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RESUMO

O céncer tem gerado uma grande preocupacdo na medicina, com isso a pesquisa pelo anticancer tem
ganhado muita importancia em busca de novos medicamentos e métodos eficazes para 0 combate ao cancer.
Os alimentos funcionais tém apresentado resultados relevantes por possuirem compostos e substancias
capazes de inibir a progressdo da doenca. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
citotoxica/antitumoral de extratos da propolis, pelo teste do MTT ((3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H
tetrazolato de bromo) frente as células tumorais hepaticas de Rattus norvegicus (HTC), a fim de identificar
atividade antitumoral e auxiliar na busca eficaz do tratamento do cancer. As células HTC foram expostas a
diferentes concentragdes (1, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 80 e 100 ug mL™) dos extratos comerciais alcodlico e
aquoso, pelos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os resultados mostraram que o0s extratos da prépolis presentam
efeito citotdxico, resultando em viabilidades celulares menores que 71% (24 horas), 63% (48 horas) e 33%
(72 horas) para o extrato etandlico e, 57% (24 horas), 7% (48 horas) e 30% (72 horas) para 0 extrato aquoso,
tornando-as favoraveis para a area farmacéutica.

Palavras-chave: MTT, Citotoxicidade, HTC, Anticancér.

ABSTRACT

Cancer has generated a great concern in medicine, with this the anticancer research has gained great
importance in the search for new drugs and effective methods to fight cancer. Functional foods have shown
relevant results for having compounds and substances capable of inhibiting the progression of the disease.
The aim of the present study was to evaluate the cytotoxic/antitumor activity of propolis extracts using the
MTT test ((3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2-5-diphenyl-2H bromine tetrazolate) against liver tumor cells
of Rattus norvegicus (HTC), in order to identify antitumor activity and help in the search for effective
cancer treatment. HTC cells were exposed to different concentrations (1, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 80 and 100
ug mL1) of commercial alcoholic and aqueous extracts for periods of 24, 48 and 72 hours. The results
showed that propolis extracts present a cytotoxic effect, resulting in cell viability less than 71% (24 hours),
63% (48 hours) and 33% (72 hours) for the ethanolic extract and 57% (24 hours), 7% (48 hours) and 30%
(72 hours) for the aqueous extract, making them favorable for the pharmaceutical area.

Keywords: MTT, Cytotoxicity, HTC, Anticancer.
1 INTRODUCAO

Os alimentos funcionais sdo aqueles que ao serem consumidos nas dietas possuem func@es nutricionais
gue produzem alguns efeitos metabolicos e apresentam componentes fisiologicamente ativos no organismo,
capazes de promover a saude (MACIEL et al., 2018). Ha indicios que a alimentacdo é o segundo fator de
influéncia na prevencdo do cancer. Através de medidas dietéticas factiveis, 30% a 40% dos casos de cancer no
mundo poderiam ser prevenidos (PETERMANN et al., 2011).
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A propolis é um dos produtos naturais utilizados a séculos pela humanidade, existem relatos de sua
utilizacio pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios (PEREIRA et al., 2015). E um produto aderente
coletado pelas abelhas, sua composi¢do bruta é dividida em 50% de resina de vegetais, 30% de cera de abelha,
10% de Oleos essenciais, 5% de polen e 5% de detritos (SILVA-CARVALHO et al., 2015; SOUZA et al.,
2016). Vérias substancias quimicas tém sido isoladas da propolis, sendo os flavonoides e os fendis
considerados os principais compostos biologicamente ativos (PRADO et al., 2013). Diversos estudos tém
confirmado a atividade antimicrobiana (SAWICKA et al., 2012; PRADO et al., 2013), anti-inflamatéria
(SAWICKA et al., 2012) e antioxidante da prépolis (PRADO et al., 2013).

O extrato da propolis tem demonstrado efeitos antitumorais (WATANABE et al.,, 2011). A acédo
antiproliferativa da propolis na contencdo da progressdo do tumor tem sido apresentada na literatura
(SAWICKA et al., 2012). Foram estudados os mecanismos de agdo antiproliferativa da propolis (PATEL,
2015), para o cancer de cabeca e pesco¢o (HEHLGANS et al., 2011), mama (WU et al. 2011), figado (CHEN
et al. 2012), pancreas (LI, 2011), rim (VALENTE et al., 2011), bexiga (DORNELAS et al., 2012), prostata
(ENDO et al., 2012), c6lon (VALENCA et al, 2013) e pulmao humano (ILHAN-AYISIGI et al., 2020).

Os testes de quimio-sensibilidade baseiam-se na avaliacdo do efeito de agentes quimioterapicos sobre
tumores (MOSMANN, 1983). Os e in vitro séo realizados pela avaliagdo de cultura de células em contato com
agentes quimioterapicos (WEISENTHA et al., 1985). O teste do MTT (3- (4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-
2H tetrazolato de bromo) é um dos mais utilizados na préatica atualmente (MOSMANN, 1983). Ele consiste na
avaliacdo colorimétrica da atividade de células tumorais. Nesse teste ocorre a reducdo do sal tetrazolato pela
enzima hidrogenase succinica presente na mitocéndria das células tumorais, onde se baseia numa coloragéo
violacea avaliada por espectrofotometria (SAIKAWA, et al., 1994).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade citotoxica/antitumoral de extratos
alcodlico e aquoso de propolis (comerciais), pelo teste do MTT, sobre as células tumorais hepaticas de Rattus
norvegicus (HTC).

2 MATERIAIS E METODOS

Solucéo tratamento

Foram utilizados dois extratos comerciais de propolis, adquiridos em loja de produtos naturais da cidade
de Francisco Beltrdo-Parana. Um extrato etanolico de préopolis (apis flora gotas), seus ingredientes sdo:
prépolis e alcool neutro. E, um extrato aquoso de prépolis (propomax gotas), seus ingredientes sdo: agua
purificada e extrato de prépolis sem alcool. Estes foram testados nas concentrac@es de 1, 5, 10, 15, 20, 40, 60,
80, 100 uL mL* de meio de cultura suplementado com soro bovino fetal.

Atividade citotoxica/antitumoral

As células HTC foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo 10 mL de meio de cultura
DMEM (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen —
Carlsbad, CA, EUA), em estufa do tipo BOD a 37°C.

Para a realizacdo da atividade antitumoral foi realizado o teste do MTT (MOSMANN, 1983), com
modificagdes. Neste teste foram utilizadas placas de cultura de 96 pocos, sendo semeadas 2,0 x 10* células
HTC com meio de cultura, com exce¢do dos pocos de controle sem células (branