis ubiquinona e
citocromo C, que participam do processo de fosforilacdo oxidativa (Zhao et al., 2019).
Basicamente, o catabolismo de carboidratos, acidos graxos e proteinas promove a
formacdo de substratos (NADH: Nicotinamida adenina dinucleotideo e FADH2:
Flavina-adenina dinucleotideo) doadores de elétrons, que seréo utilizados na CTE

para sintese de ATP (Adenosina trifosfato) e para a reducéo do Oz (aceptor final de
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elétrons) em H20 (Nolfi-Donegan et al., 2020). Durante este processo, elétrons
escapam da CTE e interagem com o Oz, promovendo a formagéo de Oz~ (Zhao et al.,
2019; Tirichen et al., 2021).

Cadeia trans, poradora de elétrons (ETC)
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Figura 3. Fontes de producdo de espécies reativas de oxigénio presentes na célula.
Fonte: o autor.

Legenda; SOD: superoxido dismutase, NOX: NADPH oxidase, O2": &nion superoéxido,
H202: peréxido de hidrogénio, MPO: mieloperoxidase, HOCI: acido hipocloroso, Fe?*:
fon ferroso, Fe®': ion férrico, AGCL: &cidos graxos de cadeia longa, NADH:
nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida), NAD+: nicotinamida adenina
dinucleotideo (forma oxidada), FAD: flavina-adenina dinucleotideo (forma oxidada),
FADH2: flavina-adenina dinucleotideo (forma reduzida), CoQ: ubiquinona, Cyt C:
citocromo C, ADP: difosfato de adenosina, ATP: adenosina trifosfato, Nos: éxido
nitrico sintase, CYP: citocromo P450, LPO: lipoxigenase, XOR: xantina oxidoredutase,
NOe: 0Oxido nitrico, ONOO™: peroxinitrito.




As enzimas NADPH oxidases (NOX) presentes em membranas, sdo uma
importante fonte de producédo de ERO, catalisando a producéo de Oz a partir de O2
e NADPH (Almeida et al., 2022). Outras fontes de geragéo de ERO, como por exemplo
0 H202, incluem o reticulo endoplasmatico durante o enovelamento de proteinas (Sies
& Jones, 2020) e os peroxissomos durante a 3-oxidacéo de acidos graxos (Shields et
al., 2021). No citoplasma, enzimas como mieloperoxidases (MLO), citocromo P450
(CYP), lipoxigenases (LPO) e xantina oxidoredutases (XOR) sao capazes de
promover a geracdo de Oz~ (Gutmann et al., 2020; Lennicke & Cochemé, 2021,
Almeida et al., 2022). Adicionalmente, a presenca de metais de transicdo como o ferro
(Fe?*) e seu contato com H202 podem gerar radicais *OH, através da reagdo de Fenton
(Hayes et al., 2020), e o contato do O2" com o NO+ (ERN) pode levar a geracdo de
ONOO™ (Alhayaza, et al., 2020).

Fisiologicamente, as espécies reativas sdo necessarias em concentracoes
basais, contribuindo para a realizacdo de processos biolégicos basicos (Mittler, 2017)
e desempenhando fung¢fes regulatérias em varios processos homeostéticos (Falowo
et al., 2014). As ERO mediam seus efeitos biol6gicos por meio da oxidagao reversivel
de grupos tiol em cisteinas de proteinas alvo, contribuindo para a sinalizacao redox,
gue controla as funcdes celulares modificando a atividade de enzimas e fatores de
transcricdo, bem como regulando a expressdo génica e modificacdes epigenéticas
(Lennicke & Cochemé, 2021).

Os efeitos benéficos das ERO variam de acordo com suas concentragées no
organismo, onde sdo capazes de atuar em processos de sinalizacdo celular e
comunicacao intercelular (Sies & Jones, 2020). Em baixos niveis, as ERO possuem
efeito citostatico, contribuindo em processos como quiescéncia e também para boa
manutencdo da atividade imunoldgica, enquanto em niveis moderados auxiliam em
processos como crescimento, renovacdo e diferenciacdo celular, participam na
eliminacdo de patdégenos durante infec¢Bes, processos inflamatorios, adaptacéo
celular e protecao contra estresses, regulacdo metabolica e morte celular fisiologica
(Schieber & Chandel, 2014; Mittler, 2017; Sies & Jones, 2020; Morshed et al., 2023).

No entanto, em niveis elevados podem se tornar prejudiciais aos organismos
vivos, promovendo parada do ciclo celular, inativagdo de moléculas, promocédo de
efeitos citotoxicos, oxidacdo inespecifica de proteinas e danos irreversiveis em

biomoléculas, que séo eventos associados a estados patolégicos, como por exemplo



desenvolvimento de doencas autoimunes e cancer (Schieber & Chandel, 2014; Di
Meo, et al., 2016; Sies & Jones, 2020; Morshed et al., 2023).

2.2. Defesas antioxidantes

Em condicbes fisioldgicas, ha um equilibrio entre a producéo e eliminagéo de
espécies reativas, conhecido como homeostase redox (Sies & Jones, 2020). Nas
células do organismo, esta condicdo é essencial para que ocorra a manutencdo das
funcbes celulares (D’souza et al., 2020). Seguindo este raciocinio, a homeostase
redox é mantida pelo equilibrio entre os sistemas de oxidacgao e reducéo intracelulares
(Ayer et al., 2014; Mittler et al., 2017). Um agente antioxidante pode ser qualquer
substancia ou enzima capaz de reagir diretamente com as ERO, ocasionando sua
neutralizacédo e/ou reduzindo danos oxidativos em outras moléculas (Lobo et al., 2010;
Ali et al., 2020). Além disso, existem substancias antioxidantes que sédo capazes de
modular positivamente a expressao de genes antioxidantes, bem como quelar ions
metalicos que participam em rea¢des de formacao de ERO (Bié et al., 2023).

A defesa antioxidante € um mecanismo universal, presente em células de
vegetais e animais, e atua eliminando e/ou neutralizando as ERO através de um
complexo sistema enzimatico e pela acdo ndo enzimatica de moléculas especificas
produzidas endogenamente (Ali et al., 2020; Hameister et al., 2020). Adicionalmente,
existe uma grande diversidade de antioxidantes de origem exdgena, que Sao
provenientes da alimentacdo ou suplementacdo e que se utilizados de maneira
adequada, podem contribuir com a otimizacdo das defesas antioxidantes endégenas

do organismo e levar a promocéo da saude.

2.2.1. Antioxidantes enddgenos enziméaticos

Dentre os antioxidantes enzimaticos que realizam este importante papel,
destacam-se a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR) (Ali et al., 2020), conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Atuacdo de mecanismos antioxidantes enzimaticos sobre a producédo de
espécies reativas de oxigénio. Fonte: Adhikari et al., (2019).

Legenda; OX: xantina oxidase citosdlica (OX), CYP: citocromo P450, NOX: NADPH
oxidase, ETC: cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, PRX: peroxirredoxina,
Cys: cisteina, Fe?*: ion ferroso, Cu?*: ion cuprico, SOD: superoxido dismutase, H20x2:
peroxido de hidrogénio, O2": radical anion superoxido, GSH: glutationa reduzida,
GSSG: glutationa oxidada, SH: sulfidrila, SOH: acido sulfénico, CAT: catalase, GPx:

glutationa peroxidase, *OH: radical hidroxila.

A SOD ¢ considerada a primeira enzima na linha de defesa antioxidante, sendo
responsavel pela dismutacdo do Oz em H202 e oxigénio molecular (Ye et al., 2015;
Kirtonia et al., 2020). Trés isoformas de SOD sédo descritas, que incluem a forma
dependente de cobre/zinco (Cu-Zn/SOD ou SOD1) presente no citoplasma, a forma
dependente de manganés (Mn-SOD ou SOD?2) localizada nas mitocéndrias e a forma
extracelular (EC-SOD ou SOD3) (Limén-Pacheco & Gonsebatt, 2009; LobO et al.,
2010).

O H20:2 produzido pela SOD é detoxificado através de reacdes enzimaticas

catalisadas por catalases (Alhayaza et al., 2020). Estas enzimas sao localizadas
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principalmente nos peroxissomos, e em menores concentracdes, estdo presentes em
organelas como as mitocondrias e reticulo endoplasmético (Limén-Pacheco &
Gonsebatt, 2009; Ali et al., 2020).

A GPx pode reduzir o processo de peroxidagdo lipidica em membranas
celulares (Zulaikhah, 2017), além de realizar a detoxificacdo do H202. Neste processo,
as GPx utilizam a glutationa como substrato, catalisando reagcbes com sua forma
reduzida (GSH), formando glutationa oxidada (GSSH) e transformando o H202 em
moléculas de H20 (Carocho & Ferreira, 2013; Alhayaza et al., 2020). Enquanto isso,
a enzima GR presente no citosol, utiliza NADPH em reacfes de reducdo com a
glutationa oxidada, mantendo uma proporcdo equilibrada entre GSH e GSSH
(Lushchak et al., 2014; Ali et al., 2020). Adicionalmente, outro sistema enzimatico que
atua detoxificando o H202 & composto pelas enzimas peroxirredoxina (PRX),
tiorredoxina (Trx) e tiorredoxinas redutases (TrxR) (Pedone et al., 2020). As PRx séo
responsaveis por reduzir o H202 em H20, através da oxidacdo de seus residuos de
cisteina (inativagdo), as Trx transferem elétrons para PRx, ocasionando sua reducao
(ativacdo) e as TrxR reduzem os residuos de cisteina de Trx, utilizando NADPH como
cofator (Irazabal & Torres, 2020; Hayes et al., 2020).

2.2.2. Antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo como uma segunda linha de defesa
contra possiveis efeitos desencadeados pelo excesso de espécies reativas. Sao
considerados eliminadores e/ou inibidores de reacbes em cadeia de iniciagdo ou
propagacéo de radicais livres (Nimse & Pal, 2015; Ighodaro & Akinloye, 2018). Fazem
parte deste grupo, os antioxidantes intracelulares (glutationa, coenzima Q10 e
melatonina) e o0s extracelulares (acido drico, transferrina e ceruloplasmina)
(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

A glutationa € um tripeptideo envolvido em muitas funcées celulares, sendo o
principal antioxidante ndo enzimatico que contribui para a regulacdo da homeostase
redox intracelular (Ali et al., 2020). A presenca do grupo tiol em seu residuo cisteina,
confere propriedades de reducdo e oxidacéo reversiveis (Lobo et al., 2010). Como
antioxidante hidrossolavel, estd presente em altas concentragbes no nucleo,

mitocOndrias e citoplasma, e possui a capacidade de reduzir ERO em reacdes
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enzimaticas e ndo enzimaticas, seja doando elétrons ou um atomo de hidrogénio
(Carocho & Ferreira, 2013; Moussa, 2019).

A coenzima Q10 €& um antioxidante lipofilico, possui diferentes funcbes
celulares, atua no transporte de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial, neutraliza
ou previne a formacao de radicais lipidicos e reduz o a-tocoferol oxidado (Vitamina E)
(Carocho & Ferreira, 2013; Acosta et al., 2016; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).
Em sua forma reduzida € conhecida como ubiquinol, e como ubiquinona na sua forma
oxidada (Sarmiento et al., 2016).

A melatonina é um hormoénio pineal, e sua producado varia de acordo com o
ritmo circadiano (Bonnefont-Rousselot, 2010). Possui capacidade antioxidante direta
através da eliminacdo de radicais *OH, detoxificando 02 e ONOO-, e atua
indiretamente estimulando a expressdo de enzimas antioxidantes (Mironczuk-
Chodakowska et al., 2018; WANG et al., 2019).

Dentre os antioxidantes extracelulares, o acido arico € o produto final do
metabolismo de purinas, sendo sintetizado principalmente no figado, intestinos e
outros tecidos, como musculos e endotélio vascular (El Ridi & Tallima, 2017). E
encontrado amplamente no plasma sanguineo (Bagheri et al., 2016) e é considerado
um potente antioxidante fisiol6gico, capaz de quelar metais de transicdo como cobre
e ferro (Sharma et al., 2018), neutralizar ERO e prevenir a peroxidacao lipidica através
da estabilizacdo de radicais lipidicos (Carocho & Ferreira, 2013; Mirohczuk-
Chodakowska et al., 2018).

Além destes, a transferrina é uma glicoproteina do plasma sanguineo, um
quelante do fon Fe®*, sendo responsavel por manter a solubilidade em condicdes
fisioldgicas, facilitar o transporte e captacéo celular e garantir o estado redox de Fe®*,
evitando a geracao de radicais livres na reacdo de Fenton (Gkouvatsos et al., 2012).
A transferrina € sintetizada primariamente nos rins, além de outros 6rgdos como
testiculos e cérebro, e sua principal funcdo consiste na transferéncia de ferro entre
diferentes tecidos (Elsayed, 2016). Aléem disso, transporta o ferro absorvido para a
medula 6ssea onde séo produzidos os eritrécitos (Ogun & Adeyinka, 2021).

Outra glicoproteina antioxidante importante é a ceruloplasmina, responsavel
por transportar cerca de 95% do cobre no sangue (Healy & Tipton, 2007). A
ceruloplasmina possui funcdes chave na homeostase do ferro, convertendo o ion Fe?*

em Fe®* e na protecdo dos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares
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dos eritrocitos, inibindo reacdes em cadeia de ERO (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018).

2.2.3. Antioxidantes exégenos

Além da capacidade do organismo em produzir as defesas antioxidantes para
sua protecao, existem antioxidantes de origem exdgena e que se ingeridos, podem
compor uma linha de defesa antioxidante adicional e trazer uma série de beneficios a
saude.

Os antioxidantes dietéticos, como sdo conhecidos, sdo obtidos através da
alimentacdo ou suplementacdo. Vegetais, frutas, chas e vinhos por exemplo, podem
ser uma rica fonte de substancias como o acido ascérbico (vitamina C), B-caroteno
(vitamina A) e tocoferdis/tocotriendis (vitamina E). Além disto, podem apresentar
moléculas bioativas como compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides e/ou terpenos.

O acido ascorbico, conhecido popularmente como vitamina C, participa de
processos como a sintese de colageno e de neurotransmissores, e € um excelente
antioxidante hidrofilico (Carocho & Ferreira, 2013; Sinbad et al., 2019). Em sua
estrutura quimica ha a presenca de quatro hidroxilas, que conferem a capacidade de
doar elétrons para estabilizar radicais livres, quelar ions metélicos catalisadores da
formacdo de radicais livres, e de reduzir moléculas oxidadas (Brewer et al., 2011,
Nimse & Pal, 2015; Ali et al., 2020). A vitamina C auxilia na prevenc¢ao da peroxidagao
lipidica, agindo diretamente em radicais livres dentro e fora da célula (Sinbad et al.,
2019). Entretanto, concentragbes muito elevadas de tal substancia, podem promover
efeitos pro-oxidantes (Giansanti et al., 2021).

A vitamina A é uma molécula lipossolluvel que pode se apresentar nas formas
de retinol, retinal e acido retindico (Sommer, 2001; Huang et al., 2018). Pode ser obtida
na forma de vitamina A pré-formada, através da ingestdo de alimentos de origem
animal (figado, 6leos de peixe e leite) ou ser formada no figado através do consumo
na forma de pro-vitamina A (B-carotenos), proveniente de origem vegetal, como a
manga, cenoura e espinafre (Carocho & Ferreira, 2013; Maia et al., 2019). Sua
atividade antioxidante é descrita como a capacidade de inibir a propagacao em cadeia
de danos em lipideos, através da sua captura de radicais livres (Jee et al., 2006; Dao
et al., 2017).
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Além destes, a vitamina E também €& um antioxidante lipossolavel, sendo
composto por quatro isoformas de tocoferdis (a-, B-, y-, € &-tocoferdis) e quatro
isoformas de tocotriendis (a-, B-, y-, € d-tocotriendis) (Lee et al., 2018a; Sinbad et al.,
2019). Esta vitamina desempenha um papel importante na protecdo da membrana
plasmatica, interrompendo a peroxidacéo lipidica ao doar &tomos de hidrogénio para
radicais peroxila, quebrando assim, a reacdo oxidativa em cadeia da formacao de
radicais lipidicos (Carocho & Ferreira, 2013; Nimse & Pal, 2015). Em adicdo, a
vitamina E pode ser encontrada amplamente em Oleos vegetais (Lee et al., 2018a).

2.3. Estresse oxidativo

Sabidamente, as células produzem ERO e ERN como uma consequéncia do
metabolismo (Hayes et al., 2020). Em condi¢8es ideais, seus niveis sdo mantidos
constantes, e atuam sobre alvos fisiologicos para realiza¢do da transducao de sinais
e respostas celulares (Sies & Jones, 2020). Embora suas fun¢cfes sejam cruciais para
o organismo (MITTLER, 2017), as espécies reativas também podem promover efeitos
deletérios (Sies & Jones, 2020; Almeida et al., 2022). Dessa forma, para manter a
integridade celular e prevenir danos macromoleculares, é essencial que os niveis de
ERO sejam rigidamente regulados (Alnajjar & Sweasy, 2019).

O estresse oxidativo € um estado em que ha elevadas concentracfes de ERO
em relacéo as defesas antioxidantes presentes em um sistema biolégico (Aggarwal et
al., 2019; Alhayaza et al., 2020). A condicdo é marcada por um desequilibrio em favor
das ERO, desta maneira as defesas antioxidantes n&o conseguem atuar
eficientemente em sua neutralizacdo (D’souza et al., 2020; Hameister et al., 2020).
Este desbalanc¢o pode surgir através de fatores exdégenos, que sao capazes de induzir
um aumento na formacédo de ERO (Figura 5). Tais fatores variam de acordo com o
ambiente em que o individuo se encontra e também de acordo com sua qualidade de
vida.

Como fatores exdgenos ambientais estéo inclusos a exposi¢ado solar excessiva,
inalacédo de fumacas (queimadas, poluicdo, cigarros), radia¢des ionizantes e contato
com reagentes quimicos (Ranneh et al.,, 2017). Enquanto fatores exdgenos
associados a qualidade de vida séo relacionados aos habitos e incluem privagédo ou

sono de ma qualidade, estresse, ma alimentacdo/nutricdo deficiente, consumo
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excessivo de alcool e tabagismo (Saha et al., 2017; Ullah et al., 2019; Vaccaro et al.,
2020).

Como as ERO s&o moléculas altamente reativas e instaveis, durante o estado
de estresse oxidativo, diferentes biomoléculas que atuam em funcgdes fisioldgicas
importantes no organismo podem ser alvos inespecificos do seu alto poder oxidativo,
incluindo as membranas fosfolipidicas, proteinas e o DNA (Figura 5) (Bhardwaj & He,
2020; Hayes et al., 2020; Sies & Jones, 2020).

Os efeitos deletérios nestas macromoléculas s&o conhecidos como
peroxidacdo lipidica, oxidacdo proteica e danos oxidativos ao DNA (Sairazi &
Sirajudeen, 2020) e além de promover o envelhecimento celular (Hajam et al., 2022),
podem trazer consequéncias fisiopatolégicas, como diabetes, doencas neurolégicas,
inflamatorias e cancer (Yang & Lian, 2020).

Fatores exdgenos indutores de espécies reativas de oxigénio

Ambientais Qualidade de vida
Sono
(Privagao e ma —

e qualidade) n
Quimicos h‘i ~ / & Estresse

— o — &t
A\ :
& - — )

Estresse oxidativo

Poluicao

Radiagtes Envelhimento precoce Excesso de
ionizantes e ™~ 28 alcool e
tabagismo
Radiagdo UV /\,6\ DAY ; DA M4 alimentacéo
Nutricdo deficiente
Danos em Danos em Danos em
membranas proteinas DNA/RNA

celulares

Figura 5. Fatores exdégenos de ERO e seus efeitos sobre a salde humana por meio

de danos a macromoléculas. Fonte: o autor, 2023.

A peroxidacao lipidica € um processo sequencial, caracterizado pelo ataque de
radicais livres aos acidos graxos poli-insaturados que formam a membrana bicamada
das células (Ursini & Maiorino, 2020). O processo é dividido em iniciacdo, propagacao
e terminacgao, caracterizando a reagcdo em cadeia de danos oxidativos que promovem

a alteracdo da composicéo, estrutura e a perda da integridade das membranas
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lipidicas (Gaschler & Stockwell, 2017). Os subprodutos resultantes deste processo,
podem interagir com outros componentes celulares, como proteinas e DNA,
promovendo disturbios celulares (Gegotek & Skrzydkewska, 2019).

Os radicais livres (*OH) ou hidroperoxila (HO,") sdo destaque na etapa de
iniciacdo, onde podem retirar um atomo de hidrogénio de um carbono alilico, entre as
duplas ligacbes dos acidos graxos poli-insaturados (AGP), gerando um radical
centrado em carbono, que tende a se estabilizar por rearranjo molecular e formar um
dieno conjugado, que reage com o oxigénio molecular para formar o radical lipidico
ROO- (Gaschler & Stockwell, 2017; Dodson et al., 2019). Os radicais ROO-« sao
responsaveis por propagarem reacdes em cadeia de radicais livres, retirando atomos
de hidrogénio de outros AGP, formando hidroperoxidos lipidicos e mais radicais
centrados em carbono (Sies & Jones, 2020; Ursini & Maiorino, 2020).

As reacoes de propagacao serdo finalizadas na etapa de terminagéo, quando
a concentragao de radicais livres for suficiente para sua interacéo e eliminagdo ou pela
sua estabilizacdo por antioxidantes (Gaschler & Stockwell, 2017). Adicionalmente, os
hidroperoxidos lipidicos formados na peroxidacdo lipidica, sofrem reacbes de
fragmentacao oxidativa, formando subprodutos de degradacdo lipidica que sédo
altamente toxicos para organismo, como o 4-hidroxinonenal (4-HNE), que reage com
proteinas, e malondialdeido (MDA) que reage com o DNA, promovendo danos
estruturais e funcionais, que contribuem para o desenvolvimento de doencas (Gegotek
& Skrzydkewska, 2019).

Outro efeito prejudicial que pode ser promovido pelo excesso de ERO no
organismo € a oxidacdo de proteinas, classe de macromoléculas primordial para o
metabolismo e homeostase celular, tendo em vista suas funcdes na sinalizacdo e
estrutura celular, além de processos enzimaticos (Cecarini et al., 2007). As proteinas
possuem sensibilidade elevada a danos oxidativos, que podem afetar estruturas
secundérias, terciarias, promover modificaces irreversiveis e consequentemente
perda de sua funcéo (Tramutola et al., 2017).

Nas proteinas, os efeitos prejudiciais podem ser promovidos através da
modificacdo oxidativa de aminoacidos especificos, clivagem de peptideos mediadas
por ERO, conjugacdo com subprodutos da peroxidacdo lipidica e oxidacdo de
proteinas catalisada por metais (Cecarini et al., 2007; Lobo et al., 2010; Xiong & Guo,
2021).
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A oxidacao (reacao com ERO) ou nitrosilacdo (reacdo com ERN) de proteinas,
sdo capazes de alterar a estrutura de uma proteina, incorporando novos grupos
funcionais (Fedorova et al., 2014). Dentre estes, a carbonilagdo (formacéo de
carbonilas), € uma consequéncia comum da oxidacdo de proteinas, que pode surgir
via modificacdo direta das cadeias laterais de aminoacidos por ERO (Xiong & Guo,
2021).

A carbonilacdo € caracterizada como uma modificacdo pds-traducional
irreversivel, que forma grupos carbonila (aldeido, cetona ou lactama) em uma
proteina, através da reacdo com ERO, como o *OH (Suzuki et al., 2010; Fedorova et
al., 2014). Os grupos carbonila podem ser gerados diretamente através da oxidacao
das cadeias laterais de aminoé&cidos suscetiveis (arginina, lisina, prolina, treonina), ou
a partir da clivagem de ligagbes peptidicas via a-amidacéo (Dalle-Donne et al., 2003;
Maisonneuve et al., 2009). Por outro lado, a nitracdo de proteinas pode ocorrer apos
a formacdo de ONOO™, a partir do Oz~ e do *NO (Tramutola et al., 2017), e consiste
na adicdo de um grupo nitro (-NO2) em ortocarbonos do anel aromético de residuos
de tirosina, triptofano, cisteina ou metionina (Corpas et al., 2009). O evento pode
ocasionar a perda ou ganho de funcbes, e inativacdo ou aumento na taxa da
degradacédo da proteina (Webster & Myatt, 2008).

As ERO também podem atacar ligacdes peptidicas, formando fragmentos de
proteinas (Xiong & Guo, 2021). Geralmente, a clivagem da estrutura de um peptideo
€ iniciada pelo Oz~ que media a formagao de RO+ no carbono-a préximo a ligagao
peptidica (Kehm et al., 2021). Posteriormente, a inducédo de clivagem de ligacGes
peptidicas ocorre pela via de a-amidacéo ou via diamida (Ahmad et al., 2017). Na via
de a-amidacao a ligacdo carbono-nitrogénio que abrange o sitio de radicalizacéo do
carbono-a pode sofrer clivagem homolitica, formando um derivado N-a-cetoacil e um
radical amida, enquanto na via diamida, a ligacdo carbono-carbono do esqueleto do
peptideo, pode sofrer clivagem hemolitica e formar uma diamida e um radical
isocianato (Stringfellow et al., 2014).

Outra forma de oxidacdo proteica envolve os subprodutos da peroxidacao
lipidica. Estes compostos sdo considerados fortes eletrofilos, ou seja, possuem
capacidade de reagir rapidamente com grupos nucleofilicos de proteinas, como, por
exemplo, cadeias laterais de lisina, cisteina e histidina (Fedorova et al., 2014). Desta
forma, a interacéo de proteinas com os subprodutos da peroxidacéao lipidica, como os
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aldeidos a,p-insaturados (4-hidroxinonenal e acroleina) e di-aldeidos (malondialdeido
e glioxal), também pode ocasionar a formacao de grupos carbonila (Suzuki et al.,
2010).

Além destes, outro mecanismo comum da inducdo de danos oxidativos em
proteinas € a oxidacdo catalisada por metais. Neste caso, a producdo de H202€e a
presenca de fons de Fe?* sdo os elementos principais da reacdo de Fenton, cujo
produto sdo os *OH, responsaveis por realizar ataques as cadeias laterais de
aminoacidos (Ahmad et al., 2017; Xiong & Guo, 2021). Adicionalmente, o0s
aminoacidos mais sensiveis a oxidacdo sdo aqueles com grupos de cadeias laterais
aromaticas e aqueles contendo grupos sulfidrila (Cecarini et al., 2007).

Proteinas oxidadas ndo podem ser reparadas por enzimas celulares, e caso
ndo sejam eliminadas através de vias proteassomais ou lisossomais, podem se
acumular e formar agregados, que por sua vez, podem promover disfuncdo e morte
celular por apoptose ou necrose (Cecarini et al., 2007; Fedorova et al., 2014). Além
disso, os processos danosos de oxidacao, sdo capazes de desencadear alteracdes
na atividade de enzimas, de receptores, em mecanismos de transdugéo de sinais, no
transporte de membrana, e na suscetibilidade a protedlise, e consequentemente
contribuir para desenvolvimento de doencas e envelhecimento precoce (Lobo et al.,
2010; Almeida et al., 2022; Hajam et al., 2022).

Os radicais livres também atacam os acidos nucleicos. Varios tipos de danos
podem ser induzidos por estes ataques, incluindo a formacéao de sitios abasicos (DNA
apurinico/apirimidinico), oxidacdo de pirimidinas e purinas, formacao de adutos de
DNA e quebras de DNA de fita simples e de fita dupla (Kryston et al., 2011; Shi &
Dansen, 2020).

O radical *OH é considerado o radical mais biologicamente ativo, e tem
predominantemente o DNA como alvo (Sharma et al., 2016). Por exemplo, radicais
*OH podem se ligar ao DNA e consequentemente, danificar a estrutura da
desoxirribose, incluindo bases pirimidinicas e purinas (Saha et al., 2017). O contato
do *OH com as pirimidinas (timina (T) e citosina (C)) nas posi¢des 5 ou 6 do anel
heterociclico, promove varias lesGes de base (Kryston et al., 2011). De acordo com a
literatura, os radicais *OH podem interagir com nucleobases de timina, citocina,

guanina (G) e adenina (A), através de reactes de adicdo (formacédo de adutos) ou
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através da abstracdo de atomos de hidrogénio de sua estrutura quimica (Dizdaroglu
& Jaruga, 2012; Cadet & Wagner, 2013).

Além disso, como ja mencionado, a interagdo de radicais hidroxila com o
material genético também possibilita a quebra de DNA de fita simples e de fita dupla.
O mecanismo consiste na abstracdo de atomos de hidrogénio da 2-desoxirribose,
levando a formacéo de radicais a base de carbono, que na presenca de oxigénio
podem ser convertidos em radicais ROOe, que também podem abstrair atomos de
hidrogénio de porc¢des de acucar, levando a quebras da fita de DNA (Kryston et al.,
2011). Quebras no DNA de fita dupla sé@o potencialmente perigosas, podendo
promover mutagenicidade devido a rearranjos cromossomais ou perda de informacao
genética em caso de erros no reparo de DNA (Srinivas et al., 2019).

Os danos promovidos ao DNA por lesbes oxidativas sédo fatores
desencadeadores de mutacdes, instabilidade genbémica e consequentemente do
processo carcinogénico (Alnajjar & Sweasy, 2019). Além da perda do material
genético, o estresse oxidativo pode promover anormalidades cromossémicas, como a
translocacao e fusao aberrante de cromossomos quebrados e ativagéo de oncogenes,
promovendo o cancer (Pizzino et al., 2017; Shi & Dansen, 2020).

Em adicdo, além dos danos oxidativos que podem ser promovidos em
membranas celulares, proteinas e DNA, as ERO podem influenciar na ativacéo de
receptores de tirosina quinase (RTK’s), e alguns exemplos de vias pré-oncogénicas
que podem ser ativadas por ERO no desenvolvimento do céancer sao
P13K/AKT/mTOR, NF-kB e RAS/MAPK (D’souza et al., 2020; Kirtonia et al., 2020).

2.4. Cancer

O cancer é um termo que caracteriza um grande conjunto de doencas em que
células anormais surgem em qualquer parte do corpo, sendo sua caracteristica
principal a proliferacdo descontrolada (Organizacdo Mundial da Saude — OMS, 2023).
O céancer é a segunda causa de morte em todo o mundo (American Cancer Society,
2023), ficando somente atras de doencas cardiovasculares (Ritchie & Roser, 2018)
(Figura 6). Globalmente, uma a cada seis Obitos & ocasionada pela doenga (OMS,

2022) e em 2020, foi responsavel por quase 10 milhdes de ébitos (Sung et al., 2021).
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Figura 6. Niumero de 6bitos no mundo, promovidos por diferentes causas no ano de
2019. Fonte: RITCHIE & ROSER, 2018 em Our World in Data. (URL:

https://ourworldindata.org/grapher/annual-number-of-deaths-by-cause).

Cancer de pulmdo, préstata, colorretal, estbmago e figado sdo os tipos mais
comuns em homens, enquanto cancer de mama, colorretal, pulméo, colo do Utero e
tireoide sdo os mais comuns entre as mulheres (Figura 7) (American Cancer Society,
2018). Segundo o Global Cancer Observatory (GLOBOCAN, 2024a), em 2040 o
namero global de casos deverda aumentar para 29,9 milhdes, com 15,3 milhdes de
mortes ocasionadas pela doenca (GLOBOCAN 2024b).

Cases WORLD Deaths
Males Females Males Females
All sites 8,818,700 All sites 8,218,200 All sites 5,347,300 All sites 4,142,600
Lung, bronchus & trachea 1,368,500 Breast 2,088,800 Lung, bronchus & trachea 1,184,900 Breast 626,700
Prostate 1,276,100 Colon, rectum & anus 823,300 Liver 548,400 Lung, bronchus & trachea 576,100
Colon, rectum & anus 1,026,200 Lung, bronchus & trachea 725,400 Stomach 513,600 Colon, rectum & anus 396,600
Stomach 683,800 Uterine cervix 569,800 Colon, rectum & anus 484,200 Uterine cervix 311,400
Liver 596,600 Thyroid 436,300 Prostate 359,000 Stomach 269,100
Urinary bladder 424100 Uterine corpus 382,100 Esophagus 357,200 Liver 233,300
Esophagus 399,700 Stomach 349,900 Pancreas 226,900 Pancreas 205,300
Non-Hedgkin lymphoma 284,700 Ovary 295,400 Leukemia 179,500 Qvary 184,800
Kidney 254,500 Liver 244,500 Urinary bladder 148,300 Esophagus 151,400
Leukemia 249,500 Non-Hodgkin lymphoma 224,900 Non-Hodgkin lymphoma 146,000 Leukemia 129,500

Figura 7. Estimativa de casos de cancer e mortes em todo mundo, no ano de 2018.
(Exceto cancer de pele ndo-melanoma). Fonte: American Cancer Society. Global

Cancer Facts & Figures 4th Edition. Atlanta: American Cancer Society; 2018.
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No Brasil, conforme dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), foi estimada
a ocorréncia de 704 mil novos casos para cada ano do triénio de 2023-2025 (Santos
et al.,, 2023). Dentre estes, com excecdo do cancer de pele ndo melanoma, a
estimativa dos tipos de cancer mais frequentes em homens incluem préstata, colon e
reto, pulmao, estbmago e cavidade oral. Em mulheres, cancer de mama, colon e reto,

colo do utero, pulméo e tireoide irdo figurar entre os principais (Tabela 1).

Tabela 1. Incidéncia estimada conforme a localizac&o primaria do tumor e sexo para
homens e mulheres para o ano de 2023. (Fonte: INCA — Santos et al., 2023)

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do utero 17.010 7.0%
Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, brénquio e pulmao  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Esdfago 8.200 3.4% Estémago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do atero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% Qvério 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2.3%

2.4.1. O processo carcinogénico

O corpo humano é constituido por cerca de 30 trilhBes de células, que se
organizam e formam tecidos e 6rgdos. Em um corpo saudavel, as células possuem
um ciclo de vida muito bem estabelecido, onde se dividem, amadurecem, realizam
suas funcdes fisiologicas e morrem (Healthline, 2018). Este processo pode ser
interrompido, seja por meio de eventos epigenéticos ou acumulo de mutacées que
alteram vias de regulacdo relacionadas a processos de proliferacdo, apoptose,
imortalizacdo, motilidade, replicacéo e reparo do DNA, invasédo e adeséo (Fouad &
Aanei, 2017; Poltavets et al., 2018; Nobili et al., 2020).

Células que sofreram alteragdo em vias de regulacdo, estdo suscetiveis a
promover o desenvolvimento de um céancer, apresentado certas caracteristicas em
relacdo as ceélulas normais (Loeb & Harris, 2008). Estas caracteristicas sao
denominadas “Hallmarks of Cancer” ou marcas registradas do cancer. Sao
capacidades bioldgicas conhecidas como: evaséo de supressores de crescimento,
escape de destruicdo imunoldgica, ativacdo de imortalidade replicativa, promoc¢éo de
inflamacé&o pelo tumor, ativacdo de invasdo e metastases, inducéo de angiogénese,

instabilidade gendmica e mutacgdes, resisténcia a morte celular, desregulacdo do
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metabolismo celular e sustentacédo da sinalizacéao proliferativa (Figura 8) (Hanahan,
2022). As células podem adquirir estas caracteristicas durante o processo de

carcinogénese, conferindo malignidade a doenca (Block et al., 2015).

Sustentacédo da Evaséo de
sinalizagao supressores de
proliferativa crescimento
. Escape de
) destruicao
v imunolégica

"4

Desregulacéo do y
metabolismo
celular @
|

Resisténcia a
morte celular

+ 0 @] Ativagdode
) imortalidade

replicativa

Instabilidade Promocao de
gendmicae inflamac&o pelo
mutacgdes tumor
Inducgéo de Ativacéo de
angiogénese invasao e
metastases

Figura 8. Hallmarks of cancer (marcas registradas do céncer). Fonte: Hanahan.,
(2022) (adaptado).

O desenvolvimento do cancer é um processo complexo e envolve multiplas
etapas que surgem devido a alteragcbes moleculares e celulares, especialmente de
origem genética (Imran et al., 2017; Biswal et al., 2017). De acordo com a literatura,
trés etapas estdo envolvidas neste processo, e sdo denominadas de iniciacao,
promocao e progressao (Trosko et al., 2013; Siddiqi et al., 2015; Vega et al., 2018).
Estas etapas sao inter-dependentes com os eventos relacionados ao desenvolvimento
do tumor, como (I) a constru¢cdo de um nicho: interacdo da célula transformada com
células normais e do estroma durante a etapa de iniciacdo para sobrevivéncia, (II)
expansdo: durante a promocao, células transformadas adquirem mais mutacdes, se
expandem e ativam vias de sinalizacdo oncogénicas que recrutam células do sistema
imunologico e fibroblastos, e (lll) maturacdo: aumento da interacdo com o estroma e
com células progenitoras da medula O6ssea, angiogénese e formacdo do

microambiente tumoral (Figura 9) (Barcellos-Hoff et al, 2013).
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Figura 9. Representacdo esquematica dos eventos da formacdo de um tumor primario
e sua interdependéncia com os estagios do processo carcinogénico. Fonte: Barcellos-
Hoff et al.,, (2013). Legenda; CAF: fibroblasto associado ao cancer, IMC: célula

mieloide imatura.

A fase de iniciacdo da carcinogénese é resultante de extensivos danos ao DNA,
ocasionados por uma variedade de fatores de origem exdgena, incluindo exposicao a
produtos quimicos mutagénicos, radiacao ultravioleta, habitos individuais prejudiciais
(tabagismo, dieta inadequada, consumo excessivo de alcool), e/ou por fatores de
origem enddgena, como sistema imunologico comprometido e predisposicdo genética
(George et al., 2017; Rawla et al., 2019; Centers for Disease Control and Prevention,
CDC, 2021).

Uma vez que uma célula normal € exposta ao agente carcinogénico, mutacdes
podem ser promovidas, resultando na disfungdo de genes e alteracdo de funcodes
celulares (Hassanpour & Dehghani, 2017). Os proto-oncogenes Sao 0S responsaveis
pela regulacdo positiva da divisédo e diferenciagcdo celular, enquanto os genes de
supressado tumoral possuem um papel regulatério negativo sobre estes eventos
(Kontomanolis et al., 2020). Desarranjos cromossomais ou mutacfes génicas podem
converter 0s proto-oncogenes em oncogénes, e/ou levar a perda da fungéo inibitoria
dos genes de supresséo tumoral (Imran et al., 2017). Tais alteracbes resultam na
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desregulacdo de vias de sinalizagdo intracelulares associadas a proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Siddiqui et al., 2015), desencadeando a
transformacao de uma célula normal em uma célula cancerigena (Savant et al., 2018).

O processo de promoc¢ao é marcado pela proliferacdo descontrolada da célula
transformada e seu consequente acumulo, amplificacdo de mutacdes presentes na
populacao de células em expansao e formacgéo do tumor (Loeb & Harris, 2008; Block
et al., 2015; Lopez et al., 2021). Na fase de progressédo, o microambiente tumoral
(composto por células mieloides imaturas, fibroblastos e macréfagos associados ao
tumor) libera o VEGFA (Vascular endothelial growth factor A), levando a formacéao de
Novos vasos sanguineos (angiogénese), auxiliando no desenvolvimento do cancer,
através da liberacdo de citocinas, quimiocinas e outros fatores de crescimento
(Barcellos-Hoff, et al., 2013; Baghban et al., 2020).

Conforme este desenvolvimento, mutacdes adicionais em genes de morte,
sinalizacdo e diferenciacdo celular podem ser desencadeadas, promovendo a
presenca de combinagdes Unicas de alteracdes genéticas e levar sucessivamente a
expansado do tumor (Compton, 2020).

Como resultado, o tumor adquire caracteristicas malignas, que incluem
principalmente a proliferacdo rapida e incontrolavel de células cancerosas e
capacidade de invasdo e formacdo de metastases, atingindo partes adjacentes do

corpo e/ou espalhando-se para outros 6rgaos.

2.4.2. Metastases

Ao apresentar os Hallmarks of cancer, as células neoplasicas continuam a
evoluir no hospedeiro e podem formar metastases, que marcam o estagio final da
progressdo de um céancer (Gui & Bivona, 2022). Neste caso, a doenca pode ser
denominada como cancer metastatico ou como cancer de estagio IV (Ultimo estagio),
como é chamada em muitos tipos de cancer (National Institute of Health, 2020).

Durante a progressdo da doenca, células cancerigenas de um tumor primario
podem disseminar-se através do sistema circulatorio ou linfatico, invadir e colonizar
outros tecidos ou 6rgaos e formar tumores secundarios (Nobili et al., 2020; Birkbak &
Mcgranahan, 2020; Zhong et al., 2020). Neste processo, as células cancerosas devem
superar obstaculos especificos para se disseminar com sucesso e se estabelecerem

em um local secundario (Block et al., 2015). Para formar um novo tumor, estas células
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iniciam a cascata metastatica, um processo constituido por etapas bioldgicas
sequenciais, denominadas de invasdo, intravasdo, circulacdo, extravasdo e
colonizagéao (Figura 10) (Savant et al., 2018; Fares et al., 2020).
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Figura 10. Visdo global da cascata metastatica. Fonte: Anderson et al., (2019).

Legenda; MDSC: células supressoras mieloderivadas.

Inicialmente, as células tumorais precisam desprender-se do tumor primario (Li
et al., 2019a). E para isto, passam pela transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), onde
ocorre a perda de proteinas de juncéo de células epiteliais (E-caderinas, ocludinas e
citoqueratinas) e expressdo de proteinas mesenquimais (N-caderina, vimentina e
fibronectina) (Mittal et al, 2018). Estes eventos induzem a perda da adeséo célula-
célula e remodelacado do citoesqueleto celular (Zhang et al., 2013; Basu et al., 2018),

conferindo motilidade e capacidade de migracédo (Martin et al., 2013) (Figura 11).
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Figura 11. Representacdo esquematica da transicdo epitélio-mesenquimal. Fonte:
Compton., 2020.

Posteriormente, por meio da sintese de proteases conhecidas como catepsinas
e metaloproteinases, as células tumorais rompem a membrana basal do tumor
primario e comecam a degradar a matriz extracelular para adentrar outras regides do
corpo (Smith & Kang, 2013; Welch & Hurst, 2019; Bergers & Fendt 2021).

Apos a invasao local, as células tumorais realizam a etapa de intravasao,
entrando no sistema linfatico ou circulatério (Welch & Hurst, 2019). A maioria dos
casos de intravasamento, ocorrem a partir dos vasos sanguineos (Chiang et al., 2016).

Sinais quimiotaticos derivados do microambiente tumoral, estimulam as células
de um tumor primario a migrarem para as regioes vasculares, através da degradacao
da matriz extracelular ou por invasdo ameboide (Zavyalova et al., 2019). O
intravasamento de células tumorais em vasos sanguineos esta intimamente associado
a barreira vascular, composta de pericitos e principalmente de células endoteliais (Yan
& Jurasz, 2016; Li et al., 2019b; Smeda et al., 2020).
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As células tumorais podem adentrar na circulacdo sanguinea através do
processo de migracao transendotelial, que pode ser realizado paracelularmente (entre
as juncdes das células endoteliais) ou transcelularmente (através do corpo das células
endoteliais) (Garcia-Roman et al., 2013; Herman et al., 2019). Alguns eventos
moleculares que contribuem para realizacdo destes processos séo: (I) MMP-1 (matrix
metalloproteinase-1) liberadas pelas células tumorais ativam receptores PARL1
(Protease-activated receptor 1) presentes em células endoteliais, e induzem o
aumento da permeabilidade vascular e remodelacdo das juncbes endoteliais,
fornecendo um canal de intravasamento, (lI) ADAM-12 (A disintegrin and
metalloprotease 12) pode clivar caderinas e receptores de angiopoetina 1 (TIE2) das
células endoteliais e ocasionar a disrupcdo de juncdes endoteliais, e (Ill) fator de
necrose tumoral (TNF-a1) liberado por macrofagos induz a retracdo das juncdes
endoteliais, facilitando a migracéo transendotelial (Figura 12) (Reymond et al., 2013;
Li et al., 2019b).
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Figura 12. Representacao esquematica dos mecanismos que podem contribuir para a
entrada de células cancerigenas na vasculatura (intravasédo). Fonte: Reymond et al.,
(2013).

Uma vez na circulacdo sanguinea, as células tumorais se movem por
mecanismos de motilidade ativa ou passiva (empurradas de acordo com o fluxo
sanguineo) (Welch & Hurst, 2019). As células invasoras séo conhecidas como células
tumorais circundantes (CTC’s), podendo locomover-se isoladas ou em grupos, e
espalhar-se amplamente através da circulagdo venosa e arterial (Valastyan &
Weinberg, 2011; Lambert et al., 2017). No entanto, devem ser capazes de sobreviver

a alguns obstaculos, tais como danos fisicos por forcas de cisalhamento
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hemodinamicas e morte mediada por células do sistema imunoldgico (Chiang et al.,
2016).

Interagdes das CTC’s com outras células presentes no ambiente vascular
contribuem para sua adaptagao e sobrevivéncia no ambiente. Dentre estas, a ativagao
das plaquetas pelas CTC’s promove a agregacdo destas ao redor das CTC’s,
formando uma espécie de escudo que fornece estrutura para suportar o estresse fisico
ocasionado pela circulacdo sanguinea e impedir a deteccao por células imunologicas
(Gay et al., 2011; Yan & Jurasz, 2016).

Adicionalmente, fatores bioldgicos secretados por plaguetas e CTC’s
influenciam mondacitos e células endoteliais, facilitando a migracédo transendotelial
para fora da circulacdo (Lambert et al., 2017). Neste evento, 0 microambiente tumoral
em conjunto com outras células imunolégicas, incluindo neutréfilos, liberam citocinas
gue ocasionam o aumento de proteinas de adesdo (ANGPTL4, ICAM-1, VCAM-1) e
fibronectina em células endoteliais, contribuindo com a parada, adeséo e extravasao
das CTC’s (Smith & Kang, 2013).

Células tumorais que extravasaram reestabelecem suas caracteristicas
epiteliais, revertendo o processo de EMT, conhecido como transicdo mesenquimal-
epitelial (MET) (Compton, 2020). Dentre as milhares de CTC’s que intravasaram na
circulacdo sanguinea, apenas um pequeno grupo consegue sobreviver e extravasar
para outras regibes do organismo, sendo conhecidas como células tumorais
disseminadas (CTD’s) (Liskova et al., 2020). Durante o inicio da etapa de colonizagéo,
em um determinado novo tecido do organismo, trés cenarios podem ocorrer com as
CTD’s: (1) morte celular, (1) proliferagédo no novo microambiente, formacao de micro e
macrometastases e (lll) ativacdo do estado de dorméncia (Reymond et al., 2013).

Células tumorais conseguem sobreviver a morte celular e completar a etapa
de colonizacéo através do seu estabelecimento em um ambiente propicio para o seu
desenvolvimento (Smith & Kang, 2013; Anderson et al., 2019). Esse ambiente é
conhecido como nicho pré-metastatico, e é preparado antecipadamente pelo tumor
primario através da liberacdo de fatores tumorais na forma de sinais que recrutam
diversas células do sistema imunolégico (Smith & Kang, 2013; Welch & Hurst, 2019).

Os nichos pré-metastaticos sdo locais que possuem matriz extracelular
remodelada, alta permeabilidade vascular, desregulacdo imune e expressdo de

moléculas endoteliais que facilitam a adeséo das CTD’s ao local (Peinado et al., 2017).
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As células tumorais que falharam ao se adaptar e colonizar um determinado
tecido, ou que sofreram imposicdo de sinais anti-proliferativos, podem entrar em
estado de dorméncia, que pode durar semanas, meses e até anos (Lambert et al.,
2017). As micrometastases estdo suscetiveis a este evento, uma vez que as taxas de
apoptose se igualem a taxa de proliferacdo (Fares et al., 2020). Adicionalmente, 0
desenvolvimento de microambientes de dorméncia também pode ocorrer. Os nichos
de dorméncia sao constituidos por células do tecido conjuntivo (fibroblastos, pericitos
e células imunologicas) que liberam fatores estimuladores de quiescéncia em células
tumorais que se disseminaram em microambientes pouco favoraveis ao seu
crescimento (Peinado et al., 2017).

A disseminacdo metastatica de células cancerosas e consequente formacéo de
novos tumores no hospedeiro é a principal causa da mortalidade relacionada ao
cancer (Li et al., 2019a; Liskova et al., 2020; Meirson, 2020). Cerca de 90% dos
pacientes vém a 6bito em decorréncia de metastases (Garcia-Roman, 2013; Popper,
2020). Com excecao do céancer cerebral e cancer de pele basal, todos os canceres,
incluindo sarcomas, melanomas e malignidades hematolégicas, tém a capacidade de

metastatizar (Compton et al., 2020).

2.5. Cancer de Pele: nao-melanoma e melanoma

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, possui funcdes de protecéo contra o
calor, luz, infec¢cdes, e auxilia no controle da temperatura corporal e armazenamento
de agua (Zhang et al., 2020). O desenvolvimento do cancer de pele esta entre as
diversas complicacbes que podem acometer este 6rgao, e se nao diagnosticado e
tratado precocemente, pode comprometer a qualidade de vida e levar individuos a
Obito (Garcia-Montero, 2020; INCA, 2021a).

O céancer de pele é um dos mais comuns no mundo e o crescimento anormal
das células que compdem a pele é o principal evento biol6gico que caracteriza a
doenca (Craythorne & Al-Niami, 2017; Skin Cancer Foundation, 2021).

Diversas causas podem contribuir para o0 seu surgimento, incluindo
suscetibilidade a queimaduras, fatores fenotipicos (pele clara, olhos azuis, cabelos
ruivos), genéticos (histoérico familiar), doencas raras (xeroderma pigmentosum) e
sindromes de GORLIN e de MUIR-TORRE (Lai et al., 2018). Adicionalmente,

exposicdo ao composto quimico arsénico e imunossupressao sao fatores relevantes,
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porém a principal causa associada é a exposicdo cumulativa aos raios solares
ultravioleta (Fahradyan et al., 2017; Liu-Smith, 2017; Didona et al., 2018).

Referente ao cancer de pele, duas categorias sdo existentes: cancer de pele
nao-melanoma e cancer de pele melanoma (Pacheco & Krolling, 2020). O céancer de
pele do tipo ndo-melanoma ocupa posicdo de destaque entre 0s tipos mais comuns
de cancer no mundo, tendo em vista sua colocacdo em quinto lugar no ano de 2018,
apresentando mais de um milh&o de casos e 65 mil mortes (Bray et al, 2018). No
Brasil, segundo dados do INCA., (2021a), foram constatados 2.616 mil ébitos em
2019, e estimados mais de 170 mil casos no ano de 2020.

O céancer de pele ndo-melanoma tem origem nos queratindcitos, células
localizadas na camada granulosa e camada basal da epiderme (Maru et al., 2014).
Este tipo corresponde a 95 % dos casos de cancer de pele no mundo, possuem
desenvolvimento lento, raramente séo letais e sdo mais frequentes em partes do corpo
comumente expostas ao sol, como orelhas, rosto, pescoco e ante-bracos (Craythorne
& Al-Niami, 2017; OMS, 2017). Seus tipos mais frequentes incluem o carcinoma
basocelular e o carcinoma de células escamosas (Lai et al., 2017).

Por outro lado, o melanoma é uma das formas mais agressivas do cancer de
pele e uma das principais causas de mortalidade por cancer, tendo em vista seu alto
potencial metastatico (Leonardi et al., 2018). Em 2018, mais de 287 mil casos e 60 mil
mortes foram reportados (Bray et al., 2018). De acordo com o INCA., (2021b), no
Brasil, mais de 1,9 mil dbitos foram constatados em 2019 e mais de 8 mil casos foram
estimados em 2020.

Este tipo de cancer tem origem nos melandcitos, células localizadas na camada
basal da epiderme, e que produzem a melanina, substancia que da pigmentacédo a
pele (Maru et al., 2014; American Cancer Society, 2021a). Adicionalmente, o
melanoma ainda pode ser classificado conforme sua apresentacdo, em cutaneo e nao
cutaneo (Tas et al., 2011).

Melanomas cutaneos compreendem a maioria dos casos diagnosticados
(91,2%) e sé&o subdivididos em (I) melanoma expansivo superficial; crescimento lateral
e posteriormente vertical (invasivo); (II) melanomas nodulares; lesbes elevadas e
verticais de rapido crescimento, geralmente de pigmentacdo azul ou preta; (llI)
melanoma lentiginoso; comum em idosos, cresce verticalmente, iniciando-se como

pequenas maculas ou sardas, evolui com o tempo, torna-se assimétrico; e (V) acral
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lentiginoso; comum nas palmas do pés, maos, regibes subungueais e mucosas
(Schandedorf et al., 2015; Carr et al., 2019). Melanomas ndo cutaneos sao incomuns
e podem surgir em regides oculares, genitais e nasais (Mclaughlin et al., 2005; Del
Prete et al., 2016).

A agressividade e letalidade dos melanomas podem ser atribuidas a presenca
de varias alteracdes genéticas (Miller, 2006; Luke et al, 2017; My Cancer Genome,
2021a). A desregulacdo nos genes BRAF, NRAS, e NF1 que participam ativamente
da via das MAPK (Mitogen-activated protein kinase), sdo alguns exemplos de
alteracdes impulsoras no desenvolvimento do melanoma (Figura 13) (Jenkins &
Fisher, 2020). O gene KIT que codifica o receptor tirosina quinase é outro exemplo,
cuja ativacao esté associada com a proliferacédo e sobrevivéncia do melanoma através
da ativagao da via P13K/Akt (Leonardi et al., 2018).
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Figura 13. Desregulagéo da via de sinalizacdo MAPK no melanoma. Fonte: Jenkins &
Fisher, (2020).
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A radiacédo ultravioleta (UVR) é o principal fator de risco para ambos os tipos
de cancer de pele. No caso do tipo ndo melanoma, este fator advém principalmente
da exposicédo cumulativa a UVR, enquanto a superexposicdo a UVR pode ser o fator
desencadeante do tipo melanoma (Lindgvist et al., 2022). A UVR pode promover
danos ao DNA das células da epiderme de maneira direta ou indireta (Pfeifer et al.,
2020). A radiacdo UVB induz a formacdo de fotoprodutos como dimeros de
ciclobutano pirimidina e pirimidina-pirimidona, podendo desencadear quebras na fita
de DNA (Emanuelli et al., 2022). A radiacdo UVA pode promover principalmente danos
oxidativos, induzindo a formacédo de espécies reativas como o Oz, por meio de
reacoes de fotossensibilizacdo (Cadet et al., 2015; Di Mascio et al., 2019).

Neste sentido, alguns cuidados podem ser tomados em relagcéo a prevencgao e
suspeita do surgimento do cancer de pele. Estes incluem, evitar exposi¢ao prolongada
e desprotegida aos raios solares, utilizar protetores solares e a quimioprevencao
(Wehner, 2018; Carr et al., 2019; Fontana et al., 2019).

A autoverificagdo no corpo utilizando os critérios ABCDE (A: assimetria, B:
Bordas, C: cor, D: diametro, e E: evolugdo) do melanoma, podem auxiliar na
prevencdo e diagnodstico de possiveis complicacfes. (Figura 14) (Craythorne & Al-
Niaml, 2017; Carr et al, 2019).

(A) (B) (€) (D) (E)
Assimetria Borda Cor Diametro Evolucéo

Simétrico Bordas iguais Uma cor Menor que Nevo comum
6mm

Assimétrico Bordas Varias cores Maior que Aumentando
diferentes 6mm de tamanho

Figura 14. Os critérios ABCDE do melanoma. Fonte: Gajera et al., 2022, (adaptado).
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2.6. Leucemias

A medula 6ssea possui papel essencial na producédo das células sanguineas
do nosso corpo (Johnson et al., 2020). Os eritrocitos (glébulos vermelhos), leucdcitos
(glébulos brancos) e as plaquetas (fragmentos celulares) sdo desenvolvidas neste
tecido, a partir de células tronco hematopoiéticas (Figura 15) (Bain et al., 2017; Zhang
et al., 2019). Uma das principais funcdes dos eritrécitos inclui a captacdo do oxigénio
dos pulmdes e seu transporte para os tecidos do organismo, os leucdcitos sao
responsaveis pela defesa imunolégica e as plaquetas possuem a funcdo de
coagulacao sanguinea, essencial para a homeostase (Glenn & Armstrong, 2019; Bain
et al., 2021).
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Figura 15. Producéo de células sanguineas a partir da diferenciacao de células-tronco
hematopoiéticas na medula 6ssea. Fonte: Zhang et al., (2019).

A producdo de células sanguineas em excesso configura um grupo de
malignidades hematoldgicas conhecidas como leucemias (Yilmaz et al., 2020;
Méndez-Ferrer, 2020), um tipo de cancer hematolégico que acomete as ceélulas
presentes no tecido hematopoiético.
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As leucemias se caracterizam pela proliferacdo desenfreada dos glébulos
brancos, em consequéncia de alteracbes genéticas promovidas em células
tronco/progenitoras durante estagios de diferenciacao e maturacao (Long et al., 2022).
Muitas vezes, as células transformadas ndo conseguem sair do estagio inicial de
desenvolvimento, permanecendo indiferenciadas e nao funcionais (Nowak et al.,
2009).

As células transformadas podem se acumular na medula éssea ou no sangue
periférico, prejudicando a producédo e/ou inibindo a a¢do de outras células sanguineas
normais, eventos que desencadeiam diversos sinais da doenca (Kouchkovsky &
Abdul-Hay, 2016; Behrmann et al., 2018). Os sintomas podem ser relacionados a (1)
diminuicdo dos eritrécitos: ocasiona anemia, palpitacdo, falta de ar, fadiga e dor de
cabeca; (II) reducdo dos globulos brancos: leva ao comprometimento das defesas
imunologicas e torna o paciente suscetivel a infecgdes recorrentes; e (I11) a diminui¢éo
no numero de plaquetas: promove o aparecimento de manchas roxas pelo corpo e
sangramento no nariz e na regido das gengivas (Davis et al., 2014; Bernard et al.,
2017; INCA, 2021c). Outros sintomas incluem febre, suor noturno, dispneia e
esplenomegalia (Jabbour & Kantarjian, 2018; Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).

No ano de 2018 foram estimados mais de 435 mil casos e mais de 309 mil
mortes por leucemia no mundo (Bray et al., 2018). No Brasil, segundo dados do INCA,
(2021c), foram estimados mais de 10 mil casos de leucemia no ano de 2020 e 7,3 mil
mortes no ano de 2019. As leucemias podem ser categorizadas baseando-se nos
parametros de velocidade de evolucdo da doenca: leucemias agudas (agravam-se
rapidamente) e leucemias crbnicas (agravam-se lentamente); e baseado no tipo de
origem celular: leucemias linfoides (origem linfoide) e leucemias mieloides (origem
mieloide), configurando quatro subtipos principais: Leucemia Linfoide Aguda (LLA);
Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Linfoide Crbénica (LLC) e Leucemia
Mieloide Crénica (LMC) (Hao et al., 2019).

A LLA é o tipo mais comum de leucemia em criancas (1-14 anos),
correspondendo a 80 % dos casos (Rasool et al., 2015; Terwilliger & Abdul-Hay,
2017). Este tipo de leucemia pode se originar de um Unico precursor hematopoiético
gue afeta as linhagens de linfocitos B (85%), linfocitos T (10-15%) e células NK <1%
(Fujita et al., 2021). Em pacientes com LLA, mutacdes em genes codificadores de
histonas (CREBBP, EP300), em genes relacionados a ativacao da via de sinalizacao
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RTK-RAS (FLT-3, NRAS, KRAS e PTPN11) e apoptose (TP53) séo descritas (Malard
& Mohty, 2020).

Em contraste, a LMA pode surgir em qualquer faixa etaria, mas atinge
principalmente adultos e idosos (Behrmann et al., 2018; Shallis et al., 2019; Yi et al.,
2020), sendo caracterizada pela expansao clonal de células precursoras de origem
mieloide (eritroides, megacariociticas e monociticas) indiferenciadas (Rubnitz et al.,
2008; O’Donnell et al.,, 2012; Papaemmanuil et al., 2016). Na LMA, rearranjos
cromossémicos e diversas mutacdes também estdo presentes, incluindo nos genes
do receptor FLT3, de fatores de transcricdo mieloide (RUNX1) e no gene do inibidor
tumoral nucleofosmina (NPM1) (Doéhner et al., 2015). Adicionalmente, alteracdes
genéticas em LMA podem se acumular com a idade (Saultz & Garzon, 2016).

As leucemias cronicas séo responsaveis por 43% dos casos em todo 0 mundo
e sao caracterizadas por um acumulo relativamente lento de células sanguineas
anormais, principalmente maduras (Elert, 2013). A LLC também € um tipo de cancer
hematologico em que as células anormais sdo de origem linféide (Delgado et al.,
2020). A maioria das pessoas diagnosticadas com a doencga tem mais de 55 anos,
afetando raramente criancas (INCA, 2021c). Dele¢cdes no cromossomo 13, mais
especificamente no gene DLEU2 (supressao tumoral) estdo presentes em 55% dos
casos da doenca, outras mutacfes ocorrem no gene ATM (resposta a danos ao DNA)
e TP53 (apoptose) (Hallek, 2017; Chiorazzi et al., 2021).

A LMC é caracterizada pelo crescimento descontrolado de células mieloides
em diferentes estagios de maturacdo, evolui vagarosamente e acomete
principalmente adultos (INCA, 2021c; Minciacchi et al., 2021). A LMC é caracterizada
por uma anomalia cromossdmica que leva a forma¢édo do cromossomo Filadélfia (95
% dos casos), através da fusdo do gene ABL1 presente no cromossomo 9 com o gene
da regido BCR do cromossomo 22 (Jabbour & Kantarjian, 2018; Losson et al., 2020)
(Figura 16).
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Figura 16. Formacdo do cromossomo Filadélfia. Fonte: The Canadian CML Network,
(2021).

A formacao do cromossomo Filadélfia promove a expressao da oncoproteina
de fusdo BCR-ABL1, que por sua vez, possui atividade tirosina quinase constitutiva
(Sharf et al., 2020; Vetrie et al., 2020), podendo levar a ativacao de vias de sinalizagao
a jusante, ocasionando: (I) modificacdo na adesdo de células do estroma; (ll)
promocdo de sobrevivéncia; e (lll) inibicdo da apoptose, transformacéo celular e
aquisicao de capacidade de auto-renovacao (Minciacchl et al., 2021). Adicionalmente,
outras alteracdes genéticas frequentes em casos de LMC séo evidenciadas nos genes
RUNX1, FLT3 e ASXL1 (remodelacédo da cromatina) (Ernst et al., 2018; MedlinePlus,
2018; Awad et al., 2020; My Cancer Genome, 2021b).

Existem varios fatores de risco que aumentam as chances de uma pessoa
desenvolver algum tipo de leucemia. Dentre estes, estéo (l) idade: onde criancas sao
mais propensas a ter LLA, enquanto pessoas mais velhas sdo mais propensas a
desenvolver LMA e LLC; (Il) género: homens possuem maiores chances de
desenvolver leucemias que as mulheres; (Ill) raca: leucemias sdo mais comuns em
pessoas brancas, (IV) virus: infec¢cdes por HTLV-1 (virus linfotropico de células-T
humanas) estdo associadas com LLA; e (IV) exposicdo a radiacdo e produtos
guimicos, histérico familiar e sindromes genéticas séo fatores gerais associados ao
desenvolvimento de leucemias (Malard & Mohty, 2020; American Cancer Society,
2021b,c,d; Tebbi, 2021).

34



Frente a presenca dos sintomas mencionados, o diagndstico de leucemia pode
ser realizado. O principal método € o hemograma, e para confirmacao é realizado o
mielograma, caracterizado pela puncdo e coleta do material biolégico presente na
medula éssea do paciente, com finalidade de examinar a morfologia, a presenca de
mutacdes, os cromossomos e o fendtipo das células hematopoiéticas (INCA, 2021c).
Algumas das técnicas utilizadas no diagndéstico incluem a citometria de fluxo
(imunofenotipagem), RT-PCR (andlise molecular do DNA) e Fluorescence in situ
hybridization (Hibridizacao in situ por fluorescéncia) (FISH) para analise cromossomal
(deteccao da presenca do cromossomo Filadélfia) (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017,
Javed et al., 2020).

2.7. Tratamentos oncoldgicos

As opcdes atualmente disponiveis para o tratamento do cancer incluem
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, transplante de células-tronco hematopoiéticas,
imunoterapia e terapia alvo. De acordo com a Sociedade Brasileira de Cancerologia
(SBC, 2024), o tratamento do cancer pode ser realizado de maneira combinada, no
entanto, a melhor opgao de tratamento deve ser definida com base no tipo de cancer
e de acordo com o estagio da doenca.

A cirurgia é um procedimento realizado para remover um tecido com grande
volume de células cancerigenas, denominado tumor. Neste tratamento, pode ser
realizado um Unico corte ou Varios (cirurgia minimamente invasiva) para retirada do
tumor, e dependendo de fatores como localiza¢do no corpo e tamanho, o tumor pode
ser removido sem trazer riscos desnecessarios aos tecidos saudaveis do paciente
(Abbas & Rehman, 2018). O procedimento cirargico pode ser realizado para fins
preventivos, diagndstico, determinar o estagio do tumor e para fins paliativos (casos
de cancer avancado) (American Cancer Society, 2019a).

A radioterapia utiliza altas doses de radiacdo para matar ou retardar o
crescimento de células cancerosas ao danificar seu DNA (National Cancer Institute,
2019a). Este tratamento deve ser capaz de matar células cancerosas ao maximo,
dentro dos limites em que tecidos saudaveis adjacentes possam tolerar as lesdes por
radiacdo (Chen & Kuo, 2017). Na maioria dos pacientes, a radioterapia € aplicada em
uma parte pequena e bem definida do corpo, tendo em vista que um tecido normal,

guando exposto, pode ser afetado e sofrer efeitos toxicos (Ruysscher et al., 2019).
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O transplante de células-tronco hematopoiéticas envolve a retirada de células-
tronco saudaveis do sangue periférico, células do sangue do corddo umbilical ou da
medula 6ssea de uma pessoa e transferi-las para outra (National Cancer Institute,
2015). O tratamento pode ocorrer por meio de transplante autélogo (células-tronco
coletadas do proprio paciente sdo congeladas, armazenadas e infundidas apos
tratamentos com radio ou quimioterapia) ou pelo transplante alogénico (células-tronco
coletadas de um doador compativel) (Cancer Treatment Centers of America, 2021a).

Em ambos os tipos de transplantes, um regime de condicionamento deve ser
seguido, como o0 uso intensivo de quimioterapia para eliminar células cancerosas ao
maximo (autélogo) ou supressao imunoldgica para receber células-tronco de outro
doador (alogénico) (Copelan et al., 2006; Wingard et al., 2010). O tratamento por
transplante possui duas finalidades terapéuticas: (I) restaurar a capacidade de
producdo de células-tronco em pacientes que tiveram suas células mortas apos
sessfOes com altas doses de radioterapia ou quimioterapia; e (ll) acdo direta sobre o
cancer, que ocorre quando os glébulos brancos do doador, atacam qualquer célula
cancerosa no corpo do paciente (efeito enxerto versus tumor) (Hatzimichael & Tuthill,
2010; National Cancer Institute, 2015). Adicionalmente, este tratamento pode
desempenhar um papel importante em casos de leucemia e outras doencas
hematolégicas (Dickinson et al., 2017).

Durante os ultimos anos, a imunoterapia foi um dos principais avangos no
tratamento do cancer. Essa modalidade terapéutica possui a finalidade de estimular o
sistema imunoldgico para reativar a resposta imune antitumoral e superar as vias que
levam ao escape da morte celular (Kennedy & Salama, 2020). Atualmente, diferentes
tipos de imunoterapia sao existentes e podem ser utilizados, tais como os inibidores
de checkpoint imunolégico, terapia de transferéncia de células T, vacinas contra
cancer e anticorpos monoclonais, que sdo capazes de marcar células cancerosas
para facilitar a deteccéo e destruicdo pelo sistema imune (National Cancer Institute,
2019b; TAN et al., 2020; Cancer Treatment Centers of America; 2021b). De maneira
geral, ativar o sistema imune para eliminar tumores em pacientes € o efeito desejado,
no entanto, o uso das imunoterapias € limitado, tendo em vista que efeitos adversos
autoimunes podem ocorrer e promover danos inflamatérios em tecidos saudaveis
(Riley et al., 2019; Esfahani et al., 2020).

36



Outra modalidade de tratamento conhecida é a terapia alvo, que visa a
administracdo de drogas que atuam em alvos moleculares, como genes e proteinas
que sdo especificas para as células cancerosas ou para o ambiente do tecido que
promove o crescimento do tumor (Padma, 2015). Uma vez que estes alvos séao
atingidos, vias especificas relacionadas a carcinogénese e ao crescimento do tumor
sao bloqueadas, induzindo apoptose, bloqueio de enzimas e receptores de fator de
crescimento envolvidos na proliferacdo, metastases, regulagdo do sistema imune e
modificacdo da funcé@o de proteinas que regulam a expressao de genes (Joo et al.,
2013; Ke & Shen, 2017; Lee et al., 2018b). Na terapia alvo s&o utilizadas (l) pequenas
moléculas que adentram facilmente em células tumorais, que se ligam seletivamente
a alvos moleculares e interferem em vias de sinalizacdo e também (Il) anticorpos
monoclonais que marcam alvos na superficie celular, atuando como inibidores de
tirosina quinases ou transportando farmacos citotoxicos (Joo et al., 2013; Falzone et
al., 2018). Assim como outros tratamentos, a terapia alvo pode desencadear efeitos
adversos (Brown et al., 2016).

A quimioterapia afeta a evolugdo do tumor, suprimindo sua capacidade de
divisdo e auxiliando a apoptose, utilizando agentes denominados quimioterapicos, que
atuam promovendo morte celular de células tumorais, através do contato direto com
o DNA ou proteinas-chave necessarias para a divisao celular (Abbas & Rehman,
2018; Dickens & Ahmed, 2018). Dependendo de sua origem, 0S quimioterapicos
podem ser divididos em duas classes: derivados de produtos naturais ou de origem
sintética (Bukowskl et al., 2020; Tian et al., 2020; Dehelean et al., 2021). O mecanismo
de acdo é outro fator que diferencia os quimioterdpicos, sendo classificados em
agentes alquilantes, inibidores de topoisomerases, antimetabdlitos, inibidores
mitoticos e antibidticos antitumorais (Dickens & Ahmed, 2018; American Cancer
Society, 2019b).

2.7.1. Quimioterapicos: Mecanismos de acdo e obstaculos

O avanco nas areas da biologia celular, molecular e imunologia contribuiram
para revolucionar as terapias direcionadas ao cancer, através do advento da terapia
alvo e imunoterapia. Porém, tais tratamentos ainda possuem custos demasiadamente
elevados (Asbestos, 2021), um dos fatores que tornam dificil o0 uso destas terapias
por grupos de pessoas com menor poder aquisitivo. Dentre as diferentes terapias
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existentes, a quimioterapia ainda se destaca como a op¢do mais comum de
tratamento do cancer (Bukowski et al., 2020).

Agentes quimioterapicos sdo capazes de impedir a progressao de um cancer,
uma vez que possuem Varios alvos e mecanismos de acao (Zajgczkowska et al., 2019).
Dentre as diferentes classes citadas anteriormente estao:

() Agentes alquilantes: reagem com o DNA, adicionam radicais alquila,
promovendo quebras e ligacbes cruzadas no DNA e impedem seu reparo;

(I Antimetabdlitos: substituem as bases de RNA e DNA e impedem sua sintese
(Pan et al, 2016);

(1M Inibidores de topoisomerases: interferem na atividade de enzimas que
atuam no desenovelamento do DNA;

(IV) Inibidores mitéticos: interrompem a divisdo celular durante a mitose,
através da interacdo com as tubulinas, impedindo a formacédo de microtibulos ou
estabilizam e impedem sua quebra; (Kim et al., 2016; Martino et al., 2018);

(V) Antibidticos antitumorais: podem ligar-se ao DNA e interferir com a atividade
das enzimas de replicagéo, induzir a formacao de radicais livres e ocasionar parada
do ciclo celular (Bukowski et al., 2020; Mollael et al., 2021).

Medicamentos como a cisplatina (alquilante), vimblastina (inibidor de fuso
mitético) e doxorrubicina (antibidtico antitumoral) sdo alguns exemplos de agentes
quimioterapicos que promovem a morte por apoptose (Pan et al., 2016; Zajgczkowska
et al., 2019; Bukowski et al., 2020).

A apoptose é um mecanismo de morte celular intrinseco, altamente regulado e
seguro, conhecido como morte celular programada (Sepulveda et al., 2019;
Wattanathamsan et al., 2019). Possui papel essencial na homeostase do nosso
organismo, eliminando células que que sofreram danos genéticos irreversiveis
durante o0 desenvolvimento, erradicando agentes invasores em respostas
imunoldgicas e participando do processo de senescéncia (Arguelles et al., 2019;
D’arcy et al., 2019; Brokatzky et al., 2020).

Células que entram em apoptose passam por mudancas estruturais e
bioguimicas, que incluem condensacdo da cromatina, encolhimento citoplasmatico,
fragmentacdo nuclear e formagdo de “blebbings” da membrana plasmética
(Wattanathamsan et al., 2019; Obeng et al., 2020). A etapa final deste processo ocorre
guando os corpos apoptoticos formados séo engolfados por macréfagos (Czabotar et
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al., 2014). Eventos que marcam a apoptose como um processo biolégico organizado
e nao inflamatério (Opdenbosch & Lamkanfi, 2019).

As particularidades desta modalidade de morte celular programada sao
garantidas devido as cascatas de sinalizacdo onde participam diferentes tipos de
moléculas sinalizadoras e proteinas efetoras. A ativacdo de apoptose pode ser
induzida pela via extrinseca, por meio de receptores de morte ou através da via
intrinseca (via mitocondrial) (Arguelles et al., 2019). Geralmente, 0 processo
apoptotico é dependente da ativacao de proteases denominadas caspases, divididas
em iniciadoras (8, 9 e 10), e executoras (3 e 7) que participam de ambas as vias
(Suhaili et al., 2017; D’arcy et al., 2019) (Figura 17). Além disso, AIF (apoptosis-
inducing-factor) e EndoG (endonuclease G) sdo proteinas que também participam do
processo de apoptose via mitocondrial, em etapas posteriores, uma vez que a célula

decide morrer (ElImore, 2007).
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Figura 17. Representacdo esquematica da morte celular programada (apoptose) e

suas vias extrinseca e intrinseca. Fonte: GeneTex, (2021).
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A via extrinseca € iniciada por meio de moléculas sinalizadoras, como Fas
ligante (FasL), fator de necrose tumoral (TNF-a) ou TNF-ligante indutor relacionado a
apoptose (TRAIL), que se ligam aos seus respectivos receptores de morte, como Fas,
TNFR-1 (receptor 1 de TNF), DDR4 ou DDR5 (Schwabe & Luede, 2018; Li et al., 2020;
Arguello & Haisma, 2021). Apés esta interacdo, os receptores recrutam o FADD, uma
proteina adaptadora que recruta as procaspases (forma inativa) 8 e 10 para formar o
complexo de sinalizagéao indutor de morte (DISC), processo que leva a autoativacéo
das caspases-8 e 10 (Green et al., 2019; Boraldi et al., 2021; Obeng et al., 2020). As
caspases-8 ou 10 quando ativas, promovem a ativacao das procaspases-3 e 7 em
caspases-3 e 7, as proteases executoras da apoptose (Yang et al, 2015).

A via intrinseca da apoptose € dependente de fatores que sao liberados pela
mitocondria durante a permeabilizacdo de sua membrana externa (Kalkavan & Green,
2018; D’arcy et al., 2019). A regulacdo deste evento, € feita por proteinas da familia
Bcl-2, divididas em anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl) e pré-apoptéticas (Bad, Bax,
Bak e Bid), sendo que sua interagdo, bem como os niveis de ambas as classes de
proteinas, que determinard ou ndo a ativacdo de apoptose via mitocondrial (Abate et
al., 2020; Li et al., 2020).

A permeabilizacdo da membrana mitocondrial pode ocorrer devido a uma
variedade de estimulos considerados apoptéticos, incluindo hipoxia, estresse
oxidativo, privagao de citocinas, hormonios e fatores de crescimento, uso de agentes
quimioterapicos, infeccdes virais e danos ao DNA (Loreto et al., 2014; Suhaili et al.,
2017; D’arcy et al., 2019; Singh et al., 2019). Tais estimulos agem como um gatilho,
ativando e aumentando a expressao das proteinas pré-apoptéticas, que por sua vez
inibirdo as proteinas anti-apoptoticas (Heitzer et al., 2020), levando a formacéo de
poros e permeabilizacdo da membrana mitocondrial pela acao das proteinas Bad e
Bax (Wyllie, 2010; Kalkavan & Green, 2018).

A abertura dos poros na membrana mitocondrial desencadeia a liberacao de
proteinas do espaco intermembranas da mitocondria para o citosol, como o citocromo
c e SMAC (Pfeffer & Singh, 2018). O citocromo c liga-se ao fator ativador de protease
apoptética 1 (APAF), para formar o complexo apoptossomo, que recruta e ativa a
caspase-9, que por sua vez ativa as caspases-3 e 7 (Arguello & Haisma, 2021). Ao
mesmo tempo, SMAC bloqueia a acéo inibitéria do XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein) sobre as caspases-3 e 7 (Green, 2019). A caspase-3 cliva a
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proteina PARP (poly-ADP-ribose-polymerase) impedindo que atue no reparo do DNA
(Vo etal., 2021), enquanto a caspase-7 é responsavel pelo desprendimento de células
apoptoticas (Brentnall et al., 2013). Além disso, as caspases-3 e 7 Sa0 responsaveis
por clivar varios substratos como proteinas do citoesqueleto e nucleares, resultando
na apoptose e no surgimento de suas caracteristicas, como a exposicdo de
fosfatidilserinas, condensacéo nuclear, “blebbings” da membrana e fragmentacao do
DNA (Yang et al., 2015; Pfeffer & Singh, 2018).

Adicionalmente, as células podem entrar em um processo de morte similar a
apoptose e sem ativacdo de caspases (apoptose independente de caspases). Em
casos de despolarizacdo da membrana mitocondrial, AlIF pode ser capaz de promover
a condensacdo da cromatina e fragmentar o DNA da célula, e em casos de
despolarizagdo da membrana mitocondrial e/ou disfuncdo de caspases, EndoG pode
ser capaz de degradar o DNA e RNA, resultando em morte celular (Schwab, 2017).

A apoptose nao é a unica modalidade de morte celular que pode ser promovida
por agentes quimioterapicos, sendo assim, alguns quimioterapicos sdo capazes de
desencadear a morte celular por necrose (Ricci & Zhong, 2006; Zhang et al., 2014).
Diferente da apoptose, a necrose é uma morte celular ndo regulada e independente
de energia, promovida por estimulos fisico-quimicos muito severos, incluindo
mudancas abruptas de pH, temperatura, pressdo osmatica, desequilibrio no fluxo de
calcio e na manutencédo dos niveis ERO, infecc¢des, altas doses de radiacao, asfixia,
choques elétricos e toxinas (Yang et al., 2015; D’arcy et al., 2019; Wattanathamsan.,
2019; Nirmala & Lopus, 2020).

Durante a necrose, os danos sdo irreversiveis e 0s estimulos danificam
gravemente as células, comprometendo suas func¢des (Miller & Zachary, 2017). Neste
processo, existem dois principais mecanismos que levam a destruicao celular: (I)
perda da integridade da membrana celular, que permite o influxo de ions
extracelulares para dentro da célula e (II) rompimento da membrana lisossomal, que
leva a liberacdo de enzimas proteoliticas no citoplasma, como proteases, RNAase,
DNAases e fosfatases (Khalid & Azimpouran, 2021). Estes processos resultam em
inchacgo das organelas, aumento do volume celular, digestdo da cromatina, hidrélise
do DNA, lise celular, vazamento de constituintes citoplasmaticos para 0 meio
extracelular e ativacdo de cascatas inflamatoérias (Orrenius et al., 2015; D’arcy et al.,
2019).
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A necrose atua independente da ativacdo de caspases e ndo segue vias
ordenadas de transducdo de sinal, no entanto, estudos ja revelaram uma forma
regulada de necrose, a necroptose (Nirmala & Lopus, 2020; Khalid & Azimpouran,
2021). Este é um tipo de morte celular regulada, que apresenta morfologia necrotica
e compartilha de vias de sinalizacdo com a apoptose (Chen et al., 2018). Pode ser
ativada através de receptores de morte celular como o TNFR-1 e 2, Fas, além de
receptores do tipo Toll-like (TLR) 3 e 4 e por receptores de interferon (IFNR) (Yang et
al., 2015; Sauler et al., 2019; Khoury et al., 2020). Estimulos que se ligam a estes
receptores, como TNF-a, FasL, TRAIL, lipopolissacarideos (LPS) e proteinas virais
podem promover a necroptose (Hanson et al., 2016; Orzalli & Kagan, 2017).

A morte celular necroptética pode ocorrer em decorréncia de les6es quimicas,
mecanicas, inflamacdes e infecgcdes (Khoury et al., 2020), podendo ser ativada em
situacdes em que uma morte celular especifica, como a apoptose, falha ou é evitada
(Schwabe & Luedde, 2018). Em patrticular, a inibicdo da caspase-8 é importante para
redirecionar a morte apoptotica para a morte necroptotica (Miller & Zachary, 2017).
Com a caspase-8 inibida, o mecanismo necroptético é desencadeado, onde RIPK1
(receptor interacting protein kinase 1) em sua forma ativa, se liga a RIPK3 (receptor
interacting protein kinase 3), para formacdo de um complexo denominado
necrossomo, promovendo a ativacéo de RIPK3 que recruta e fosforila o MLKL (lineage
kinase domain-like protein) (Chen et al., 2019; Green, 2019).

Uma vez fosforilado, oligdmeros de MLKL formados, se translocam para
membrana plasmatica e promovem a perda de sua integridade (D’arcy et al., 2019;
Gong et al., 2019). A morte necroptética ocorre pela formacao de poros, que permite
o influxo de ions, inchaco celular e lise da membrana (Bertheloot et al., 2021) (Figura
18).
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Figura 18. Representacdo esquemética das vias envolvidas no mecanismo de morte

celular por necroptose. Fonte: Choi et al., (2019).

Moléculas liberadas durante infeccdes virais e reconhecidas pelo DNA-
dependent activator of interferon (DAI), podem ativar RIPK3 diretamente e mediar a
necroptose (Orzalli & Kagan, 2017; Sauler et al., 2019). Adicionalmente, alguns
farmacos quimioterapicos como o etoposideo (Tenev et al., 2011) e a cisplatina (Xu
et al., 2017a) podem induzir a morte necroptotica dependente da ativacdo de
RIPK1/RIPK3.

Além das modalidades de morte apresentadas até o momento, a apoptose
tardia, também conhecida como necrose secundaria (Gregory & Devitt, 2004; Sachet
et al., 2017), tem sido outro perfil de morte evidenciado no uso de agentes
guimioterapicos (Zhang et al., 2018a). Este tipo de morte apresenta caracteristicas
morfologicas e bioquimicas da apoptose e da necrose (Silva et al., 2010), e acontece
devido a auséncia ou falha da etapa da fagocitose de células apoptoticas (Sachet et
al.,, 2017). Células apoptéticas quando ndo sado removidas pelo processo de
fagocitose, clivam e ativam a proteina DFN5 através da caspase-3, levando a
formacédo de fragmentos de DFN5 N-terminais, que formam poros na membrana e
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promovem sua permeabilizacéo, induzindo a morte por necrose secundaria (Rogers
et al., 2017; Zhang et al., 2018a).

Como destacado, agentes quimioterapicos podem atuar por diferentes
mecanismos de agado, promovendo o bloqueio da proliferacdo descontrolada e/ou
eliminando células cancerigenas por diferentes modalidades de morte celular, em
especial a apoptose. Estas, sdo as caracteristicas positivas mais importantes dos
compostos administrados como principal tratamento frente a diversos tipos de cancer.
No entanto, os quimioterapicos nao sdo capazes de diferenciar células normais de
células cancerosas, promovendo toxicidade para ambos os tipos celulares no
organismo (Pfeffer & Singh et al., 2018; Mollaei et al., 2021).

Infelizmente, a ndo seletividade dos quimioterapicos destaca um dos seus
principais pontos negativos. A citotoxicidade dos quimioterdpicos em células
saudaveis pode promover reducdo da qualidade de vida aos pacientes (lwamoto,
2013; Estanqueiro et al., 2015). O surgimento de efeitos adversos sdo comuns, e
podem incluir febre, nauseas, vOmitos, mucosite oral, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, cardiotoxicidade, toxicidade gastrointestinal, hepatotoxicidade,
imunossupressao e alopecia (Santabarbara et al., 2015; Krzyzanowska et al., 2016;
Nangia et al., 2017; Zhang et al., 2018b; Sardeli et al., 2020). Estes, sdo fatores que
podem levar a reducdo gradual das sessbes de quimioterapia e até mesmo sua
interrupcéo, podendo limitar sua eficacia (Zajgczkowska et al., 2019).

Outro fator limitante que surgiu como um dos principais entraves € a
guimiorresisténcia. Termo que descreve a capacidade de células cancerosas de
evadir ou resistir a presenca de quimioterapicos (Yeldag et al., 2018). A resisténcia
pode ser classificada em primaria (ocorre antes do tratamento), ou adquirida
(desenvolve-se apos inicio do tratamento) (Pan et al., 2016). Além disso, pode ocorrer
o surgimento de células que tem resisténcia a multiplas drogas/multidrug resistance
(MDR). A MDR ¢ caracterizada pela resisténcia celular a uma grande variedade de
agentes quimioterapicos estruturalmente nao relacionados com diversos mecanismos
de acao (Reis et al., 2020).

Em células cancerigenas a resisténcia a quimioterapicos pode ser atribuida a
varios mecanismos, como efluxo de drogas (relacionado a proteinas de membrana
transportadoras), vias de sinalizacdo apoptéticas (resisténcia a danos e aumento do

reparo do DNA, hiperativacdo de topoisomerases), metabolismo elevado de
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xenobidticos (ativacdo de sistemas de detoxificacdo), mudancas nos alvos das drogas
e fatores genéticos (mutacBes genéticas e alteracfes epigenéticas) (Li et al., 2017,
Bukowski et al., 2020).

A resisténcia a multiplas drogas estd entre os principais desafios para o
sucesso da quimioterapia, sendo a principal causa de falha do tratamento e
responsavel pelo aumento da mortalidade associada ao cancer (Li et al., 2017; Reis
et al., 2020). Para superar os obstaculos deste atual tratamento, a busca por novos
agentes anticancer que possam atuar com maior eficacia e/ou com a auséncia ou
reducao de efeitos adversos é imprescindivel para a salde humana.

Uma alternativa sdo os produtos naturais, conhecidos como uma fonte
imensuravel de novas moléculas ativas. Fato que possibilita a descoberta ou
desenvolvimento de medicamentos promissores para uma variedade de doencas,

incluindo o cancer (Dehelean et al., 2021).

2.8. Produtos naturais

O uso de produtos naturais pelos seres humanos remonta ha milénios
(Bernardini et al., 2018). Para atender suas necessidades bésicas de sobrevivéncia,
0s seres humanos recorreram a hatureza, para obtencdo de alimentos, abrigo,
recursos para confeccao de vestimentas, meios de transporte e medicamentos (Cragg
& Newman, 2001; Jamshidi-Kia, 2018). Um produto natural, pode ser qualquer produto
produzido por um organismo (Abozenadah et al., 2017; Sorokina & Steinbeck, 2020).
Podem ser originarios de plantas, animais e micro-organismos (bactérias e fungos),
presentes em ambientes terrestres e marinhos (Katz & Baltz, 2016; Newman & Cragg,
2017).

No decorrer da historia, os produtos naturais foram fundamentais para tratar
varias doencas, contribuindo significativamente para a medicina e para a saude
humana (Partridge et al., 2016; Ong & Tan, 2020). Os primeiros registros do uso
destes produtos, datam de civilizacbes muito antigas. Em 5.500 a.C no Egito antigo,
utilizavam o mel como fluido de embalsamento e curativo para feridas (Kuropatnicki
et al., 2018). H4 2600 a.C, na Mesopotamia, foram constatados registros do uso de
Oleos de espécies de plantas como Alcaguz (Glycyrrhiza glabra), Cipreste (Cupressus
sempevirens) e de suco de papoula (Papaver somniferum), dos quais sdo utilizados
até hoje no tratamento de tosses, resfriados e inflamagdes (Cragg & Newman, 2013).
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Alguns exemplos que marcaram a histéria do uso dos produtos naturais foram
a morfina (1803), substancia extraida da planta Papaver somniferum (Dias et al.,
2012) e a penicilina (1929), antibiético descoberto e isolado do fungo Penicillium por
Alexander Fleming (Mohr, 2016). Atualmente, a pesquisa envolvendo os produtos
naturais e suas possiveis aplicacdes continua em todo mundo. A enorme diversidade
estrutural e quimica dos produtos naturais, consideradas Unicas, continuam a inspirar
novas descobertas de compostos promissores em quimica, biologia e medicina (Dias
et al., 2012; Shen et al., 2015).

Os produtos naturais e seus derivados tém sido avaliados no tratamento de
doencas inflamatérias, infecciosas, metabdlicas, neuroldgicas, imunolégicas,
cardiovasculares e cancer (Butler et al., 2014), e nas Uultimas décadas, muitos estudos
relataram o efeito protetor dos produtos naturais e de seus compostos bioativos
(Sairazi & Sirajudeen, 2020). Assim, o potencial biolégico dos produtos naturais tem
sido extensivamente aplicado na industria farmacéutica, na area de doencas
inflamatorias, infecgBes virais, processos oxidativos e cancer (Antonio et al., 2020).
Na area do cancer, dos 321 farmacos aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) entre 1946 — 2019, 168 (52,3 %) sdo provenientes ou derivados de produtos
naturais (Figura 19) (Newman & Cragg, 2020).
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Figura 19. Farmacos anticancer aprovados entre 1949 — 30/09/2019, n = 321.
Macromolécula bioldgica (B), produto natural inalterado (N), droga botanica (NB),
derivado de produto natural (ND), droga sintética (S), mimicos de produtos naturais
(NM), droga sintética com farmacéforo de produto natural (S*), vacinas (V). Fonte:
Newman & Cragg., (2020).
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Dentre os primeiros exemplos de farmacos quimioterapicos derivados de
produtos naturais e aprovadas para uso clinico, estdo os alcaloides da Vinca
(Cataranthus roseus), Vincristina e Vimblastina (Arora & Menezes, 2021), e também
o Paclitaxel, diterpeno originalmente isolado da casca de Taxus brevifollia (Bernabeu
et al.,, 2017). Apesar do desenvolvimento de importantes agentes quimioterapicos
derivados ou inspirados em produtos naturais, € de conhecimento global as suas
desvantagens. A citotoxicidade n&o seletiva e a possibilidade de quimioresisténcia sao
entraves que estimulam o desenvolvimento de novos medicamentos através da busca
e uso de bioativos de produtos naturais, uma alternativa com potencial de promover a
otimizacao e/ou inovacéao, para eliminar os principais obstaculos da quimioterapia e/ou
integrar outros tratamentos.

Em relagdo aos produtos naturais avaliados farmacologicamente, existe uma
variedade de estudos que demonstram o potencial na reducéo de reacdes adversas
promovidas por agentes quimioterapicos, como mucosite oral, gastrotoxicidade,
hepatotoxixidade, nefrotoxicidade, injuria ao sistema hematopoiético, cardiotoxicidade
e neurotoxicidade (Zhang et al., 2018b). Os efeitos e mecanismos de agdo sao

provenientes de diferentes compostos derivados de produtos naturais (Tabela 2).
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Tabela 2. Compostos de produtos naturais analisados frente a reducédo de efeitos
adversos da quimioterapia.

Modelo Reducéo
Compostos Fonte Efeito/Mecanismo ; Efeito Referéncia
experimental
adverso
Antioxidante, anti-inflamatério,  Quimioterapia em
. Acafrdo-da-terra  anticancer. Reducéo de eritema e  pacientes (cisplatina, . Patil et al.,
Curcumina = X . Mucosite oral
(Curcumalonga) ulceracdo em pacientes com  carboplatina ou 2015
mucosite oral. taxol)
Antioxidante e anti-inflamatorio.
Aumento na expressdo de p-Erk e  Leséo intestinal
Quercetina Frutas e aumento na proliferacdo de induzida pelo Gastrotoxicidade Sukhotnik et
vegetais enterdcitos, reducdo da expressdo  quimioterapico al., 2018
de caspase-3 e diminuicAo da  metotrexato em ratos
apoptose em células normais
Flavonoides e Extrato aquoso Camundongos Santos et al
taninos de Guazuma Antioxidante e citotéxico C57BL/6 tratados  Cardiotoxicidade (2018) "
condensados ulmifolia com doxorrubicina
Reducdo de citocinas  pro-
inflamatérias (TNF-a e IL-6) e
aumento de citocinas  anti-
inflamatérias  (IL-4 e IL-10).
Modulagéo do receptor PPAR-y e  Comprometimento
do fator nuclear NF-Kb. Prevengdo  cognitivo  induzido
na reducdo de marcadores de por combinagdo de
Resveratrol Frutas e plantas  neuroplasticidade fator neurotréfico  docetaxel, Neurotoxicidade Shietal., 2018
medicinais derivado do cérebro (BDNF), adriamicina e
receptor quinase B da tropomiosina  ciclofosmida em
(TrkB), receptores  camundongos
neurotransmissores de
aminoéacidos e proteina quinase Il
dependente de calmodulina
(CaMKll).
Antioxidante e anti-inflamatério. Lesdo no figado
Extrato da Reducdo na expressdo de p53 e induzida por
S semente de uva  proteinas pré-inflamatérias, talidomida e - Yousef et al.,
Proantocianidinas e = . . . Hepatotoxicidade
(Vitis vinifera) aumento da expressdo de enzimas  quimioterapico 2019
antioxidantes (SOD, CAT, GPx), carboplatina em
reducgdo da peroxidagao lipidica ratos
.- . Diminuicdo dos niveis de MDA,
Acido cafeico,
vanilina, 4cido aumento de G.SH e aumento dos Lesdo nos rins
B niveis de enzimas antioxidantes . .
ferulico, acido Nanocapsulas ~ induzida pelo - Seven et al.,
cinamico com prépolis (CAT e GPx). Atenuagdo de vimioteranico Nefrotoxicidade 2020
. - prop apoptose em tecidos do rim. al terap
pinobanksina, Reducdo d iveis de B cisplatina em ratos
alangina educdo dos niveis de Bax e
9 aumento de Bcl-2
Reducdo dos niveis de marcador
de disfuncédo cardiaca (NT-pro).
Compostos Extrato das Reducéo dos niveis de AST e LDH _Cardl_otoxmldade )
o A (marcadores de dano cardiaco). induzida por . . Sandamali et
fenolicos e folhas da arvore- = h . s - Cardiotoxicidade
- . Reducdo da enzima inflamatéria ~ doxorrubicina em al., 2020
flavonoides do-caril (Murraya

koenigii)

(MPO). Aumento do nivel de
enzimas antioxidantes e reducéo
da peroxidagéo lipidica.

ratos
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Adicionalmente, outra vertente de estudos exploram os efeitos anticancer em

diferentes linhagens cancerigenas resistentes a quimioterapicos (Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos adjuvantes e citotoxicos de extratos ou compostos de produtos
naturais frente a diferentes tipos de céancer.

Composto Fonte Efeito/Mecanismo Técnicas/modelos Llnhagem Referéncias
cancerigena
Reducdo de proteinas anti- MCF-7 e
Curcumina apoptéticas Blc 2 e Bcl-w. Aumento  Ensaios in vitro MDA-MB-231
(Combinag&o com Curcuma longa dos niveis de proteinas pr6- MTT (linhagens de Zhouetal., 2017
mitomicina C) apoptéticas (Bax, Bad, Bak e Bik).  Western blotting cancer de mama
Ativacéo de caspase-3 e 9. Aumento  Citometria de fluxo resistentes a
de 15% de apoptose. mitomicina c)

Supressao do fator de transcricao

Ensaios in vitro
MTT

Nrf2 via inativacdo do NF-kB. Citometria de fluxo K562/A02 e K562R
Wogonina Aumento significativo da morte  Western blotting (linhagens de
(Combinag&o com Scutellaria baical ~ apoptética via inibigado do Nrf2. RT-PCR leucemia Xu et al., 2017b
adriamicina) ensis Potencializagdo do efeito inibitério  Modelo in vivo  resistentes a
sobre o crescimento do tumor in utilizando adriamicina)
vivo. Supresséo da via Stat3/Nrf2 in ~ camundongos
vivo xenografados
Parada do ciclo celular na fase Ensaios in vitro A549/DDP
Gingenosideo RD Ginseng (Panax  GO0/G1 CCK-8 Linhagem de
(Combinag&o com ginseng) Reverséo de resisténcia através da  Citometria de fluxo cancer de pulmdo Chian et al., 2019
cisplatina) regulacéo negativa da via do Nrf2. Western blotting de células
Redugcéo dos niveis de MDR1 pequenas
Quimiosensibilizagao e LoVo Dox
Nemorossoma Extrato de potencializagéo do efeito  Ensaios in vitro (linhagem de  Frion-Herrera et
(Combinagéo com propolis cubana citototoxico. Aumento de ROS. LDH cancer de coélon al, 2019
doxorrubicina) Parada do ciclo celular na fase Citometria de fluxo resistente a

GO0/G1. Despolarizagéo da
membrana mitocondrial

doxorrubicina)

Reversdo da resisténcia inerente e
adquirida. Sensibilizagdo a morte
por apoptose e aumento da
frequéncia de morte apoptética.

Ensaios in vitro
Viabilidade celular

HCT116-For e
H716

Proantocianidinas Extrato da Regulacdo negativa de genes Citometria de fluxo (linhagens de Ravindranathan &
(Combinagéo com semente de uva  associados a expressdo de Modelo in vivo cancer colo-retal  Goel, 2019
5-Fluorouracil e (Vitis vinifera) proteinas de membrana  utilizando resistentes a
oxaliplatina) transportadoras. camundongos oxiplatina e 5-
Diminuicdo da  atividade de xenografado fluorouracil
proteinas transportadoras ABC e
ressenssibilizagdo de tumor a
quimioterapicos
Quimiosensibilizacdo a agentes Ensaios in vitro A2058 Ferraz et al., 2020
Harmano Plantas quimioterapicos. Aumento da MTT (linhagem de
(alcaléide) medicinais, café, frequéncia de morte apoptética. Citometria de fluxo melanoma
(Combinagédo com  vinho Aumento da permeabilidade e resistente a 5-
B-ciclodextrina) facilitagdo da entrada de ativos. fluorouracil e

dacarbazina

Contudo, o potencial dos produtos naturais esta longe de ser totalmente

explorado. Estima-se que existam cerca de 8,7 milhbes de espécies de plantas e

animais em todo mundo, e apenas 1,6 milhdes (18,3%) de espécies foram

identificadas e descritas até o momento (National Geographic Society, 2021). Dentre

0s paises com maior biodiversidade, encontra-se o Brasil, com mais de 116.839

espécies de animais e 46.355 espécies vegetais conhecidas, espalhadas em seis
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biomas terrestres e trés grandes ecossistemas marinhos (Ministério do Meio
Ambiente, 2024b). A extrema rigueza em biodiversidade, atrai a atencdo de
pesquisadores nacionais e internacionais devido a elevada possibilidade de novas
alternativas terapéuticas utilizando os produtos naturais.

O Cerrado, segundo maior bioma do pais, aporta cerca de 14 mil espécies de
animais e 13 mil espécies vegetais (EMBRAPA, 2021; IBGE, 2021), e sua
biodiversidade tem sido foco de uma parcela de estudos que investigam as acoes
farmacoldgicas de plantas medicinais. Pesquisas tem evidenciado as propriedades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antimutagénica, antiobesidade e
anticancer de diferentes espécies de plantas (Campos et al., 2016; Santos et al., 2016;
Baldivia et al., 2018; Santos et al., 2018; Castro et al., 2019; Monteiro-Alfredo et al.,
2020). Enquanto outra parcela de estudos tem constatado as propriedades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e anticancer, investigando-se produtos
apicolas como a propolis (Campos et al., 2014; Campos et al., 2015, Bonamigo et al.,
2017) e geoproépolis (Santos et al., 2017a; Santos et al., 2017b).

2.9. Abelhas sem ferréo e produtos apicolas

A familia Apidae engloba o maior grupo de espécies de abelhas eussociais do
mundo (Kwapong, 2010). Dentre estas, destaca-se a subfamilia Apinae, da qual
podemos encontrar 0s meliponineos, que sdo abelhas pertencentes a tribo meliponini
(Camargo & Pedro, 2023a). Como possuem o ferrdo atrofiado, sdo conhecidas
popularmente como abelhas sem ferrdo (Engel, 2023).

Estas abelhas estdo presentes em regifes tropicais e subtropicais do mundo
(Lavinas et al., 2019). S&o encontradas em florestas tropicais e nubladas, e em terras
aridas (Toledo-Hernandez, 2022). Mais de 600 espécies de abelhas sem ferrdo ja
foram descritas (Engel, 2023), sendo o Brasil o pais que apresenta o maior nivel de
biodiversidade. No pais sdo encontradas 259 espécies e 28 géneros, e dentre estes,
103 espécies sdo endémicas (Nogueira, 2023).

As abelhas sem ferrdo sé&o importantes polinizadoras, contribuindo para a
reproducdo de muitas cultivares utilizadas para a alimentacdo humana, tais como
café, abacate, pepino, coco, cupuagu, morango, pimenta e tomate (Slaa et al., 2006).
Além dos servigos de polinizacdo, as abelhas sem ferrdo possuem importancia em

praticas culturais e religiosas de muitos povos antigos e atuais (Engel et al., 2023).
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Uma destas praticas é a criagcdo de abelhas sem ferrdo, conhecida como
“‘meliponicultora”. Existem relatos de que a meliponicultura tem sido realizada ha
séculos por povos indigenas ha muito antigos, como por exemplo, a propria civilizacdo
Maia (Cortopassi-Laurino et al., 2006). No Brasil, a criacdo de abelhas sem ferrdo é
realizada desde tempos remotos pela tribo Kayapd da Bacia Amazbnica, e nos
estados do Maranhdo, Rio Grande do Norte e Pernambuco existem polos bem
sucedidos da criacdo de espécies locais (Associacdo Brasileira de Estudos das
Abelhas, 2020).

As abelhas sem ferrdo produzem diferentes produtos, incluindo a cera, cerume,
pao de abelha, mel, propolis e geopropolis (Al-Hatamleh, 2020). Estes produtos
apicolas correspondem a recursos naturais que podem ser explorados
economicamente e de maneira sustentavel, trazendo possibilidades de: (1) geracdo de
empregos e renda, (Il) valorizacdo do conhecimento tradicional, educacdo ambiental
(valorizacdo das abelhas e seus servicos de polinizacéo), (lll) oportunidades para
desenvolvimento cientifico e inovacao e (V) conservacao biolégica das abelhas sem
ferrdo (Barbiéri & Francoy, 2020).

Dentre os produtos das abelhas sem ferrdo, a cera € secretada por meio de
glandulas existentes no dorso do abdome (Nogueira-Neto, 1997). Quando misturada
com resinas vegetais, a cera se torna o cerume, sendo ambos os produtos utilizados
como materiais de construgcao da estrutura interna de seus ninhos, principalmente os
potes que sao utilizados para armazenar alimento, favos para o desenvolvimento da
prole e também para formacao de invélucros que tem por funcéo auxiliar no controle
da temperatura (Kwanpong, 2010; Villas-Boas, 2018).

Os graos de pdélen que sdo coletados das flores, sdo armazenados em potes
de cerume, onde passam pelo processo de fermentacédo latica para gerar o péao de
abelha (Al-Hatamleh, 2020). Este produto € rico em proteinas e vitaminas, compostos
bioativos da classe dos flavonoides e possui propriedades antimicrobiana,
antidiabética e antioxidante (Al-Hatamleh, 2020; Barta et al., 2022).

Além deste, as abelhas sem ferrdo também produzem o mel, como mencionado
anteriormente. Para a fabricagcdo desta iguaria, o néctar das flores & coletado e
modificado através de enzimas presentes em glandulas salivares e hipofaringeas (Ball
et al., 2007). Considerado como um produto unico, o mel das abelhas sem ferréo

apresenta uma combinacéo distinta de dogura e acidez, além de textura notavelmente
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mais fluida (Biluca et al., 2016; Jalil et al., 2017). Este tipo de mel atrai a atencéo de
consumidores ndo somente por suas caracteristicas organolépticas, mas também por
ser descrito tradicionalmente como um produto natural medicinal para tratar doencas
(Bijlsma et al., 2006; Vit, 2013). De acordo com a literatura, o mel das abelhas sem
ferrdo possui compostos bioativos como acidos fendlicos e flavonoides, além de
possuir as propriedades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e cicatrizante
(Jalil et al., 2017; Pimentel et al., 2022).

Outro produto que também atrai atencéo pela promocéo de beneficios a saude
humana é a propolis. Este produto € caracterizado como uma mistura viscosa
produzida pelas abelhas sem ferrdo a partir de exsudatos e resinas vegetais, cera e
secrecOes salivares (Nogueira-Neto, 1997; Lavinas et al., 2019). Este material protege
0 ninho de fatores fisicos e bioldgicos, sendo utilizado para selar aberturas e fissuras
(Kwapong, 2010) e como agente antimicrobiano (Simone-Finstrom & Spivak, 2010;
Rocha et al., 2023).

A propolis € um produto com importantes agdes medicinais. E considerada
como um antibidtico natural efetivo no tratamento de infec¢des no corpo, como um
agente promotor da cicatrizacdo de feridas, como regulador da pressao arterial e
imunoestimulante (Kwapong, 2010). Seu uso terapéutico na salde humana pode ser
relacionado aos seus efeitos antioxidante, antimicrobiano, antiviral, anti-inflamatorio e
anticancer (Lavinas et al., 2018; Zulhendri et al., 2021).

A composicao precisa da prépolis bruta varia de acordo com a fonte (Zulhendri
et al., 2021). Em geral, sua composi¢cao contém aproximadamente 50% de resinas e
balsamos vegetais, 30% de cera de abelhas, 10 % de 6leos essenciais e aromaticos,
5% de pdlen e 5 % de outras substancias, incluindo acidos fendlicos, flavonoides,
cumarinas, estilbenos, agucares, acidos graxos, minerais e vitaminas (Barlak et al.,
2011; Anjum et al., 2019; Rocha et al., 2023). Adicionalmente, algumas espécies de
abelhas sem ferrdo misturam a prépolis com solo ou argila, produzindo um produto

conhecido como geopropolis (Rocha et al., 2023).

2.9.1. A geopropolis das abelhas sem ferréo

A geopropolis é constituida por resinas vegetais, poélen, secrecdes
mandibulares, cera e, por fim, terra, que confere a ela caracteristicas Unicas (Dutra et

al., 2019; Oliveira et al., 2019). Embora alguns autores a descrevam como sinénimo
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de prépolis, essa informacdo € incorreta (Popova et al.,, 2019). A geopropolis é
composta principalmente por solo (Ferreira et al., 2019), apresentando
aproximadamente 90 % deste material em sua constituicdo (Bonsucesso et al., 2018).
Adicionalmente, a geoprépolis € produzida exclusivamente por algumas espécies de
abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini (Nogueira-Neto, 1997; Popova et al., 2019),
especialmente as espécies pertencentes ao género Melipona (Souza et al., 2013;
Dutra et al., 2014) (Figura 20).

(A) (B)

Figura 20. Amostras de geopropolis coletadas no estado de Mato Grosso do Sul.
Amostras produzidas pelas espécies de abelhas sem ferrdo (A) Melipona orbignyi e
(B) Melipona quadrifasciata anthidioides (Fonte: o autor).

As abelhas sem ferrdo utilizam este recurso natural como material de
construcdo, para formar uma barreira protetora ao redor da colmeia, como parte
estrutural interna e da entrada de seus ninhos, e para vedar fissuras e selar orificios
de entrada (Nogueira-Neto, 1997; Ferreira et al., 2017; Ferreira et al., 2020).

A geoproépolis tem sido utilizada na medicina popular para fortalecer as defesas
naturais do organismo, como agente antisséptico, no tratamento de dermatoses
(Bartolomeu et al., 2016), doencas inflamatorias, hemorrodidas, gastrite e tosse
(Siqueira et al., 2020). No Brasil, estudos mencionam seu uso por comunidades
indigenas da Amazénia e do estado do Maranhdo, para tratar infec¢cdes oculares,
doencas cuténeas, respiratorias e pulmonares (Souza et al., 2004; Oliveira et al.,
2016).

Durante os Ultimos anos, a geopréopolis tem chamado atencdo de
pesquisadores de outras partes do mundo, tendo em vista as suas propriedades

farmacoldgicas antimicrobiana (Cunha et al., 2020), antiviral (Coelho et al., 2015),
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antileishmania (Dutra et al.,, 2019), gastroprotetora (Ribeiro-Junior et al., 2015),
antioxidante (Dutra et al., 2014; Santos et al., 2017b), anti-inflamatoria (Franchin et al.,
2016), antimutagénica (Santos et al., 2017a), anticancer (Bartolomeu et al., 2016),
imunomodulatéria (Oliveira et al., 2019) cicatrizante (Sousa-Fontoura et al., 2020) e
antitussigena (Brodkiewicz et al., 2020). Outros relatos estdo associados a efeitos
protetivos sobre distarbios associados a perda 6ssea, como a periodontite (Cunha et
al., 2017) e acao antiproliferativa em células tumorais (Souza et al., 2018). Dentre
todas as acbes biolégicas j4 descritas, as mais investigadas sdo as atividades
antimicrobiana, antioxidante, anticancer e anti-inflamatoria, como observado na figura
21.

Quantidade de estudos
= =
o %) = =1} 4] o =]

Atividades biol6gicas

Figura 21. Quantidade de estudos para cada uma das atividades biolégicas
evidenciadas em geopropolis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo. Fonte: o
autor. (Dados foram obtidos através de pesquisas realizadas no banco de dados da
Pubmed, da plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information) e
Google Scholar.

Em relacdo aos componentes quimicos, a geopropolis apresenta uma
composi¢cado quimica complexa, que varia de acordo com a flora, regido geografica,
clima e espécies de abelhas (Siqueira et al., 2020). As propriedades biologicas deste
produto natural produzido por diferentes espécies de abelhas sem ferrdo estao
diretamente relacionadas aos seus constituintes quimicos (Tabela 4).

Atualmente, ja foram evidenciados acidos fendlicos, como os acidos galico,
cafeico, siringico e benzébico (Zhao et al., 2017), diferentes classes de flavonoides,

alcaloides pirrolizidinicos e taninos hidrolisaveis (Coelho et al., 2015; Sousa-Fontoura
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et al., 2020) como os galotaninos e elagitaninos (Dutra et al., 2014). Adicionalmente,
outros componentes quimicos foram identificados, incluindo ésteres derivados do
acido cinamico, cumarinas e benzofenonas (Cunha et al., 2016), saponinas (Dutra et
al., 2008), heterosideos derivados de fenilpropano (Santos et al., 2017b), limonenos e
benzaldeidos (Torres-Gonzalez et al.,, 2015). Além destes, foram identificados
triterpenos (B-amirina, lupenona e acido oleandlico), acidos graxos (palmitico e
estearico), esteroides (estigmasterol e B-sitosterol), alcoois (Dutra et al., 2019),
carboidratos, acido anacardico, alquilresorcindis (Araujo et al., 2016) e sesquiterpenos
(Santos et al, 2017a).

Tabela 4. Constituintes quimicos, atividades biolégicas e  efeitos
terapéuticos/mecanismos de acao relatados sobre geopropolis de diferentes espécies
de abelhas sem ferréo.

Espécie

Constituintes quimicos

Atividades
biolégicas

Efeitos terapéuticos/
Mecanismo de acdo

Referéncias

Heterotrigona itama

Acidos  fendlicos,
triterpenos, fitoesterol

flavonoides,

N&o verificado

N&o verificado

Zhao et al. (2017)

Melipona beecheii

estireno, benzaldeidos, limonenos,
terpenos

Néo verificado

N&o verificado

Torres-Gonzalez et al.
(2015)

Melipona fasciculata

Acidos fendlicos flavonoides, acido
urdnico,  taninos  hidrolisaveis
(elagitaninos, galotaninos), acidos
graxos (&cido palmitico e estearico),
esteroides (estigmasterol e fB-
sitosterol), &lcoois, agucares, &cido
anacardico, acido gluconico,
alquilresorcindis, triterpenos (-
amirina, lupenona), sesterpenos
(taraxerol)

Antimicrobiana

Anti-inflamatéria

Anticancer

Antioxidante

Pré-inflamatéria/
Imunomodulatéria

Anti-leshmaniose

Agdo antimicrobiana contra Candida.
albicans e biofilmes de Streptococcus
mutans. Inibicdo do crescimento e agédo
fungicida sobre Pythium insiosidium.

Aumento de citocinas anti-inflamatérias (IL-4
e IL-10), in vivo. Inibicdo das enzimas COX
le2

Efeito citotéxico sobre osteosarcoma canino,
in vitro. Habilidade de recrutar macréfagos
para o foco tumoral, com consequente
inducéo de metabolitos tumoricidas.

Inducéo de apoptose, apoptose
secundaria/necrose. Disrupcéo da
membrana. Citotoxicidade em células de
cancer de ovario e pulméo. Parada do ciclo
celular na fase S, aumento da expresséo de
caspase 3 ativa, e aumento clivagem de
PARP.

Reducgéo de ERO e de ion férrico. Doagéo de
atomos de hidrogénio.

Redugdo de IL-6. Estimula a producédo de
TNF-a, IL-10, expresséo de CD80, TLR-4 e a
via do NF-kB e autofagia.

Redugdo do numero de promastigotas
(Leishmania amazonensis) viaveis. Redugéo
de amastigotas em macréfagos infectados.
Diminui¢éo do indice de infecg&o.

Libério et al. (2011)
Araljo et al. (2016)

Libério et al. (2011)
Barboza et al. (2020)

Cinegaglia et al. (2013)
Bartolomeu et al. (2016)
Barboza et al. (2020)

Dutra et al. (2014)

Oliveira et al. (2016)
Oliveira et al., 2019

Dutra et al. (2019)

Melipona interrupta

Compostos fendlicos, flavonoides
(naringenina, miricetina)

Antioxidante

Doagéo de atomos de hidrogénio. Redugéo
do fon Fe** para Fe?".

Silva et al. (2013)

Melipona mondury

Acidos fenélicos (4cido p-anicisico,
cinamico, aminobenzoico, galico e

ferdlico), flavonoides
(Aromandendrina, vanilina,
siringaldeido,  taxifolina,  &cido

siringico e vanilico) Terpenos

Antioxidante

Antibactericida

Antiproliferativa

Doagéo de atomos de hidrogénio. Inibi¢éo da
oxidacéo do beta-caroteno.

Acao bactericida frente a
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa.

(MRSA) e

Citotoxicidade em células de melanoma
murino, leucemia e hepatocarcinoma.

Santos et al. (2017c)
Ferreira et al. (2019)
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Melipona orbignyi

Derivados de &cidos fendlicos,
flavonoides (metil aromandendrina,
metil narigenina, aromadendrin,
naringenina), diterpenos,
triterpenos e sesquiterpenos

Antioxidante

Anti-inflamatéria

Antimutagénica

Antimicrobiana

Doacéo de atomos de hidrogénio. Inibi¢ao da
peroxidagdo lipidica e reducdo de
malondialdeido (MDA).

Inibicdo da enzima hialuronidase.

Inibicdo de danos no DNA pelo agente
mutagénico etilmetanosulfonato.

Acgdo bactericida e fungicida em micro-
organismos resistentes.

Santos et al. (2017a)

Melipona quadrifasciata

Acidos fendlicos (4cido p-anicisico,
cinamico, aminobenzoico e galico),

flavonoides (vanilina,
aromadendrina, narigenina),
catequinas

Antioxidante

Antimicrobiana

Doacéo de atomos de hidrogénio

Acao bacteriostatica contra micoplasma

Ferreira et al. (2019)
Gabriel et al. (2022)

Portal et al. (2023)

Melipona quadrifasciata
anthidioides

Flavononas, terpenos, triterpenos,
trigaloil, derivados de fenilpropanil
heterosideo

Antioxidante

Anti-inflamatéria

Antimutagénica

Antimicrobiana

Doacéo de atomos de hidrogénio. Inibi¢ao da
peroxidacdo lipidica e redugdo de
malondialdeido (MDA).

Inibicdo da enzima hialuronidase.

Inibicdo de danos no DNA pelo agente
mutagénico etilmetanosulfonato.

Acdo  bactericida e fungicida em
microorganismos resistentes.

Santos et al. (2017b)

Melipona scutellaris

acidos fendlicos (acido
aminobenzoico, cafeico, ferdlico,
galico, p-cumarico, siringico),
flavonoides (&cido vanilico

aromadendrina, taxifolina), ésteres
de 4cido cinamico, cumarinas,
benzofenonas preniladas, taninos
condensados (epicatequina)

Anti-inflamatéria/
antinociceptiva

Antimicrobiana

Gastroprotetora

Antiproliferativa

Diminuicdo de hipernocicep¢do mecanica
através da inibicdo da producéo de IL-1B e
TNF- a. Diminuigdo da migracdo de
neutréfilos no  processo inflamatério,
dependente da via do 6xido nitrico.

Inibicdo do crescimento de estirpes de
Staphylococcus aureus e S. mutans e seus
biofimes. Inibicdo da aderéncia dos
microrganismos.

Aumento na produgdo de oxido nitrico e
prostaglandinas.

Citotoxicidade em células de cancer de
colén, préstata, ovario, pulmao e melanoma

Franchin et al. (2012);
Franchin et al. (2013)

Cunha et al. (2013a)
Cunha et al. (2013b)
Ribeiro-Junior et al.(2015)

Cunha et al., (2013b)
Cunha et al., (2016)

Melipona seminigra

Acido ferdlico, flavonoides (vanilina,
aromandendrina, naringenina,
miricetina), taninos condensados
(catequina)

Antioxidante

Doacéo de atomos de hidrogénio. Reducéo
do fon férrico

Silva et al. (2013)
Ferreira et al. (2019)

Melipona subnitida

Acido elagico, Flavonoides,
fenilpropanoides, taninos
hidrolisaveis, galoil glicosideos

Antioxidante

Cicatrizante

Antimicrobiano

Hepatoprotegao

Doacéo de atomos de hidrogénio.

Aumento na taxa de cicatrizacdo e
reepitalizacdo de feridas em roedores.
Redugdo do recrutamento de células pro-
inflamatérias, aumento de angiogénese e
produgéo de colageno.

Acdo fungistatica e fungicida em Candida
albicans

Reducédo dos niveis de transaminases e de
alteracdes macroscdpicas e histolégicas em
figados de ratos Wistar

Souza et al. (2013)
Souza et al. (2018)
Ferreira et al. (2022)

Sousa-Fontoura et al.
(2020)

Junior et al. (2019)

Paiva et al. (2023)

Partamona cupira

Fenois  (Sinalpoil  fenil  éster,
cardanol), flavonoides (chalconas,
flavonas, flavonols

Antioxidante

Antimicrobiano

Genoprotecédo

Cicatrizante

Doagéo de atomos de hidrogénio.

Formagcé&o de halos em teste de difuséo em
4agar com micro-organismos gram-positivos e
gram-negativo.

Redugdo da genotoxicidade induzida por
H20:.

Melhoria na cicatrizagdo de feridas em
roedores (Rattus novergicus). Aumento na
densidade de fibroblastos e fibras de
colageno, restauracéo completa da camada
epitelial.

Batista et al. (2020)
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Anti-inflamatéria Redugdo do edema de pata induzido por
carragenina e redugdo de granuloma
induzido via subcutanea.
Brodkiewicz et al., 2020
Acidos fenolicos (cafeico, cumarico,

Scaptotrigona jujuyensis ferdlico), flavonoides (quercetina, Antitussigena Reduc&o da frequéncia de tosse induzida por
apigenina, pinobanksin, galangina) licor de aménia
Antimicrobiana Formagéo de halos em teste de difusdo em Cibanal et al. (2020)

4gar com micro-organismos gram-positivos e
gram-negativo

Antiviral Inibicéo da replicagdo do virus herpes Coelho et al. (2015)
Alcaloides pirrolizidinicos, flavonas simples (HSV-1)
Scaptotrigona postica C-glicosiladas, quercetina,
metoxichalconas
Antioxidante Doacéo de atomos de hidrogénio Ferreira et al. (2017)

Acido a-metoxifenilacético, &cido
Tetragonisca augustula ferdlico, flavonoides (apigenina Néo verificado Néo verificado Ferreira et al. (2019)
galangina, hispidulina, naringenina)

Além disso, alguns trabalhos tém relatado a composi¢cdo mineral em amostras
de geopropolis produzidas por algumas espécies de abelhas sem ferrdo,
comprovando a presenca de macro e microelementos essenciais (Tabela 5)
(Bonsucesso et al., 2018; Ferreira et al., 2019; Ferreira et al., 2020; Siqueira et al.,
2020). Esses compostos inorganicos sdo micronutrientes adquiridos exclusivamente
pela alimentacéo, participando de diversos processos biologicos (Ferreira et al., 2019).

Tabela 5. Composicdo mineral de macro e microelementos evidenciados em
geopropolis de diferentes espécies de abelhas sem ferrao.
Espécie Macroelementos Microelementos Referéncias

Bonsucesso et al., 2018;

Melipona scutellaris K, Mg, Na Co, Cu, Cr, Fe, Mo, Se, V, Zn Ferreira et al.. 2019;
Melipona mondury
Melipona quadrifasciata K, Mg, Na Co, Cu, Cr, Fe, Se, V, Zn Ferreira et al., 2019;

Tetragonisca augustula

Melipona fasciculata

. . Ca, K, Mg, P Cu, Fe, Mn, Zn Siqueira et al., 2020;
Melipona flavolineata

Ferreira et al., 2019

Melipona seminigra Ca, K, Mg, P Cu, Cr, Fe, Mn, Se, Zn Siqueira et al., 2020;

Melipona quadrifasciata anthidioides Ca, Mg, Na, P Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Si, Sr, V, Zn Ferreira et al., 2020;

Apesar destes importantes relatos sobre o emergente potencial farmacoldgico
da geopropolis, seus efeitos terapéuticos, componentes quimicos e minerais
continuam incompletamente explorados, tendo em vista a existéncia de poucos
estudos sobre este produto natural. Dentre os estudos realizados no mundo, 92% sao
originarios do Brasil (Figura 22), detentor de grande biodiversidade de abelhas sem
ferrdo (Pedro, 2014). A predominéancia destes trabalhos vem da regido nordeste do

pais, especificamente dos estados da Bahia e Maranhéo, (Figura 23).
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Meéxico (2 %)

Argentina (4 %]\ C— Malasia (2 %)

Brasil (92 %) ——

Pais N° estudos
[ ] Brasil 46
[ | Argentina 2
[ ] México 1
Malasia 1
Total 50

Figura 22. Relacdo da quantidade de estudos realizados sobre as atividades
biolégicas e caracterizacdo quimica da geoprépolis das abelhas sem ferrdo no mundo.
Fonte: o autor. Dados foram obtidos através de pesquisas realizadas no banco de
dados da Pubmed, da plataforma NCBI (National Center for Biotechnology
Information) e Google Scholar.
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Figura 23. Quantidade de estudos realizados utilizando amostras de geoprépolis de
diferentes estados do Brasil. Fonte: o autor. (Dados foram obtidos através de
pesquisas realizadas no banco de dados da Pubmed, da plataforma NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e Google Scholar.
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Dentre as espécies que pertencem a tribo Meliponini, a Melipona orbignyi
(Manduri-de-Mato-Grosso) é encontrada em regibes neotropicais da Argentina,
Bolivia, Paraguai e no Brasil, onde é localizada exclusivamente nos estados de Mato-
Grosso e Mato-Grosso do Sul (Camargo & Pedro, 2023b), estados compostos por
biomas como Pantanal e Cerrado (Ministério Publico de Mato Grosso, 2019; Input
Brasil, 2021). A Melipona quadrifasciata (Mandacaia) é outra espécie que pode ser
encontrada em regifes neotropicais da Argentina, Paraguai e em varios estados do
Brasil, incluindo Mato Grosso do Sul, sendo representada pelas subespécies Melipona
quadrifasciata quadrifasciata e Melipona quadrifasciata anthidioides (Camargo &
Pedro, 2023c).

Na literatura, encontram-se evidenciados a composi¢cao quimica e atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, antimutagénica e antimicrobiana da geoprépolis
produzida por M. orbignyi e M. g. anthidioides (Santos et al., 2017a; Santos et al.,
2017b). Estes resultados sdo promissores, e impulsionam a necessidade de novos
estudos para a verificacdo de suas propriedades, além da investigacdo e

comprovacao de outras propriedades terapéuticas de interesse farmacoldgico.

59



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos dos extratos hidroetandlicos de geoprépolis produzidas

pelas espécies de abelhas sem ferrdo Melipona orbignyi (EGMO) e Melipona

quadrifasciata anthidioides (EGMQ) contra os danos oxidativos em macromoléculas

in vitro, contra o estresse oxidativo induzido em modelo in vivo e avaliar seu efeito

sobre diferentes linhagens de células de melanoma e leucemia.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito do EGMO e EGMQ frente a oxidacdo induzida pelo agente
oxidante AAPH em proteina;

Caracterizar o efeito do EGMO e EGMQ frente a danos oxidativos induzidos
por radiagdo ultravioleta e H202 em DNA plasmidial;

Verificar a toxicidade do EGMO e EGMQ sobre a viabilidade do modelo in vivo
Caenorhabditis elegans;

Avaliar a acdo do EGMO e EGMQ contra 0 estresse oxidativo induzido por
juglone e contra o estresse térmico em C. elegans;

Avaliar o efeito protetor do EGMO e EGMQ frente ao estresse térmico em C.
elegans nos periodos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6h;

Determinar o efeito do EGMO e EGMQ sobre a expectativa de vida do C.
elegans;

Investigar o efeito do EGMO e EGMQ sobre a viabilidade de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e de linhagens de
rabdomiossarcoma humano (RD), carcinoma pulmonar (NCI-H292), melanoma
murino (B16F10-Nex2), melanoma humano (Sk-mel-19, Sk-mel-28 e Sk-mel-
103) e de leucemia humana (Jurkat e K562);

Caracterizar os efeitos do EGMO e EGMQ sobre a migracdo celular das
linhagens de melanoma B16F10-Nex2, Sk-Mel-19, Sk-Mel-28 e Sk-Mel-103
através do ensaio de ranhura;

Investigar a indugdo de morte celular por apoptose e necrose em células de
melanoma murino B16F10-Nex2 e de leucemia Jurkat e K562 tratadas com
EGMO e EGMQ;

Avaliar a acao citotoxica em células de melanoma murino B16F10-Nex 2 e de
leucemia Jurkat e K562 tratadas com EGMO e EGMQ na presenca dos
inibidores de pan-caspase (Z-VAD), caspase-3 (Z-DEVD) e RIPK-1 (NEC-1)
para confirmacao das vias de morte celular;
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Artigo 1

Efeito protetor de Geopropolis de Melipona orbignyi e Melipona quadrifasciata
anthidioides contra estresse oxidativo e aumento da expectativa de vida de Caenorhabditis
elegans

Helder Freitas dos Santos!, Jaqueline Ferreira Campos?!, José Benedito Perrela Balestieri?,
Daniel Ferreira Leite?!, Alex de Oliveira Santost, Caio Fernando Ramalho de Oliveira?, Kely de
Picoli Souzal, Edson Lucas dos Santost!

1Grupo de Estudos em Bioprospeccdo e Biotecnologia Aplicados ao Metabolismo (GEBBAM), Universidade
Federal da Grande Dourados, Rodovia Dourados Itahum, Km 12, CEP: 79.804-970, Dourados, MS, Brasil.
2Instituto Federal do Mato Grosso, Campus Avancado de Guaranta do Norte, MT, Brasil.

Resumo

O estresse oxidativo (EO) é gerado pelo desequilibrio da homeostase redox, favorecendo o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Elevados niveis de ERO estdo associadas ao
envelhecimento precoce, bem como a progressao de diversas doencas, como infarto agudo do
miocardio, diabetes, esclerose multipla, Parkinson, Alzheimer e cancer. Ha milénios, moléculas
naturais obtidas de fontes vegetais e animais, incluindo os produtos de abelhas, tém sido
utilizadas no tratamento de enfermidades. Nesse contexto, investigamos os efeitos dos extratos
hidroetandlicos de geoprépolis produzidas pelas espécies de abelhas sem ferrdo Melipona
orbignyi (EGMO) e Melipona quadrifasciata anthidioides (EGMQ). Para isto, avaliamos a
capacidade desses extratos em proteger macromoléculas contra danos oxidativos in vitro, além
de estudarmos seus efeitos no modelo in vivo Caenorhabditis elegans. O EGMO e 0 EGMQ
foram avaliados frente aos danos oxidativos em proteinas e em DNA, induzidos por AAPH,
perdxido de hidrogénio e radiacdo UV, respectivamente. No modelo C. elegans, foi investigado
o efeito dos extratos através dos ensaios de estresse oxidativo induzido por juglone, estresse
térmico e estudos de longevidade. Nossos resultados demonstraram que ambos 0s extratos
reduziram a oxidacdo de proteinas e a fragmentacdo do DNA. No modelo in vivo, nenhum dos
extratos apresentou toxicidade contra C. elegans. Observamos ainda que 0o EGMO e 0 EGMQ
promoveram um aumento na sobrevida dos nematoides submetidos ao estresse oxidativo e
térmico. Além disso, nos ensaios de longevidade, ambos os extratos em todas as concentracdes
avaliadas, promoveram aumento na expectativa de vida dos nematoides. Em conjunto, estes
resultados evidenciam que os extratos de geopropolis possuem efeito protetor contra danos
oxidativos em macromoléculas e promovem o aumento da expectativa de vida de C. elegans.
A caracterizagdo dos efeitos protetores de ambos os extratos abre caminho para o
desenvolvimento de potenciais produtos a base de geopréopolis na prevencao e/ou tratamento de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Produto apicola, Produto biotecnologico, Prevengdo, Danos oxidativos,
Doencas, Longevidade
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1. Introducgéo
As ERO sdo moléculas altamente reativas e sdo geradas como subprodutos do

metabolismo celular (Li et al., 2022; Mittler et al., 2022). Em concentragdes fisioldgicas, as
ERO atuam beneficamente, como moléculas sinalizadoras que regulam processos celulares, e
conforme seu aumento, podem promover respostas adaptativas e até efeitos deletérios (Sies &
Jones, 2020). O equilibrio entre a geracdo e neutralizacdo das ERO pelas defesas antioxidantes
é responsavel por assegurar a homeostase redox celular (Fatma et al., 2023). Contudo, 0
desequilibrio entre a sua producdo e neutralizacdo desencadeia o estresse oxidativo (EO)
(Collin, 2019).

O EO é caracterizado pelo excesso de ERO, desbalanco da homeostase redox e efeitos
deletérios sobre células e tecidos (Singh et al., 2019; Remigante & Morabito, 2022). A nivel
molecular, o EO promove danos em lipidios, proteinas e acidos nucleicos, eventos associados
a aceleracdo do envelhecimento celular e ao desencadeamento de doencas crénicas (Hajam et
al., 2022). As doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCTN’s) incluem as doengas
cardiovasculares, respiratorias, diabetes e cancer, e sao responsaveis por cerca de 74 % de todas
as mortes no mundo (Organizacdo Mundial da Saude, 2023). H& um consenso que o EO
acompanha o surgimento ou o agravamento destas doencas (Forman & Zhang, 2021). Durante
o envelhecimento, as ERO geram danos cumulativos e irreversiveis nas células, impedindo seu
funcionamento celular adequado e aumentando déficits funcionais no organismo (Chiang et al.,
2022; Goh et al., 2023).

Nesta perspectiva, a obtencdo de moléculas antioxidantes de origem exdgena é essencial
para a salude do organismo, contribuindo para a reducdo dos efeitos deletérios do EO e
prevencdo das doencas relacionadas a esta condi¢cdo. Os produtos naturais sao uma fonte
imensuravel de compostos quimicos que podem trazer beneficios a saude humana,
especialmente em relacdo a acdo antioxidante, capaz de neutralizar os efeitos prejudiciais das
ERO e prevenir doencgas (Fatma et al., 2023). O Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil e
a savana tropical mais rica do mundo, aportando 5% de toda a biodiversidade do planeta
(Embrapa, 2023). Este bioma é considerado um hotspot de biodiversidade global e atrai a
atencdo de pesquisadores que investigam as propriedades farmacolégicas de produtos naturais,
na busca por moléculas bioativas com potencial antioxidante.

Dentre os produtos naturais, a geopropolis € um produto elaborado exclusivamente por
algumas espécies de abelhas sem ferrdo (Nogueira-Neto, 1997), a partir de diferentes
ingredientes naturais, como exsudatos de plantas, polém, cera, secre¢cdes mandibulares e terra

(Oliveira et al., 2019). Este produto apicola tem obtido destaque nos ultimos anos, onde seu
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emergente potencial bioldgico vem sendo demonstrado através de suas propriedades
antimicrobiana (Santos et al., 2017a), anti-inflamatdria (Franchin et al., 2016), antiviral
(Coelho et al., 2015), cicatrizante (Sousa-Fontoura, 2020), anti-leishmaniose (Dutra et al.,
2019), anticancer (Cinegaglia et al., 2013) e antioxidante (Santos et al., 2017b).

Em estudos anteriores, nos evidenciamos as propriedades antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antimutagénica e uma potente acdo antioxidante contra radicais livres e a
peroxidacdo lipidica, proveniente da geopropolis das espécies Melipona orbignyi e Melipona
quadrifasciata anthidioides (Santos et al., 2017a; Santos et al., 2017b). Entretanto, estudos que
avaliem a acéo protetora em macromoléculas in vitro e seus efeitos antioxidantes in vivo sdo
inexistentes. Neste contexto, nds investigamos o efeito protetor dos extratos hidroetanélicos de
geopropolis de M. orbignyi (EGMO) e de M.qg. anthidioides (EGMQ) contra danos oxidativos
em proteinas e DNA. Adicionalmente, avaliamos o efeito dos extratos na protecdo contra o
estresse oxidativo, o estresse térmico e ainda seus efeitos sobre a modulacao da expectativa de
vida de Caenorhabditis elegans.

2. Material e métodos

2.1. Quimicos e reagentes
Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico, adquiridos da

empresa Sigma-Aldrich/Merck (Séo Paulo, Brasil).

2.2. Obtencdo de amostras e preparacdo dos extratos hidroetanélicos de geoprépolis

Amostras de geoprépolis produzidas pelas abelhas sem ferrdo M. orbignyi e M. g.
anthidioides (Cadastro SISGEN N°AF5168A) foram identificadas e obtidas pelo bidlogo Prof.
Dr. José Benedito Perrela Balestieri, em um meliponario no estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil (22°13°12”’S e 54°49°2°°0). Para preparacao dos extratos, as amostras de geopropolis
foram maceradas com almofariz e pistilo e homogeneizadas com etanol 70%, na proporc¢éo de
1:3 (p/v). Em seguida, as solu¢cbes foram mantidas em uma incubadora shaker sob agitacdo
moderada, sem presenca de luz, durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as
solugbes foram filtradas em papel filtro qualitativo 80 g/m? (ProLab, Sdo Paulo, Brasil),
concentradas em evaporador rotativo a vacuo (Gehaka, Sdo Paulo, Brasil) e liofilizadas,
obtendo-se assim os extratos hidroetandlicos de geopropolis de M. orbignyi (EGMO) e de M.
g. anthidioides (EGMQ). O rendimento dos extratos liofilizados foi de 14,9% para EGMO e de
6,0 % para EGMQ, obtidos pela formula:
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amostra liofilizada x 100

Rendimento da extracdo (%) = —
amostra original

Os extratos obtidos foram mantidos a temperatura de —20°C e protegidos da luz, até a

realizacdo das analises.

2.3. Ensaios de protecdo em macromoléculas

2.3.1. Ensaio de oxidacao de proteinas
O efeito dos extratos frente a oxidacdo de proteinas foi avaliado através do ensaio de

inducdo oxidativa em albumina sérica bovina (BSA) por meio de AAPH (2,2'-Azobis(2-
amidinopropano) dihidrocloridrico). Em microtubos, foram incubados 15 puL de BSA (3
mg/mL), juntamente com 15 pL de EGMO ou EGMQ, em diferentes concentracdes (12,5 — 250
pg/mL) durante 30 min. Posteriormente, 15 pL da solugdo de AAPH (75 mM) foi adicionada
em cada microtubo, seguida de incubacdo durante 120 min a 37 °C. Em seguida, as amostras
foram misturadas com 75 pL de tampdo de amostra (40% de glicerol, 8% de SDS, 0,25 mM de
Tris-HCI pH 6,8; 20% de B-mercaptoetanol, 0,01% de azul de bromofenol) e aquecidas a 100
°C durante 3 min. Ap0s isto, as amostras foram aplicadas em géis de eletroforese (SDS-PAGE
12%). O processo de eletroforese foi realizado utilizando o sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad Laboratories, CA, EUA) a 200 V durante 60 min e os geis foram digitalizados no
fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad Laboratories). A média de quatro géis obtidos

em um experimento independente foi realizada para obtencéo dos dados.

2.3.2. Ensaio de danos oxidativos induzidos em DNA

O efeito do EGMO e EGMQ contra danos oxidativos induzidos no DNA foi investigado
pela fragmentacdo oxidativa induzida peroxido de hidrogénio (H20>) e luz ultravioleta (UV).
Para isto, 0 DNA plasmidial (pcDNA 3.1) (50 ng/uL) em solucéo de PBS 1x, foi incubado com
diferentes concentracbes de EGMO/EGMQ (12,5 — 250 pg/mL) e H202 30%, durante 30
minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas em transiluminador UVT-312 a 302 nm,
em temperatura ambiente por 5 min, seguido de aplicacdo e eletroforese em gel de agarose 2%
contendo brometo de etidio (10 ng/mL). Como controles, amostras de DNA plasmidial também
foram incubadas com os antioxidantes padrdo quercetina (Q) e acido galico (AG) (250 pg/mL)
e submetidas a0 mesmo tratamento. Posteriormente, o gel foi digitalizado pelo
fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad Laboratories) e a analise foi realizada com o

software Image Lab (Kumar & Chattopadhyay, 2007). Foram realizados dois experimentos
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independentes em duplicata e os graficos foram analisados utilizando o software GraphPad
Prism 5.0.

2.4. Ensaios in vivo utilizando o modelo Caenorhabditis elegans
2.4.1. Criacdo e manutencao de C. elegans

Para a realizagdo dos ensaios in vivo, foram utilizados nematoides tipo selvagem N2
Bistrol obtidos do Caenorhabditis Genetics Center (CGC), (Minnesota), EUA. Os nematoides
foram mantidos em estufa incubadora a 20 °C, cultivados em placas de Petri contendo meio de
cultura para crescimento Nematode Growth Medium (NGM) e alimentados com bactérias
Escherichia coli (OP50). As bactérias utilizadas como alimento para os animais foram
inativadas com o antibiotico canamicina (10 mM). Para realizacdo dos experimentos, a cultura
de nematoides foi sincronizada, utilizando hipoclorito de sodio 2% e NaOH 5 M. Os ovos
resistentes a lise alcalina foram transferidos para novas placas de Petri contendo meio NGM e

E.coli.

2.4.2. Avaliagéo da toxicidade aguda

Para avaliar o efeito toxico da exposicdo aguda do EGMO e EGMQ, em média 10
nematoides C. elegans, sincronizados em fase L4, foram transferidos para microplacas de 96
pocos contendo 100 pL de meio de cultura M9 e 100 pL dos respectivos extratos em diferentes
concentragdes (12,5 a 250 pg/mL). Posteriormente, os nematoides foram incubados a 20 °C por
24 e 48 h. Como controle negativo, os nematoides foram incubados apenas com 200 pyL de meio
de cultura M9. Apo6s o periodo de incubacdo, a viabilidade foi avaliada pela sensibilidade ao
toque com auxilio de um fio de platina. Foram realizados trés experimentos independentes em

triplicata.

2.4.3. Protecao contra o estresse oxidativo induzido por Juglone

Para avaliar os efeitos do EGMO e do EGMQ frente ao estresse oxidativo, 0s
nematoides C. elegans selvagens foram expostos ao agente oxidante Juglone (5-hidroxi-1,4-
naftoquinona) (Sobeh et al., 2018). Apds a sincronizacdo, em média 10 nematoides em estagio
L4 foram acondicionados em pocos contendo 100 uL do meio de cultura M9. Em seguida, 0s
nematoides foram pré-incubados com 100 L de diferentes concentragdes (12,5 a 250 pg/mL)
de EGMO/EGMQ por 1 h. Posteriormente, o indutor de estresse oxidativo Juglone foi
adicionado nos pocos contendo 0s nematoides e os tratamentos, seguida de incubacdo a 20 °C
por 24 h. Nematoides incubados apenas com meio de cultura M9 (250 pL) e com juglone (200

puL de meio M9 + 50 pL de juglone) foram utilizados como controles negativo e positivo para
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o0 dano oxidativo, respectivamente. Apds o periodo de incubacdo, a viabilidade dos nematoides
foi avaliada pela sensibilidade ao toque com auxilio de um fio de platina. Foram realizados trés

experimentos independentes em triplicata.

2.4.4. Protecao contra o estresse térmico

Para avaliar o efeito sobre o estresse térmico, os nematoides N2 foram sincronizados
em estagio L4 e tratados com EGMO/EGMQ (12,5 - 250 ug/mL). Para isto, 10 nematoides
foram transferidos para novas placas contendo meio NGM, E. coli OP50 e os respectivos
tratamentos. O estresse térmico foi induzido pelo aumento da temperatura da cultura de 20 para
37 °C durante um periodo de 6 h, com avaliacdes realizadas em intervalos de 1 h. Apds o
periodo de incubagdo, os nematoides foram mantidos a 20 °C por 16 h. Este procedimento
permite que 0s nematoides vidveis se recuperem e sejam contados através do toque com auxilio

de um fio de platina. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.

2.4.5. Ensaio de longevidade

Para avaliar o efeito sob a expectativa de vida, os nematoides N2 sincronizados em
estagio L4 foram tratados com EGMO/EGMQ. No primeiro dia da fase adulta, 10 nematoides
por grupo foram transferidos para novas placas de Petri contendo E.coli OP50 com ou sem a
presenca do EGMO/EGMQ em diferentes concentracGes (12,5; 50; 200 e 250 pg/mL), sendo
considerado este o primeiro dia do experimento. Nos primeiros seis dias, 0s nematoides foram
transferidos diariamente para novas placas contendo seus respectivos tratamentos, periodo em
gue 0s animais se encontravam em estagio reprodutivo. A partir do sexto dia, os animais foram
transferidos a cada 2 dias. A sobrevivéncia foi avaliada através da classificacdo dos animais
(mortos/vivos) diariamente, até que todos os nematoides morressem. Foram considerados
mortos 0s animais que nao se movimentaram apés leve estimulo com fio de platina. Nematoides
com ovos eclodidos internamente ou ndo encontrados foram excluidos da analise. Foram

realizados dois experimentos independentes em triplicata.

2.5. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como a média = erro padrdo da média (EPM).
Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas usando o teste t de Student para
comparacao entre dois grupos e andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Dunnett
para comparacgéo de dois ou mais grupos usando o software GraphPad Prism 5 (San Diego, CA,
EUA). Os resultados foram considerados significativos quando p <0,05; p <0,01 e p <0,001.
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3. Resultados
3.1. Ensaio de oxidacéo de proteinas

Inicialmente, o controle positivo AAPH promoveu 100% de oxidacdo do BSA, por outro
lado, os resultados demonstram que ambos EGMO e EGMQ apresentaram efeito protetor,
promovendo a reducdo da oxidacdo da BSA em todas as concentragdes avaliadas. A figura 1A-
B, apresenta a reducdo da difuséo das bandas de acordo com o aumento das concentragdes. O
EGMO apresentou reducédo de 31,7 = 1,77 % e de 99,3 = 0,59 % nas concentracBes de 12,5 e
250 pg/mL, respectivamente (Figura 1A). O EGMQ apresentou atividade mais acentuada,
promovendo uma reducéo de 36,4 + 3,25 % na concentracdo de 12,5 pg/mL, e 100% de reducéo

contra os danos oxidativos nas concentragdes de 200 e 250 pg/mL (Figura 1B).
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Figura 1. Protecdo contra a oxidacao de proteina induzida por AAPH (75 mM), promovida por
EGMO (A) e EGMQ (B) em diferentes concentragdes. Os valores foram expressos como media
+ EPM. *vs. AAPH; ***p < 0.001.
3.2. Ensaio de danos oxidativos induzidos em DNA

Os extratos foram avaliados frente a fragmentacédo induzida por radiacdo ultravioleta e
H>0. em DNA plasmidial. Como resultados, evidenciamos que ambos os extratos de
geopropolis apresentaram acéo contra a fragmentacdo oxidativa, como mostrado na figura 2A-
B. Nos controles positivos expostos a radiacdo UV e H.O2, observou-se perda total da
integridade do DNA. No entanto, na presenca dos extratos a integridade do DNA foi protegida
de forma concentracdo dependente, sendo mais efetivos que 0s controles positivos quercetina e

acido géalico. Nas concentrages iniciais de 12,5; 25 e 50 pg/mL foram observados reducdo da
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fragmentacdo do DNA de 18,9 + 0,5; 32,6 + 2,1 e 66,3 + 2,2% para EGMO e 15,8 + 0,9; 81,9
+59e 83,8+ 2,4% para EGMQ. Por outro lado, as maiores concentragdes (100 — 250 pg/mL)
de ambos os extratos, demonstraram 100% de protecédo contra a fragmentacdo do DNA.
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Figura 2. Protecédo contra a fragmentacdo oxidativa em DNA plasmidial induzida por radiagéo
UV e H202 (30%) promovida por EGMO/EGMQ em diferentes concentracdes. (A) Imagem
representativa do gel de agarose com 0s respectivos tratamentos. (B) Fragmentacdo de DNA
(%). Os valores foram expressos como média + EPM. #vs. CT; *vs. UV/H,0g; *** ##5 < 0.001.

3.3. Ensaios in vivo utilizando o0 modelo Caenorhabditis elegans

3.3.1. Toxicidade

No modelo in vivo C. elegans o primeiro parametro avaliado foi a toxicidade. Neste
ensaio, 0s nematoides foram tratados com EGMO e EGMQ e conforme a figura 3A-D, apos 24
e 48 h ndo foram observados efeitos toxicos em nenhuma das concentradas testadas (12.5 até

250 pg/mL), permitindo a realizagdo dos proximos ensaios com seguranca.
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Figura 3. Toxicidade dos extratos de geoprépolis sobre C. elegans nos periodos de (A) 24 h e

(B) 48 h para EGMO e (C) 24 h e (D) 48 h para EGMQ. Os valores foram expressos como
média £ EPM.

3.3.2. Protecdo contra ao estresse oxidativo induzido por Juglone

Ap0s a constatacdo da auséncia de toxicidade nas concentragdes avaliadas de ambos 0s
extratos, o efeito protetor do EGMO e do EGMQ foi avaliado através da sobrevivéncia dos C.
elegans sob estresse oxidativo induzido por Juglone (80 uM), apds o periodo de 24 h. Como
resultados, foi observado um aumento na sobrevivéncia de 22,3 e 37,3% dos nematoides
tratados com as concentragdes de 200 e 250 pg/mL do EGMO e de 23,9% na concentragdo de
250 pg/mL do EGMQ, como mostra a figura 4A-B.
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Figura 4. Efeito protetor do EGMO (A) e EGMQ (B) contra o estresse oxidativo induzido por
Juglone ap6s 24 h em C. elegans. Os valores foram expressos como média + EPM. * vs. CT; #
vs.CJ; *# p < 0.05; **# p < 0,01; ***## p < 0,001.

3.3.3. Protecdo contra o estresse térmico

No ensaio de estresse térmico os resultados mostram que ambos os extratos de
geopropolis apresentaram acdo protetora. Como observado na figura 5C, nas concentracGes de
12,5 — 100 pg/mL, o EGMO reduziu a mortalidade dos nematoides no periodo de 3 h. Além
disso, o extrato também demonstrou protecdo no periodo de 4 h, nas concentragfes de 100, 200
e 250 pg/mL (figura 5D). Na figura 6C, foi constatado que o EGMQ reduziu a mortalidade no
periodo de 3 h em todas as concentracdes avaliadas.
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Figura 5. Efeitos do EGMO em C. elegans apds os periodos de 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E)
e 6h (F) de inducgdo de estresse térmico. Os valores foram expressos como média + EPM. * vs.
CT20°C; #vs. CT37°C; **#p < 0.05; **# p < 0,01; *** #*# pn < 0,001.
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Figura 6. Efeitos do EGMQ em C. elegans ap06s os periodos de 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E)
e 6h (F) de inducdo de estresse térmico. Os valores foram expressos como média £ EPM. * vs.
CT20°C; #vs. CT37°C; *#p < 0.05; ** # p < 0,01; *** #*# p < 0,001.

3.3.4. Ensaio de longevidade

Neste ensaio, nossos resultados mostram que os nematoides tratados com EGMO ou
EGMQ apresentaram um aumento em sua expectativa de vida, como observado na figura 7A-
B. Os nematoides do grupo controle apresentaram tempo de vida maximo de 24 dias. Por outro
lado, os C.elegans tratados com EGMO nas concentragdes de 12,5 e 50 pg/mL e 200 e 250
pug/mL, viveram por 30 e 32 dias, representando 25 e 33,3% de aumento na longevidade,
respectivamente. Os C. elegans tratados com EGMQ apresentaram resultados similares aos
observados no tratamento com EGMO. Adicionalmente, a maior concentracdo de ambos 0s
extratos foi capaz de aumentar em cerca de 11% a expectativa média de vida dos C. elegans,

guando comparados ao grupo controle, como mostra a tabela 1.
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Figura 7. Efeitos dos extratos de geoprépolis sobre a expectativa de vida de C. elegans. (A)
Nematoides tratados com diferentes concentragdes do EGMO e (B) nematoides tratados com
diferentes concentragdes do EGMQ. Os valores foram expressos como média £ EPM.
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Tabela 1. Efeitos dos extratos de geopropolis na expectativa média de C. elegans selvagens em
condigdes padrao.

Longevidade Expectativa média Valor P (log rank) Noe
de vida? vs. Controle®

Controle 18 120 (2)
EGMO 12,5 pg/mL 16 0,7563 120 (2)
EGMO 50 pg/mL 16 0,3390 120 (2)
EGMO 200 pg/mL 18 0,1725 120 (2)
EGMO 250 pg/mL 20 0,0068** 120 (2)
EGMQ 12,5 pg/mL 16 0,8620 120 (2)
EGMQ 50 pg/mL 16 0,7451 120 (2)
EGMQ 200 pg/mL 20 0,2352 120 (2)
EGMQ 250 pg/mL 20 0,0285* 120 (2)

*Representa resultados estatisticamente significativos (* p < 0,05 e ** p < 0,01), quando o
grupo tratado foi comparado com o grupo controle.

4 Expectativa média de vida mensurada em dias.

b As comparacdes foram realizadas usando o teste log-rank (Mantel-Cox).

¢ Numero total de animais analisados, 0 nimero entre parentes representa a quantidade de
ensaios independentes.

4. Discussao

Os produtos naturais possuem uma diversidade estrutural Unica de componentes
quimicos, dos quais podem conferir diferentes atividades bioldgicas (Sorokina & Steinbeck,
2020). Dentre estes, a geopropolis € um produto de origem apicola, sendo produzida e utilizada
pelas abelhas sem ferrdo em seus ninhos como material de construcdo (Nogueira-Neto, 1997).
Existem relatos sobre a utilizacdo deste produto na medicina popular, no tratamento de
infeccOes oculares, respiratérias e cutaneas (Souza et al., 2004; Oliveira et al., 2016). Apesar
do seu uso para fins medicinais, ainda sdo escassos 0s estudos sobre a geoprépolis,
principalmente sobre as suas propriedades farmacologicas.

Em pesquisas anteriores, evidenciamos as propriedades antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antimutagénica e antioxidante da geoprépolis produzidas pelas especies de
abelhas sem ferrdo Melipona orbignyi e Melipona quadrifasciata anthidioides (Santos et al.,
2017a; Santos et al., 2017b). Agora, dando continuidade em nossos estudos, a capacidade
protetora dos extratos de geopropolis de M. orbignyi (EGMO) e M.g.anthidioides (EGMQ) foi
avaliada frente a danos oxidativos induzidos em macromoléculas e no modelo in vivo C.

elegans.
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Neste estudo, 0 EGMO e 0 EGMQ promoveram a protecdo de proteinas contra danos
oxidativos induzidos pelo AAPH. Este efeito estd relacionado a presenca de substancias
bioativas ja identificadas nos extratos, uma vez que ja constatamos que um dos mecanismos
antioxidantes do EGMO/EGMQ ¢ a doacao de elétrons para a estabilizacdo de radicais livres,
sejam estes hidrofilicos ou lipofilicos (Santos et al., 2017a; Santos et al., 2017b).

As proteinas sdo macromoléculas fundamentais para a biologia celular e muito sensiveis
a danos oxidativos, que podem alterar sua estrutura e ocasionar perda de funcéo (Tramutola et
al., 2017). Danos oxidativos em proteinas alteram a atividade de enzimas e receptores, de
mecanismos de transducdo de sinais e da susceptibilidade a protedlise (Lobo et al., 2010). As
ERO promovem danos em diferentes aminoacidos e desencadeiam alterages estruturais
oxidativas em proteinas, como a fragmentacdo e/ou formacéo de agregados (Mayo et al., 2003;
Cecarini et al., 2007). Tais eventos estdo associados ao desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer (Lévy et al., 2019).

Em adicdo ao efeito de protecdo em proteinas, 0 EGMO e o0 EGMQ também foram
capazes de proteger o DNA contra os danos oxidativos causados por radicais hidroxila, gerados
através da fotdlise do H20: induzida por luz UV (Rajan et al., 2013). O DNA é uma
macromolécula extremamente sensivel a danos oxidativos. Radicais hidroxila reagem com as
bases do DNA, abstraindo elétrons ou &tomos de hidrogénio, promovendo a clivagem e quebra
da fita de DNA (Collin, 2019; Wu et al., 2020). Danos oxidativos no DNA podem se acumular
em sua estrutura e dar inicio a instabilidade genémica, ou seja, um aumento da tendéncia de o
material genético sofrer mutacGes, cenario este relacionado ao declinio da funcéo celular,
envelhecimento e ao processo carcinogénico (Savina et al., 2016; Schumacher et al., 2021). Os
extratos ainda tiveram acao protetora mais eficiente em comparagdo aos controles padréo acido
galico e quercetina. Este efeito pode ser decorrente do sinergismo entre as moléculas bioativas
presentes nos extratos.

E possivel encontrar uma presenca diversificada de componentes quimicos em
geopropolis de diferentes abelhas sem ferrdo, tais como acidos fenolicos (galico, caféico,
siringico, benzdico) (Zhao et al., 2017), flavonoides (acido vanilico, rutina, aromadendrina,
quercetina, narigerina) (Ferreira et al., 2019) taninos hidrolisaveis (galotaninos e elagitaninos)
(Dutra et al., 2019), alcaloides (Coelho et al., 2015) e terpenos (Santos et al., 2017b).

A literatura reporta que compostos fendlicos como os flavonoides, exibem atividade
antioxidante por diferentes mecanismos, tais como: (1) doando elétrons e &tomos de hidrogénio

para estabilizacdo de radicais livres, (1) quelando ions metalicos catalisadores de ERO e (I11)
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regulando oxidases e enzimas antioxidantes (Yan et al., 2020). Além disto, estudos reportam a
capacidade de algumas destas moléculas de se ligar ao DNA e impedir danos oxidativos
(Sjakste et al., 2020). Nesta perspectiva, a presenca dos flavonoides naringerina, aromandedrina
e metil aromadendrina evidenciados na geopropolis de M. orbignyi e M. g. anthidioides (Santos
etal., 2017a; Santos et al., 2017b), podem ser responsaveis pelos efeitos de protecdo observados
em proteinas e DNA.

Ap0s a constatacdo do efeito protetor promovido pelos extratos sobre macromoléculas,
seguimos para avaliacdo utilizando o modelo in vivo Caenorhabditis elegans, um nematdide de
facil criacdo e bem caracterizado geneticamente (Kim et al., 2016). Este pequeno organismo
apresenta boa correlacdo e predicdes consistentes em relagdo a toxicidade em mamiferos (Hunt
et al., 2017) e varios genes homdlogos aos genes em humanos (Ayuda-Duran et al., 2020). O
0s extratos de geopropolis ndo promoveram toxicidade em nenhuma das concentracdes testadas
em C. elegans. Resultados negativos para toxicidade também foram observados no extrato da
propolis (2 — 8 mg/mL) da espécie Heterotrigona itama em C. elegans (Abdullah et al., 2019),
e para uma cumarina isolada da geopropolis de Melipona scutellaris, Cinamoiloxi-mammeisina
(2 -20 mg/kg) em Galleria mellonella (Cunha et al., 2020).

Em relacdo a protecdo contra o estresse oxidativo, 0s extratos foram capazes de
aumentar a sobrevivéncia dos C. elegans expostos ao Juglone, substancia que promove a
geracdo de ERO intracelulares H202 e O2" (Wang et al., 2019). Derivados de acidos fendlicos e
flavonoides presentes no EGMO/EGMQ podem ser responsaveis pela protecao contra os danos
oxidativos induzidos pelo juglone, e podem estar atuando de maneira direta sobre as ERO
geradas e/ou de maneira indireta, regulando o sistema de defesa antioxidante endogeno dos C.
elegans. A literatura reporta que compostos fendlicos podem proteger as células de danos
oxidativos regulando vias de sinalizacdo relacionadas a acdo antioxidante (Yan et al., 2020).
Neste sentido, a modulacdo de vias antioxidantes em C. elegans € uma possibilidade de atuacédo
dos extratos de geopropolis.

Uma importante via relacionada a resposta ao estresse oxidativo (homoéloga em
mamiferos), é a via da insulina/IGF-1 (Back et al., 2012), iniciada pelo receptor daf-2 (IGFR
em humanos), que regula negativamente os fatores transcricionais daf-16 e Skn-1, responsaveis
pela expressdo de genes associados a longevidade e enzimas antioxidantes (Mathew et al.,
2017; Ayuda-Duran et al., 2020). Daf-16 e Skn-1 sdo ortélogos funcionais aos fatores

transcricionais FoxO e Nrf em mamiferos (Tullet et al., 2017). Na literatura é reportado que
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compostos fendlicos presentes em prépolis e outros produtos naturais sdo capazes de modular
positivamente daf-16 e Snk-1 (Martel et al., 2020).

Os C. elegans também foram submetidos ao estresse térmico, condi¢do que pode induzir
ao estresse oxidativo através do aumento da temperatura (Emami et al., 2021). Durante este
tipo de estresse, as células do C. elegans ativam o mecanismo de resposta ao choque térmico,
regulado pelo fator de transcrigdo HSF-1 (Heat Shock factor-1), que por sua vez regula os niveis
de expressdo de proteinas de defesa especificas, conhecidas como chaperonas ou Heat Shock
proteins (HSP’s)/proteinas de choque térmico (Brunquell et al., 2016; Kyriakou et al., 2022).
Os animais tratados apresentaram um aumento na sobrevivéncia, o que indica um aumento em
sua capacidade de termotolerancia. A protecdo somente em 3 h ou em 3 e 4 h sugere que apos
um determinado periodo de estresse térmico, os extratos ndo consigam melhorar a recuperacéo
dos animais devido a gravidade dos danos gerados durante as Gltimas horas de estresse. No
estudo de Jovic et al. (2017), ap6s 4 h de estresse térmico, foram observados danos irreversiveis
na sobrevivéncia, contagem de progénie e movimentagdo dos nematoides.

Durante o estresse térmico, as proteinas podem ter seu dobramento incorreto e sua
conformacao alterada, podendo promover a formacao de agregados proteicos (Kim et al, 2016;
Kyriakou et al., 2022). Seguindo este raciocinio, compostos naturais que aumentem a eficiéncia
do mecanismo de resposta ao choque térmico, sdo potenciais candidatos a medicamentos para
a prevencdo de doencas neurodegenerativas promovidas por danos em proteinas.

Dentre as vias das proteinas quinase ativadas por mitégenos (MAPK), a via de
sinalizacdo c-Jun N-terminal kinase (JNK) é responsavel por coordenar respostas celulares
frente a fatores de estresse, incluindo citocinas inflamatorias, radiacdo UV, estresse oxidativo
e 0 estresse ao calor (Oh et al., 2005). Ao detectar estimulos estressores, a proteina JNK-1 é
capaz de ativar daf-16 e promover sua translocacdo ao nucleo, onde ira induzir a expressao de
genes-alvo responsaveis por evitar estresses prejudiciais (Oh et al., 2005; Mathew et al., 2017).
O estresse térmico € capaz de impulsionar a translocacdo de daf-16 para o nucleo (Tepper et
al., 2013), e em consequéncia, a resposta ao choque térmico é induzida para promover
adaptacao e a sobrevivéncia dos nematoides (Kyriakou et al., 2022).

A literatura reporta que a resisténcia e 0 aumento da sobrevivéncia sob alguns tipos de
estresse abiotico como radiacdo UV, estresse oxidativo e estresse térmico estdo relacionados a
longevidade (Back et al., 2012, Feng et al., 2015). Seguindo esta perspectiva, os animais foram
tratados diariamente com EGMO e EGMQ até 0 momento em que todos estivessem mortos.

Interessantemente, ambos os extratos foram capazes de aumentar a expectativa de vida dos
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nematoides, em todas as concentragdes testadas. O efeito sobre a expectativa de vida pode estar
associado as propriedades antioxidantes dos extratos de geoprépolis. Em adicdo, este efeito
pode estar associado a modulagéo da expressao dos fatores de transcricao daf-16 e Skn-1.

Nenhuma informacéo sobre os efeitos de extratos de geopropolis sobre o0 modelo C.
elegans foi encontrada na literatura. Entretanto, a naringerina (presente em nossos extratos), foi
investigada por Ge et al. (2021), constatando-se a promocéo da longevidade em C. elegans sob
condic¢des normais e de estresse oxidativo. Neste estudo, a naringerina melhorou a locomogéo,
atrasou a paralisia, reverteu a quimiotaxia defeituosa induzida pela proteina beta-amiloide,
aumentou a atividade de enzimas antioxidantes e reduziu o conteido de ERO e MDA. Além
disto, modulou positivamente os fatores transcricionais daf-16 e skn-1 e modulou
negativamente daf-2, indicando a promocdo da longevidade através da via insulina/IGF-1 e das
MAPKS.

As vias de sinalizacdo do receptor de insulina/IGF-1 e INK (MAPK) sdo importantes
cascatas de sinalizagéo envolvidas em respostas celulares ao estresse (Wolf et al., 2008). A
sinalizacdo positiva da via daf-2 inibe a atividade de daf-16 e Skn-1, enquanto a sinalizacdo
positiva da via JNK leva a ativacdo de daf-16. Uma vez ativa, a daf-16 induz a expressao de
genes de enzimas antioxidantes e de proteinas de choque térmico, promovendo um aumento da
resisténcia ao estresse e de longevidade (Kim et al., 2016; Mathew et al., 2017; Ayuda-Duran
et al., 2020).

5. Conclusoes

Em conjunto, estes dados ampliam as perspectivas sobre o potencial antioxidante e
efeitos benéficos dos extratos de geopropolis de M. orbignyi e M. g.anthidioides, evidenciados
através de suas atividades protetoras frente a danos oxidativos induzidos a proteinas e DNA,
protecao contra o estresse oxidativo e térmico, e aumento da expectativa de vidaem C. elegans.
Embora, pouco conhecida na literatura cientifica, a geopropolis € um produto das abelhas
nativas sem ferrdo utilizada na medicina tradicional, que demonstra potencial para o
desenvolvimento de produtos biotecnologicos voltados para prevencdo e/ou tratamento de

doencas associadas ao estresse oxidativo.
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Artigo 2

Geopropolis de abelhas sem ferrdo inibem a migracéo celular e induzem a morte de
células cancerosas via apoptose e necroptose
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Resumo

A geopropolis é um produto apicola utilizado na medicina popular no tratamento de diferentes
enfermidades, no entanto, € pouco investigada frente ao seu potencial anticancer. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos anticancer dos extratos hidroetanolicos
de geoprépolis de Melipona orbignyi (EGMO) e Melipona quadrifasciata anthidioides
(EGMQ). Para isto, o efeito sobre a viabilidade de células ndo cancerigenas e de linhagens
celulares de cancer de cabeca e pescoco, pulmao, melanoma e leucemia foi investigado através
do ensaio de viabilidade celular com o reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltriazdlio). Posteriormente, a migracdo celular das linhagens de melanoma foi
investigada pelo ensaio de ranhura. Os mecanismos envolvidos na morte celular promovida
pelos extratos de geopropolis foram determinados por meio de ensaios de citometria de fluxo.
Para confirmagdo destes mecanismos, foram utilizados os inibidores farmacoldgicos Z-VAD,
Z-DEVD e NEC-1. Como resultados, ambos os extratos de geopropolis reduziram a viabilidade
de todas as linhagens cancerigenas, de maneira seletiva em comparacdo as células ndo
cancerigenas. O EGMO e EGMQ reduziram a migracao celular de todas as linhagens celulares
de melanoma avaliadas. Em relacdo a citotoxicidade, o principal mecanismo de morte celular
desencadeado pelos extratos de geopropdlis em células B16F10-Nex2 e Jurkat foi apoptose
tardia, seguida de necrose. Nas células K562 a morte celular foi induzida via apoptose inicial.
Em adicdo, o uso de inibidores confirmou a morte por apoptose dependente da ativagédo de
caspases nas células de melanoma murino e leucemia, e de necroptose via ativacdo de RIPK-1
em B16F10-Nex2 e Jurkat. Em conjunto, nossos dados mostram o potencial anticancer do
geoprépolis de M. orbignyi e M. g. anthidioides frente a diferentes linhagens de células de
melanoma e leucemia.

Palavras-chave: Produto apicola, Potencial terapéutico, Citotoxicidade seletiva, Melanoma,
Leucemia
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1. Introducgéo

Um dos principais problemas de saude publica no mundo é o cancer, sendo reconhecido
pela Organizacdo Mundial da Saude., (2024) como a segunda causa de mortes a nivel global.
Em 2020, 19 milhdes de casos e quase 10 milhdes de dbitos foram relatados (Sung et al., 2021).
De acordo com a GLOBOCAN (Global Cancer Observatory, 2024), as projecdes para 2040
serdo de 29,9 milhGes de novos casos e cerca de 15,3 milhdes de obitos.

O Cancer é uma doenga genética, que resulta de mutacdes que alteram o DNA e o padrdo
da expressdo de genes que controlam a multiplicacdo e morte celular, transformando uma célula
normal em uma célula cancerosa, cujas caracteristicas incluem a proliferacao descontrolada e a
resisténcia aos mecanismos de morte por apoptose (National Cancer Institute, 2024). Uma
célula cancerosa pode dar origem a um tumor, além de invadir e colonizar outras regides do
corpo para formar tumores secundarios, em um processo conhecido como metastase (Pérez-
Gonzélez et al., 2023).

Dentre os tipos de cancer, o cancer de pele esta entre os mais prevalentes do mundo e
com base na origem celular, pode ser classificado em ndo-melanoma ou melanoma (Balaha et
al., 2023). O cancer de pele ndo-melanoma tem origem nos queratinécitos, € a forma mais
incidente da doenca (Chandra et al., 2023) e apresenta as menores taxas de mortalidade (Sung
et al., 2021). Por outro lado, 0 melanoma tem origem nos melandcitos, € um tumor maligno
altamente metastatico e se apresenta como a forma mais letal de cancer de pele (Chandra et al.,
2023). Em 2022, 78,8% dos casos de cancer de pele foram ndo-melanomas, onde a taxa de
morte foi de 5,6%. Os outros 21,2% foram casos de melanoma, cuja taxa de morte foi de 17,6%,
cerca de 3,1 vezes maior (GLOBOCAN, 2022ab).

Outro tipo de cancer que apresenta elevadas taxas de mortalidade s&o as leucemias, um
cancer hematolégico que afeta as células do tecido hematopoiético. As leucemias sdo
caracterizadas pela proliferacdo anormal dos glébulos brancos, causada por alteracdes genéticas
em células tronco/progenitoras em diferentes estagios de diferenciagdo e maturacdo na medula
0ssea (Long et al., 2022). Dependendo da origem celular, sdo classificadas em linfocitica ou
mieloide, e de acordo com a progressdo sao classificadas em aguda ou cronica (Hao et al., 2019;
Ratley et al., 2020).

As opgOes convencionais de tratamento para o melanoma incluem exciséo cirdrgica,
radioterapia e quimioterapia, e sdo utilizadas de acordo com o estagio da doenca, localizacéo
do tumor e condigdes do paciente (Cassano et al., 2021). Em relagdo a leucemia, os tratamentos

mais comuns sdo quimioterapia, transplante de medula éssea e radioterapia (Maher et al., 2021).
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Drogas quimioterapicas sdo elementos farmacoldgicos extremamente essenciais nas terapias
anticancerigenas (Zajaczkowska et al., 2019; Juszczak et al., 2022). No entanto, a baixa
seletividade da maioria quimioterapicos promove toxicidade sistémica e uma serie de efeitos
adversos (Kuryk et al., 2020; Boogaard et al., 2022). Em alguns casos, a manifestacdo de
quimiorresisténcia (Guo et al., 2023) pode limitar ainda mais a eficdcia do tratamento.
Adicionalmente, terapias mais modernas, como a terapia alvo e imunoterapia, podem ser
utilizadas, e apesar de efeitos adversos reduzidos (Kroschinsky et al., 2017), seu custo € elevado
(Zeng et al., 2023).

A demanda crescente por novas abordagens terapéuticas contra o cancer, impulsiona a
busca por moléculas mais eficientes e que possam sobrepor os efeitos adversos dos atuais
tratamentos. Diferentes farmacos foram desenvolvidos a partir de produtos naturais, uma fonte
inestimavel de moléculas com propriedades farmacoldgicas. Dentre estes, a geopropolis € um
produto apicola produzido por algumas espécies de abelhas sem ferrdo (Nogueira-neto, 1997),
utilizando resinas vegetais, cera, pélen, secrecdes mandibulares e terra (Dutra et al., 2019;
Oliveira et al., 2019). Este produto natural é utilizado pelas abelhas em seus ninhos, como
protecdo mecanica e para vedar fissuras e selar orificios (Ferreira et al., 2020).

Alguns estudos reportam atividades bioldgicas deste produto natural, como as a¢des
antimicrobiana, antimutagénica, anti-inflamatéria, antioxidante (Santos et al., 2017a; Santos et
al., 2017b; Coutinho et al., 2023), antiviral (Silva et al., 2023), cicatrizante (Sousa-Fontoura et
al., 2020) e imunomodulatoria (Oliveira et al., 2019), demonstrando que a geopropolis é uma
fonte natural importante de moléculas com potencial terapéutico. Apesar de diferentes relatos
sobre suas propriedades terapéuticas, os dados na literatura continuam muito escassos,
principalmente sobre os efeitos anticancer. Alguns estudos tém investigado a acéo
antiproliferativa do extrato e dos constituintes quimicos da geopropropolis de Melipona
scutellaris (Cunha et al., 2013; 2016), e os efeitos anticancer do extrato da geopropolis de M.
fasciculata (Cinegaglia et al., 2013), explorando os mecanismos de morte em células
cancerigenas (Barboza et al., 2020) e a combinacdo com quimioterapicos (Bartolomeu et al.,
2016).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos anticancer dos extratos
de geopropolis das espécies de abelhas Melipona orbignyi e Melipona quadrifasciata
anthidioides, contra diferentes linhagens cancerigenas, bem como investigar os mecanismos de

acao envolvidos.
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2. Material e métodos

2.1. Quimicos e reagentes
Todos os reagentes utilizados nos experimentos sao de grau analitico e foram adquiridos

da empresa Sigma-Aldrich/Merck. Os meios de cultivo celular DMEM alta glicose (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), RPMI 1640 (Rosewell Park Memorial Institute), soro fetal bovino
(SFB) e mistura de antibi6ticos penicilina-streptomicina-neomicina foram adquiridos da
empresa Gibco/Invitrogen (Minneapolis, USA). Os marcadores fluorescentes anexina V-FITC,
7-aminoactinomicina e iodeto de propideo, utilizados para analises de citometria de fluxo,

foram adquiridos da empresa BD Biosciences (California, USA).

2.2. Obtencdo de amostras e preparacdo dos extratos hidroetandlicos de geoproépolis

Amostras de geopropolis produzidas pelas abelhas sem ferrdo M. orbignyi e M. q.
anthidioides (Cadastro SISGEN N°AF5168A) foram identificadas e obtidas pelo bidlogo Prof.
Dr. José Benedito Perrela Balestieri, em um meliponario no estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil (22°13°12”°S e 54°49°2°°0). Para preparacao dos extratos, as amostras de geoprépolis
foram maceradas com almofariz e pistilo e homogeneizadas com etanol 70%, na proporcao de
1:3 (p/v). Em seguida, as solu¢cbes foram mantidas em uma incubadora shaker sob agitacao
moderada, sem presenca de luz, durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as
solugbes foram filtradas em papel filtro qualitativo 80 g/m? (ProLab, Sdo Paulo, Brasil),
concentradas em evaporador rotativo a vacuo (Gehaka, Sdo Paulo, Brasil) e liofilizadas,
obtendo-se assim os extratos hidroetandlicos de geopropolis de M. orbignyi (EGMO) e de M.
g. anthidioides (EGMQ). O rendimento dos extratos liofilizados foi de 14,9% para EGMO e de
6,0 % para EGMQ), obtidos pela férmula:

amostra liofilizada x 100

Rendimento da extracdo (%) = —
amostra original

Os extratos obtidos foram mantidos a temperatura de —20°C e protegidos da luz, até a

realizacdo das analises.

2.3. Cultura celular
As linhagens celulares utilizadas foram: células mononucleares do sangue periférico
humano/human peripheral blood mononuclear cells (PBMC); células de rabdomiossarcoma
humano (RD); carcinoma pulmonar humano (NCI-H292); células de melanoma humano Sk-
mel-19 (mutacdo no gene B-RAF e CDKN2A), Sk-mel-28 (mutacdo no gene B-RAF, Tp53, e
PTEN) e Sk-mel-103 (mutacdo no gene N-RAS) e de melanoma murino B16F10-Nex2
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(sublinhagem, que possui as mesmas caracteristicas da linhagem original B16F10, mas com
agressividade metastatica); e células de leucemia linfoide aguda (Jurkat) e leucemia mieloide
crénica (K562). Para as PBMC, B16F10-Nex2, K562 e Jurkat foi utilizado o meio RPMI 1640.
As linhagens celulares Sk-mel foram cultivadas em meio DMEM alta glicose. Todas as
linhagens celulares (exceto PBMC) foram mantidas em frascos de cultivo celular de 75 cm?
contendo seus respectivos meios de cultura, suplementados com 10 nM de &acido 4-(2-
hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico (HEPES), 24 nM de bicarbonato de sodio, 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de antibidticos (penicilina 5 mg/mL, estreptomicina 5 mg/mL e
neomicina 10 mg/mL) e mantidas em estufa com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO>
a37°C.

A obtencéo das PBMC foi realizada ap6s aprovacio pelo Comité de Etica e Pesquisa
local da Universidade Federal da Grande Dourados (CEP: 6.166.432). O sangue humano de
doadores saudaveis foi coletado em tubos contendo o anticoagulante citrato de sédio. Em
seguida, as PBMC foram isoladas com o uso de Ficoll Histopaque-1077(1,077 g/cm?®) (Sigma-
Aldrich/Merck, Alemanha). Seguindo as instru¢fes do fabricante, o sangue foi centrifugado a

400 x g por 30 min separando as células mononucleares em interfaces facilmente diferenciadas.

2.4. Ensaio de viabilidade celular MTT

Para investigar os efeitos dos extratos de geoprdpolis sobre a viabilidade celular, foi
realizado o ensaio colorimétrico com o reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltriazélio (MTT). Para isto, as PBMC (12 x 10%), as células RD e NCI-H292 (1 x 10%),
SK-mel-19, 28, 103 (7 x 10%), B16-F10-Nex2 (5 x 10%), e Jurkat/K562 (2 x 10%), foram
plaqueadas em microplacas de 96 pocos. Posteriormente, células em suspensao foram tratadas
imediatamente ap6s o plagueamento, e as células aderentes apds 24 h, com diferentes
concentracdes (12,5 a 250 pg/mL) dos extratos de geoprépolis durante 24 e 48 h. Apds os
periodos de tratamento, as células em suspensao foram centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min,
Seguindo com os procedimentos, o sobrenadante das placas foi descartado, as diferentes
linhagens celulares foram lavadas com PBS 1x (tampdo fosfato salino, pH 7,4) e incubadas com
o0 reagente MTT (0,5 mg/mL) durante 4 h, a 37 °C. Apds o periodo de incubacdo em estufa, os
cristais de formazan foram solubilizados em 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), e a
absorbancia das amostras foi mensurada a 630 nm em leitor de microplaca Thermoplate TP-
READER. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata e os resultados da

viabilidade celular foram obtidos usando a seguinte formula:
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Abs das células tratadas

Viabilidade Celular (%) = ( ) x 100

Abs do controle

2.5. Ensaio de ranhura (Scratch assay)

Para investigar os efeitos dos extratos de geopropolis sobre a migracéo celular, foi
realizado o ensaio ranhura, de acordo com Justus et al. (2014). Para isto, as células Sk-Mel-19,
Sk-Mel-28, Sk-Mel-103 (5x10%) e B16F10-Nex2 (4x10% foram plaqueadas em placas de 24
pocos contendo meio RPMI suplementado com 1% de SFB e incubadas a 37 °C durante 24 h
para formar uma monocamada celular. Apos esse periodo, um risco vertical foi feito no meio
do poco utilizando uma ponteira de 200 pL. Em seguida, cada pogo foi lavado com 500 pL de
PBS e posteriormente as células de melanoma foram tratadas com 1/8 do ICso do EGMO ou
EGMQ diluidos em meio RPMI (1% de SFB) durante 48 h a 37 °C. Cada poco foi fotografado
em 3 regibes previamente marcadas com caneta permanente utilizando um microscopio
invertido de contraste de fase (Olympus CKX41; aumento de 40x). A porcentagem de migracéo
celular foi calculada determinando as areas das imagens nos tempos 0, 12, 24 e 48 h, com
auxilio do Software ImageJ. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.

Para determinacdo da porcentagem de migracdo, a seguinte formula foi utilizada:

(média do tempo 0 — média do tempo avaliado)

Migracao celular (%) = ( ) x 100

média do tempo 0

2.6. Determinacao do perfil de morte celular

Para avaliar o perfil de morte celular promovido pelo EGMO e EGMQ, foi realizada a
técnica de citometria de fluxo, utilizando dupla marcacdo com Anexina V-FITC e 7-
aminoactinomicina/lodeto de Propidio (BD Biosciences), seguindo as instru¢cdes recomendadas
pelo fabricante. As células B16F10-Nex2, Jurkat e K562 (1 x 10°) foram tratadas com o 1Cso
do EGMO e EGMQ durante 24 h. Apés este periodo, as diferentes linhagens foram coletadas,
lavadas duas vezes com PBS 1x e ressuspensas em 200 pL de tampéo de ligacdo. Em seguida,
foram adicionados 1 pL de anexina V-FITC e 1 uL de 7AAD/iodeto de propidio. A mistura
contendo os marcadores e as células foi incubada em estufa de cultivo celular, por 15 minutos.
Dez mil eventos foram coletados por amostra e as analises foram realizadas em citdmetro de
fluxo BD Accuri C6 Plus (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Foram realizados dois

experimentos independentes em triplicata.
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2.7. Ensaio MTT com inibidores farmacol6gicos

As células B16F10-Nex2 (5x10%), Jurkat e K562 (2 x 10% foram plagueadas em
microplacas de 96 pocos contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB. Em
seguida, as células foram pré-incubadas durante 1 hora com 20 uM do inibidor de pan-caspase
Z-VAD-FMK (N-Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(O-Me) fluoromethyl ketone), 20 uM do
inibidor de caspase-3 Z-DEVD-FMK (benzyloxycarbonyl-Asp(OMe)-Gly(OMe)-Val-
Asp(OMe)-chloromethyl ketone) e 20 UM do inibidor de necroptose necrostatina-1 (NEC-1)
(5-(1H-Indol-3-yImethyl)-3-methyl-2-thioxo-4-imidazolidinone). Apos este periodo, as células
foram tratadas com os respectivos ICso do EGMO ou EGMQ, durante 24 h. Posteriormente, 0s
efeitos sobre a viabilidade celular foram observados utilizando o reagente MTT, método
previamente descrito na se¢do 2.4. Foram realizados trés experimentos independentes em

triplicata.

2.8. Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas realizando o teste t de Student
para comparacdo entre dois grupos e analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
Dunnett para comparagdo de dois ou mais grupos, usando o software GraphPad Prism 5 (San
Diego, CA, EUA). Os resultados foram considerados significativos quando p <0,05.

3. Resultados
3.1. Ensaio de viabilidade celular MTT

Os resultados mostram que até as maiores concentracdes avaliadas de ambos 0s extratos
de geoprépolis, houve a manutencdo da viabilidade das PBMC em aproximadamente 70%. Por
outro lado, em todas as linhagens cancerigenas avaliadas, 0s extratos promoveram reducao da
viabilidade de modo acentuado, conforme observado nas figuras 1, 2 e 3.

Na figura LA-D, a reducdo da viabilidade promovida pelo EGMO e EGMQ em células
RD foi evidenciada a partir da concentragdo de 100 pg/mL, em ambos os periodos avaliados.
Na maior concentracédo avaliada, 0 EGMO e EGMQ promoveram uma reducdo de 89 e 84 % e
de 90 e 88% da viabilidade celular nos periodos de 24 e 48 h, respectivamente. Nas células
NCI-H292, os extratos de geoprépolis reduziram a viabilidade celular a partir de 100 pg/mL no
periodo de 24 h e a partir de 50 pg/mL no periodo de 48 h. Nas maiores concentracdes avaliadas,
0 EGMO e 0 EGMQ reduziram aproximadamente 75 e 89 % da viabilidade celular nos periodos

de 24 e 48 h, respectivamente.
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Figura 1. Curva de viabilidade das células normais (PBMC) e das células de rabdomiosarcoma
RD e de carcinoma pulmonar NCI-H292 tratadas com o extrato hidroetanoélico de geoprépolis
de M. orbignyi (EGMO) nos periodos de 24 (A) e 48 h (B) e com o extrato hidroetandlico de
geoproépolis de M. g. anthidioides (EGMQ) nos periodos de 24 (C) e 48 h (D). Os valores foram
expressos como média + EPM.

Na figura 2A-D, os extratos de geopropolis reduziram a viabilidade celular de todas as
linhagens de melanoma humano e murino. Nas células Sk-mel-19, o EGMO e EGMQ
reduziram a viabilidade celular a partir das concentragdes de 150 e 100 pg/mL,
respectivamente. Na concentragcdo de 250 pg/mL, ambos os extratos reduziram a viabilidade
em aproximadamente 80 e 85%, em 24 e 48 h, respectivamente. Nas células Sk-mel-28, a
reducdo da viabilidade celular promovida por EGMO foi evidenciada a partir da concentracéo
de 150 pg/mL em ambos os periodos avaliados. O EGMQ foi capaz de promover este efeito a
partir de 100 pg/mL. Nas maiores concentragdes, ambos os extratos reduziram cerca de 80 e 92
% da viabilidade em 24 e 48 h, respectivamente.

Nas células Sk-mel-103, o EGMO reduziu a viabilidade a partir da concentracao de 150

pug/mL em 24 e 48 h. O EGMQ promoveu este efeito a partir de 150 pg/mL em 24 h e a partir
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de 100 pg/mL em 48 h. Nas maiores concentragdes avaliadas, ambos os extratos reduziram
aproximadamente 82 e 87 % da viabilidade celular em 24 e 48 h, respectivamente. Nas células
B16F10-Nex2, os extratos de geopropolis demonstraram efeito mais acentuado na reducéo da
viabilidade celular, induzindo este efeito a partir de 50 pg/mL. Em adicdo, na concentracdo de
250 pg/mL, ambos os extratos reduziram aproximadamente 80 e 93 % da viabilidade celular
em 24 e 48 h, respectivamente.
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Figura 2. Curva de viabilidade das células normais (PBMC) e das células de melanoma murino
B16F10-Nex2 e de melanoma humano Sk-Mel-19, Sk-Mel-28 e Sk-Mel-103 tratadas com o
extrato hidroetandlico de geopropolis de M. orbignyi (EGMO) nos periodos de 24 (A) e 48 h
(B) e com o extrato hidroetanolico de geopropolis de M. g. anthidioides (EGMQ) nos periodos
de 24 (C) e 48 h (D). Os valores foram expressos como média = EPM.

Conforme a figura 3, 0 EGMO reduziu a viabilidade das células Jurkat a partir de 100 e
50 pg/mL em 24 e 48 h, respectivamente. Nas maiores concentragdes avaliadas, o EGMO
reduziu cerca de 68 e 79 % da viabilidade em 24 e 48 h, respectivamente. O EGMQ foi capaz

de reduzir a viabilidade a partir de 50 pg/mL, em ambos os periodos de avaliagdo. Nas ultimas
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concentracOes avaliadas, o extrato reduziu cerca de 72 e 78 % da viabilidade das células Jurkat
em 24 e 48 h, respectivamente.

Dentre as linhagens cancerigenas avaliadas, foi observado o efeito mais potente dos
extratos na reducdo da viabilidade das células leucémicas K562. A reducdo da viabilidade
celular foi constatada em todas as concentragdes avaliadas, de maneira concentracdo
dependente e em ambos 0s extratos e periodos avaliados. Nas maiores concentra¢Ges avaliadas,
0 EGMO reduziu cerca de 81 e 84 % da viabilidade em 24 e 48 h, respectivamente, enquanto o
EGMQ reduziu cerca de 75 % (24 h) e 85 % (48 h) da viabilidade celular.
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Figura 3. Curva de viabilidade das células normais (PBMC) e das células de leucemia Jurkat e
K562 tratadas com o extrato hidroetandlico de geoprépolis de M. orbignyi (EGMO) nos
periodos de 24 (A) e 48 h (B) e com o extrato hidroetanolico de geopropolis de M. g.
anthidioides (EGMQ) nos periodos de 24 (C) e 48 h (D). Os valores foram expressos como
média + EPM.

Com base nos valores de ICso apresentados na tabela 1, demonstra-se que as linhagens
celulares que apresentaram maior sensibilidade a acdo do EGMO foram, em ordem crescente:
RD, Sk-mel-103, Sk-mel-28, Sk-mel-19, NCI-H292, Jurkat, B16F10-Nex2 e K562. J& para

EGMQ, as células mais sensiveis foram RD, Sk-mel-103, Sk-mel-28, Sk-mel-19, NCI-H292,
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B16F10-Nex2, Jurkat e K562. Os valores de ICso ndo foram detectados em células normais
PBMC.

Tabela 1. Valores de ICso do EGMO e EGMQ obtidos em linhagens celulares de
rabdomiossarcoma humano (RD), carcinoma pulmonar humano (NCI-H292), melanoma
humano (Sk-mel-103, Sk-mel-28, Sk-mel-19), melanoma murino (B16F10-Nex2) e em
leucemia humana (Jurkat e K562).

I1Cso0 (Mg/mL)
Linhagem celular EGMO EGMQ
24 h 48 h 24 h 48 h
PBMC ND ND ND ND

RD 163,3+ 3,6 136,9+ 1,2 160 +2,9 130,4 +8,5
NCI-H292 1243+22 78,4+ 8,0 1153+ 0,4 71,1+6,5
Sk-mel-103 151 +4,1 126,6 +1,5 128 +1,8 122 £0,6
Sk-mel-28 132,9+ 4,4 122 £3,2 126,6 +2,6 114 £ 6,2
Sk-mel-19 126,05 + 4,6 122,4+15 118,2+55 106 + 6,4
B16F10-Nex2 653+25 622+ 1,4 612+22 66,6 + 2,4
Jurkat 105+9,8 77+2,7 748+4,1 38,6+4,3
K562 65523 349+15 61,1+17 357+20

ICso: Concentracdo inibitoria para 50% das células.

EGMO: extrato hidroetandlico de geopropolis de Melipona orbignyi.

EGMQ: extrato hidroetandélico de geoprépolis de Melipona quadrifasciata anthidioides.
ND: ndo detectado.

Valores foram expressos como média + EPM, onde n=3.

Adicionalmente, em comparacdo as células normais, as atividades maximas (maior
concentracdo citotoxica) do EGMO promoveram uma reducdo da viabilidade das linhagens
cancerigenas cerca de 2,3 a 7 vezes maior em 24 h e cerca de 2,5 a 10 vezes maior em 48 h
(tabela 2). Ja as atividades méaximas do EGMQ promoveram uma reduc¢do da viabilidade das
linhagens cancerigenas cerca de 2,2 a 4 vezes maior em 24 h e cerca de 3,6 a 10 vezes maior
em 48 h (tabela 2). Estes dados indicam maior seletividade de ambos os extratos de geoprépolis

para as células cancerigenas.
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Tabela 2. VValores de atividade maxima em relacdo a reducdo da viabilidade celular obtidos por
meio do tratamento com os extratos hidroetandlico de geopropolis de Melipona orbignyi e
(EGMO) e de Melipona quadrifasciata anthidioides (EGMQ) em céelulas PBMC e em linhagens
celulares de melanoma humano (Sk-mel-103, Sk-mel-28, Sk-mel-19), melanoma murino
(B16F10-Nex2) e de leucemia humana (Jurkat e K562).

Amostra Viabilidade celular — Ensaio MTT
EGMO EGMQ
Linhagem Celular ~ Atividade madxima—24h  Atividade maxima—-48h  Atividade maxima—-24h  Atividade maxima—48 h
% % ug/mL % pg/mL pg/mL % pg/mL

PBMC 71+76 250 72+10 200 60+1,1 250 719+35 250
RD 10+0,7 250 71+13 200 15+2,3 250 157+0,1 200
NCI-H292 272+19 150 10,3+0,6 150 222+10 150 10,7+0,4 150
Sk-mel-103 182+11 200 11,8+0,1 150 199+17 150 11+05 150
Sk-mel-28 27,0+3,3 150 69+31 150 191+15 150 7031 150
Sk-mel-19 208+19 150 123+14 150 152+0,6 150 132+15 200
B16F10-Nex2 214+21 150 10,5+0,6 150 21,4+40 100 16,1+4,3 100
Jurkat 30,1+37 150 28,6+0,4 100 258+29 100 19,7+0,6 100
K562 26,4+05 100 16,6 £1,3 100 265+24 100 139+05 100

Valores foram expressos como média £ EPM, onde n=3.

3.2. Ensaio de ranhura (Scratch assay)
As células de melanoma sdo altamente metastaticas, principalmente a linhagem

B16F10-Nex2. Neste sentido, todas as células de melanoma foram selecionadas para a
realizacdo deste ensaio. Para investigar os efeitos dos extratos sobre a migracdo celular, as
células foram tratadas com /s de todos os valores de 1Cso obtidos no ensaio de viabilidade
celular, visto que concentracdes maiores promovem citotoxicidade.

Conforme as figuras 4, 5, 6 e 7, observa-se a diminuicdo significativa da migracao
celular promovida pelo EGMO e EGMQ em todas as linhagens de melanoma avaliadas. Os
valores de migracdo em percentual, do controle e tratamentos, para cada linhagem analisada
encontram-se na tabela 3. Em comparacdo aos controles, 0 EGMO reduziu a migracéo celular
em 31,9 % nas células Sk-mel-103 (fig. 4B), em 35,2 % nas células Sk-mel-19 (fig. 6B), em
42,1 % nas células Sk-mel-28 (fig. 5B) e em 53,1 % nas células B16F10-Nex2 (fig. 7B). O
EGMQ reduziu a migragéo celular em 28,5 % nas células Sk-mel-103 (fig. 4B), em 45,3 % nas
células Sk-mel-28 (fig. 5B) e B16F10-Nex2 (fig. 7B) e em 46,1 % nas células Sk-mel-19 (fig.
6B).
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Figura 4. Migracdo celular das células de melanoma humano Sk-Mel-103 tratadas com /g do
valor do ICsp do extrato hidroetandlico de geoprépolis de M. orbignyi (EGMO) e do extrato
hidroetanolico de geopropolis de M. g. anthidioides (EGMQ). (A) Imagens representativas da
migrac&o celular obtidas através do ensaio de ranhura (scratch assay), utilizando o aumento de
40x. (B) Percentuais de migracdo celular apos 12, 24 e 48 h de tratamento. Os valores foram

expressos como média + EPM. *** p < comparados ao controle sem tratamento. ~"p < 0,01; *
p < 0,001.
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Figura 5. Migracdo celular das células de melanoma humano Sk-Mel-28 tratadas com /s do
valor do ICsp do extrato hidroetandlico de geoprépolis de M. orbignyi (EGMO) e do extrato
hidroetanolico de geopropolis de M. g. anthidioides (EGMQ). (A) Imagens representativas da
migracéo celular obtidas através do ensaio de ranhura (scratch assay), utilizando o aumento de
40x. (B) Percentuais de migracdo celular ap6s 12, 24 e 48 h de tratamento. Os valores foram

expressos como média + EPM. *** p < comparados ao controle sem tratamento. ~p < 0,01; *"
p < 0,001.
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Figura 6. Migracdo celular das células de melanoma humano Sk-Mel-19 tratadas com /s do
valor do ICsp do extrato hidroetandlico de geoprépolis de M. orbignyi (EGMO) e do extrato
hidroetanolico de geopropolis de M. g. anthidioides (EGMQ). (A) Imagens representativas da
migracao celular obtidas através do ensaio de ranhura (scratch assay), utilizando o aumento de
40x. (B) Percentuais de migracdo celular ap6s 12, 24 e 48 h de tratamento. Os valores foram

expressos como média + EPM. *** p < comparados ao controle sem tratamento. ~"p < 0,01; *
p < 0,001.
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Figura 7. Migracdo celular das células de melanoma humano B16F10-Nex2 tratadas com /g do
valor do ICsp do extrato hidroetandlico de geoprépolis de M. orbignyi (EGMO) e do extrato
hidroetanolico de geopropolis de M. g. anthidioides (EGMQ). (A) Imagens representativas da
migracéo celular obtidas através do ensaio de ranhura (scratch assay), utilizando o aumento de
40x. (B) Percentuais de migracdo celular ap6s 12, 24 e 48 h de tratamento. Os valores foram

expressos como média + EPM. *** p < comparados ao controle sem tratamento. ~p < 0,01; ™
p < 0,001.

128



Tabela 3. Porcentagem da migracgéo celular das linhagens de melanoma humano Sk-mel-103,
Sk-mel-28, Sk-mel-19 e melanoma murino B16F10-Nex2, ap0s os tratamentos durante 48 h
com Y/g do 1Cs0 de EGMO e EGMQ.

Migracdo celular %

Grupo Controle EGMO Yg I1Cso (ug/mL) EGMQ Y5 1Cso (ug/mL)
Linhagem 12h  24h  48h  12h  24h  48h  12h  24h  48h
celular
Sk-mel-103 28,8 47,7 94,6 24,3a 36,7b 64,4c 23,6a 37,7b 67,6C
Sk-mel-28 26,5 374 74,8 17,4a 27b 43,3¢c 17,9a 27,8b 40,9¢
Sk-mel-19 36,2 47,2 91,7 29,7a 41,7 59,4¢ 25,7a 34,4b 49,4¢
B16F10-Nex2 38,9 71,8 99,8 15,6 25b 46,8¢ 19,2a 33,7b 54,5¢

/g 1Cso: Um oitavo da concentragao inibitoria para 50% das células
Valores foram expressos como média £ EPM, onde n=3.

Letras a, b e ¢: indicam diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle nos respectivos periodos de

12,24 e 48 h.

3.3. Determinacéo do perfil de morte celular

As linhagens de melanoma murino e leucemia foram as mais sensiveis frente aos efeitos

de reducdo da viabilidade celular promovidos pelos extratos de geoprépolis. Para evidenciar 0s

possiveis mecanismos de acdo envolvidos na citotoxicidade promovida pelos extratos, foram

utilizados os marcadores fluorescentes Anexina V-FITC, 7AAD e lodeto de Propideo.

Na linhagem B16F10-Nex2, como monstra a figura 9A e B, foi constatado que os

extratos de geopropolis promoveram predominantemente morte por apoptose tardia, seguida de

necrose. O EGMO induziu respectivamente 35,5 e 21,9 % de apoptose tardia e necrose nas

células B16F10-Nex2. O perfil de morte celular promovido pelo EGMQ foi 42,2 % de apoptose

tardia e 21,4 % de necrose.
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Figura 9. Perfil de morte em células B16F10-Nex2 ap0s tratamento com o0s extratos
hidroetandlicos de geoprépolis de Melipona orbignyi (EGMO) e de Melipona quadrifasciata
anthidioides (EGMQ). (A) Dotplots representativos, obtidos via citometria de fluxo de células
marcadas com anexina V-FITC (Anx) e 7-aminoactinomicina (7-AAD), tratadas com 65,3
pg/mL do EGMO e 61,1 ug/mL de EGMQ. (B) Percentual de morte celular obtido através dos
dotplots correspondentes as células controle e as células tratadas com EGMO e EGMQ. ** p <
0,01, e *** p < 0,001 quando o grupo tratado foi comparado ao grupo controle sem tratamento
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O perfil de morte celular de apoptose tardia e necrose também foi observado na linhagem
de leucemia Jurkat, como observado na figura 10A-B. O EGMO promoveu majoritariamente a
morte celular por apoptose tardia (28,8 %) nas células Jurkat, enquanto 14,4 % das células
morreram por necrose. Similarmente, o EGMQ promoveu perfil de morte celular

majoritariamente por apoptose tardia (28,5 %), seguida de necrose (19%).
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Figura 10. Perfil de morte em células Jurkat apds tratamento com os extratos hidroetanolico de
geoprépolis de Melipona orbignyi (EGMO) e de Melipona quadrifasciata anthidioides
(EGMQ). (A) Dotplots representativos, obtidos via citometria de fluxo de células marcadas com
anexina V-FITC (Anx) e iodeto de propideo (Pl), tratadas com 105 pug/mL do EGMO e 74,8
png/mL de EGMQ. (B) Percentual de morte celular obtido através dos dotplots correspondentes
as células controle e as células tratadas com EGMO e EGMQ. ** p < 0,01, e *** p < 0,001
quando o grupo tratado foi comparado ao grupo controle sem tratamento.

Diferentemente, na linhagem K562, ambos os extratos de geopropolis foram capazes de

induzir morte celular por apoptose inicial, sem a constatacdo de células em necrose. Os dados
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mostram uma populacgéo de 24,6 e 54,6 % de células em apoptose, apds 24 h de tratamento com
EGMO e EGMQ, respectivamente (figura 11 A e B).
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Figura 11. Perfil de morte em células K562 ap6s tratamento com os extratos hidroetandélico de
geopropolis de Melipona orbignyi (EGMO) e de Melipona quadrifasciata anthidioides
(EGMQ). (A) Dotplots representativos, obtidos via citometria de fluxo de células marcadas com
anexina V-FITC (Anx) e iodeto de propideo (PI), tratadas com 65,5 pg/mL do EGMO e 61,1
png/mL de EGMQ. (B) Percentual de morte celular obtido atraves dos dotplots correspondentes
as células controle e as células tratadas com EGMO e EGMQ. ** p < 0,01, e *** p < 0,001
quando o grupo tratado foi comparado ao grupo controle sem tratamento.

3.4. Ensaio MTT com inibidores farmacoldgicos
Para confirmagdo dos mecanismos de citotoxicidade, foi realizado o ensaio de

viabilidade celular, com a presenca de inibidores farmacolégicos que blogueiam a acéo de
moléculas especificas que participam de vias de sinalizacdo de morte celular. Atraves da

inibicdo de moléculas especificas, confirmou-se a capacidade dos extratos de geopropolis em

132



ativar vias de sinalizacdo de morte por apoptose e necroptose. Estes resultados estdo
apresentados nas figuras 12A-F.

As células B16F10-Nex2 quando tratadas somente com o ICso do EGMO e EGMO
apresentaram respetivamente 55,3 e 57,2 % de viabilidade. Na presenca dos inibidores houve
uma reversdo parcial da citotoxicidade promovida pelos extratos de geopropolis, como mostra
afigura 12A-B. Ao serem incubadas com inibidores Z-VAD-FMK, Z-DEVD, NEC-1 e tratadas
com 0 EGMO, as células B16F10-Nex2 apresentaram 63,3 + 1,0; 62 + 1,4 e 64 + 2,3 % de
viabilidade, respectivamente. As células tratadas com EGMQ na presenca dos inibidores
apresentaram viabilidade de 70,9 + 1,8 (Z-VAD-FMK), 71,3 + 2,6 (Z-VAD-FMK) e 70 + 1,4
% (NEC-1) de viabilidade.

As células Jurkat, guando tratadas somente com o ICso de EGMO e EGMQ,
apresentaram 38,6 £ 2,0 % e 52,1 + 2,7 % de viabilidade, respectivamente. A figura 12C-D,
mostra que todos os inibidores promoveram uma reversdo parcial significativa do efeito
citotoxico induzido pelos extratos. Ao serem tratadas com EGMO na presenca dos inibidores,
as células Jurkat apresentaram viabilidade de 52,1 + 0,8 (Z-VAD-FMK), 45,9 + 0,8 (Z-DEVD)
e 48,6 £ 16 % (NEC-1). As ceélulas tratadas com EGMQ na presenca dos inibidores
apresentaram viabilidade de 69 + 1,8 (Z-VAD-FMK), 67,5 = 3,4 (Z-DEVD) e 65,7 + 2,4 %
(NEC-1).

Em relagéo a linhagem K562, quando tratadas somente com o ICso do EGMO e EGMQ,
apresentaram 45,6 + 2,7 e 38,8 + 2,3 % de viabilidade, respectivamente. A figura 12E-F mostra
que os inibidores farmacoldgicos Z-VAD-FMK e Z-DEVD, promoveram uma reversao parcial
significativa do efeito citotoxico induzido pelos extratos. As células K562 tratadas com EGMO
na presenca dos inibidores apresentaram viabilidade de 57,7 + 3,8 (Z-VAD-FMK) e 55,4 £ 1,5
% (Z-DEVD). As células tratadas com EGMQ na presenca dos inibidores apresentaram
viabilidade de 49,2 + 2,5 (Z-VAD-FMK) e 50,8 + 1,2 % (Z-DEVD). Em relacéo a ativacdo da
via de sinalizacdo necroptotica, ndo foram observadas alteragdes significativas com o uso do
inibidor NEC-1.
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Figura 12. Viabilidade das linhagens de melanoma murino B16F10-Nex2 e de leucemia Jurkat e K562 tratadas
com 0s respectivos 1Csp do extrato hidroetanélico de geopropolis de Melipona orbignyi (EGMO) e do extrato de
geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides (EGMQ) na presenca dos inibidores de pan-caspase (Z-
VAD-FMK), caspase-3 (Z-DEVD) e RIPK-1 (NEC-1). Células B16F10-Nex2 tratadas com EGMO (A), e EGMQ
(B), células Jurkat tratadas com EGMO (C) e EGMQ, (D) e células K562 tratadas com EGMO (E) e EGMQ (F)
apos o periodo de 24 h. Valores foram expressos como média + EPM. *** p < comparados ao controle sem
tratamento. #p < 0,05; #p < 0,01; ¥# p < 0,001 comparados as células tratadas somente com EGMO ou EGMQ.

4. Discussao
Ao longo da historia, os produtos naturais exerceram e ainda exercem um papel

essencial na manutencéo da saide humana, sendo principalmente utilizados no tratamento de
doengas. Dentre as 1.881 drogas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA), cerca

de 37,9 % sdo provenientes ou derivadas de produtos naturais, este nimero se torna mais
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notavel em relagdo aos medicamentos anticancer, onde 52,3 % das drogas disponiveis no
mercado sdo provenientes de produtos naturais ou derivados destes (Newman & Cragg, 2020).
Apesar do expressivo fato, o potencial farmacolégico dos produtos naturais ainda permanece
pouco explorado, tendo em vista a vasta biodiversidade existente no mundo.

Dentre os produtos naturais, a geoprépolis é produzida por algumas espécies de abelhas
sem ferrdo, por meio da mistura de resinas vegetais, secre¢cfes mandibulares, polen, cera e terra
(Dutra et al., 2019). Dando continuidade aos estudos prévios (Santos et al., 2017a; Santos et
al., 2017b), este trabalho avaliou a acdo anticancer dos extratos hidroetanolicos de geoprépolis
de M. orbignyi (EGMO) e de M. g. anthidioides (EGMQ).

Neste estudo, os extratos e geopropolis demonstraram relevante acdo citotoxica sobre
diferentes linhagens de células cancerigenas, com destaque para as células de melanoma murino
e leucemia. Nenhum outro registro sobre os efeitos citotoxicos da geopropolis produzida por
M. orbignyi foi encontrado na literatura. Sobre a geopropolis de M. g. anthidioides, foi
investigada a acgdo antiproliferativa, em células de céncer de rim, cdlon, prdstata, mama,
cérebro, ovério, de melanoma e leucemia (Rubinho et al., 2019). Outros estudos sobre o
potencial anticancer foram conduzidos com a geoprépolis da espécie M. fasciculata, em células
de osteosarcoma canino (Cinegaglia et al., 2013) e em células de cancer de laringe (Bartolomeu
et al., 2016). Entretanto, nenhum dos referidos estudos verificou o efeito citotoxico sobre
celulas saudaveis.

Neste estudo, ao contrario do observado nas células cancerigenas, 0 EGMO e EGMQ
apresentaram pouca influéncia sobre a viabilidade de células saudaveis. Na maior concentracdo
avaliada (250 pg/mL) ap6s 48 h, a viabilidade das PBMC estava acima de 70%. A alta
citotoxicidade desencadeada por drogas quimioterapicas em células saudaveis € o fator
promotor de inumeros efeitos adversos. Portanto, um parametro importante para a descoberta
de novos agentes anticancerigenos € a seletividade, buscando efeitos minimos em células
normais, e consequentemente melhoria na qualidade de vida de pacientes.

A geopropolis apresenta uma composi¢ao quimica complexa, que pode variar de acordo
com a regido geografica, clima, flora e espécies de abelhas (Siqueira et al., 2020). Na literatura,
alguns estudos reportam a presenca de &cidos fendlicos (Zhao et al., 2017), flavonoides
(Ferreira et al., 2019), taninos (Dutra et al., 2019), terpenos (Santos et al., 2017a), alcaloides
(Coelho et al., 2015), benzofenonas, cumarinas (Cunha et al., 2016) e alquilresorcindis (Aradjo
et al., 2016). Todas estas substancias estdo associadas a diferentes atividades bioldgicas, como

a acdo anticancer. Santos et al. (2017a) e Santos et al. (2017b), identificaram a presenca de
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derivados de acidos fenolicos, flavonoides e terpenos nos extratos de geoprdpolis de M.
orbignyi e M. g. anthidioides. Nesta perspectiva, a citotoxicidade promovida pelo EGMO e
EGMQ pode estar associada aos seus constituintes quimicos.

Além do efeito citotoxico, nosso estudo demonstrou pela primeira vez o efeito inibitorio
dos extratos de geopropolis de M. orbignyi e M. g. anthidioides sobre a migracdo de células de
melanoma. Além da agressividade, o0 melanoma possui alto potencial em gerar metastases,
responsaveis pela maioria das mortes por cancer (Aiello et al., 2018; Marie et al., 2020). Uma
etapa critica na iniciacdo das metastases € a transicdo epitélio-mesenquimal (Li et al., 2019),
onde as células perdem proteinas de juncdo de células epiteliais (E-caderinas, ocludinas e
citoqueratinas) e passam a expressar proteinas mesenquimais (N-caderinas, vimentinas e
fibronectinas) (Mittal, 2018), induzindo a perda da adesdo célula-célula e remodelacdo do
citoesqueleto celular (Zhang et al., 2013; Basu et al., 2018). A transicdo epitélio-mesequimal é
um processo crucial pelo qual células tumorais adquirem capacidades de migracdo e invasao
(Zhang et al., 2013; Ma & Zhang, 2019).

A habilidade de migracdo é utilizada em diferentes estagios do processo metastatico
(Anderson et al., 2019), e permite que células de um tumor primario se disseminem pela
circulagdo sanguinea ou linfética e invadam outras regides do corpo (Nobili et al., 2020). A
inibicdo desta capacidade em células tumorais pode ter um efeito significativo na prevencéao de
metastases. O efeito sobre a migracdo de células de cancer de laringe também foi investigado
por Bartolomeu et al. (2016), utilizando o extrato da geoprépolis de M. fasciculata. Em
comparacdo, nos investigamos este efeito utilizando concentracdes subletais do EGMO e
EGMQ, parametro que indica potente acdo inibitoria sobre a migracdo das células de
melanoma.

Em relacdo a citotoxicidade promovida por EGMO e EGMQ nas linhagens celulares
B16F10-Nex2, Jurkat e K562, evidenciou-se a ativacdo de vias de sinalizacdo de morte por
apoptose e necroptose. Ao analisarmos o perfil de morte nas linhagens B16F10-Nex2 e Jurkat,
foi observada a predominancia de morte celular por apoptose, especialmente apoptose tardia.
Este tipo de morte apresenta caracteristicas morfoldgicas bioquimicas da apoptose e da necrose
(Silva et al., 2010), e ocorre devido a falha ou auséncia de fagocitose (Sachet et al., 2017).
Neste processo, a clivagem e ativacao de proteinas especificas induzem a formacéo de poros na
membrana e promovem sua permeabilizacdo (Rogers et al., 2017; Zhang et al., 2018).

Em ambas as vias extrinseca e intrinseca da apoptose, ocorre a ativacdo de caspases

iniciadoras, que convergem na ativacdo das caspases executoras 3 e 7 (Suhaili et al., 2017).

136



Enquanto na necrose, mecanismo de morte ndo regulado e independente de energia, ndo existe
atuacdo destas enzimas (Khalid & Azimpouran, 2021). No entanto, em condic¢des de inibigédo
da caspase 8, a necrose pode ocorrer de maneira regulada, em um processo denominado
necroptose (Chen et al., 2019). Com o uso de inibidores, confirmamos que EGMO e 0 EGMQ
promovem apoptose e necroptose em células B16F10-Nex2 e Jurkat. A ativacéo de caspases e
da proteina RIPK-1 estdo respectivamente envolvidas nestes processos.

Ao observamos o perfil de morte promovido pelos extratos na linhagem K562, é
possivel identificar a promocdo de apoptose inicial. Um sinal da cascata apoptotica ativa € a
externalizacdo da fosfatidilserina, um fosfolipidio de membrana (Perez et al., 2023), cuja
marcacdo ocorre pela anexina V-FITC. A marcacdo apenas por este fluorocromo € indicativo
de apoptose inicial, sendo mantida a integridade da membrana celular.

A inducdo de morte celular frente as linhagens B16F10-nex2, Jurkat e K562 pode ser
atribuida a presenca de moléculas bioativas no EGMO e EGMQ. Compostos fendlicos e
flavonoides presentes em extratos de produtos naturais sdo detentores de uma grande
diversidade estrutural de moléculas, capazes de desencadear diferentes mecanismos de acao
anticancer (Huang et al., 2009; Chahar et al., 2011; Duan et al., 2021). Dentre as classes
quimicas ja identificadas previamente nos extratos (Santos et al., 2017a; Santos et al., 2017b),
derivados de acidos fenolicos podem promover apoptose e parada do ciclo celular em células
tumorais (Chiang et al., 2014; Saleem et al., 2022). Os flavonoides presentes no EGMO e
EGMQ possuem importante acdo anticancer relatada na literatura. Dentre estes, a
aromadendrina apresenta citoxicidade em células de cancer de pulméo (Jeon et al., 2008), de
mama (Elghondakly et al, 2020), e induz apoptose e necrose em células de cancer de cdlon
multirresistentes (Wesolowska et al., 2012).

A naringerina possui acdo sobre varios tipos de cancer, tais como cancer de pancreas,
figado, cérebro, colorretal, préstata, gastrico, mama, leucemias e melanoma (Motallebi et al.,
2022). Dentre seus mecanismos de acao anticancer estdo a inducdo de apoptose (extrinseca e
intrinseca), parada do ciclo celular, inibigdo de angiogénese, bloqueio de vias de sinalizacéo de
crescimento e proliferacdo celular (Faramarzi et al., 2022; Stabrauskiene et al., 2022) e inibigéo
da migracgdo celular e invasdo de células altamente metastaticas, reduzindo a expressdo do gene
SCNO9A, que codifica canais de sodio dependente de voltagem (Aktas & Akgun, 2018). Em
adicdo, os terpenos também sdo extensivamente investigados e apresentam variados efeitos

anticancer, tais como inducdo de apoptose, necrose, autofagia, ferroptose, parada do ciclo
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celular e inibicdo da migracdo e invasdo (Tomko et al., 2020; Catanzaro et al., 2022;
Wroblewska-Euczka, 2023).

Acidos fen6licos e terpenos também foram identificados por Campos et al. (2014), na
prépolis produzida por M. orbignyi. Neste estudo, o extrato de prépolis de M. orbignyi na
concentracdo de 250 pg/mL, promoveu 38,5% de morte das células K562, cujo mecanismo
majoritario de morte celular observado foi a necrose. Em comparagdo, o0 EGMO em uma
concentracdo cerca de quatro vezes menor, promoveu 24,6% de morte das células K562, sendo
a apoptose 0 mecanismo de morte.

De modo geral, células cancerigenas apresentam o ciclo celular desregulado em favor
da proliferacdo, além de vias de sinalizacdo de morte disfuncionais, promovendo a formacéo
de tumores (Fouad & Aanei, 2017; Otto & Sicinski, 2017), que podem ser metastaticos, ou seja,
podem apresentar a capacidade de migracao.

O EGMO e o EGMQ possuem rica constituicdo de componentes quimicos,
apresentando diferentes classes de compostos, bem como de moléculas especificas que sdo
descritas na literatura por apresentarem mecanismos anticancer. Neste sentido, os efeitos
observados neste estudo podem ser decorrentes da acdo isolada ou sinérgica de seus
constituintes quimicos. Adicionalmente, a descoberta dos mecanismos de morte promovidos
por estes extratos em células cancerosas € um importante avanco que contribuird para as

perspectivas anticancer deste produto natural.

5. Conclusoes
Em conclusdo, este estudo demonstra que os extratos de geopréopolis de M. orbignyi e

M. g. anthidioides reduzem seletivamente a viabilidade celular de diferentes linhagens
cancerigenas, diminuem a migracdo de células de melanoma altamente metastéticas e
promovem a morte de células de melanoma murino e de leucemia humana, ativando caspases
para promocao de apoptose e ativando RIPK-1 para promocédo de necroptose. Este trabalho abre
novas perspectivas em relacdo ao potencial anticancer dos extratos de geopropolis de M.
orbignyi e M. g. anthidioides.
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6. CONCLUSOES GERAIS
Conclui-se que os extratos de geopropolis produzidas por Melipona orbignyi

(EGMO) e Melipona quadrifasciata anthidioides (EGMQ) promovem protecdo de
proteinas e DNA contra danos oxidativos, ndo induzem toxicidade em C. elegans e
promovem a protecdo contra danos promovidos pelo estresse oxidativo e térmico e
ainda aumentam sua expectativa de vida. Adicionalmente, os extratos de geoprépolis
de M. orbignyi e M.g. anthidioides reduzem seletivamente a viabilidade de diferentes
linhagens cancerigenas. Além da reducédo da viabilidade, as linhagens de células de
melanoma tiveram sua migracdo celular potentemente inibida. Além disso, os
mecanismos de citotoxicidade em células de melanoma murino e de leucemia foram
predominantemente apoptose dependente de caspases, sendo evidenciado também
o envolvimento de necroptose na morte induzida pelos extratos em células B16F10-
Nex2 e Jurkat. Neste contexto, este estudo demonstra que a geopropolis de ambas
as espécies de abelhas nativas sem ferrdo apresentam potencial terapéutico para
desenvolvimento de produtos biotecnolégicos voltados para a prevencdo e/ou

tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo e cancer.

146



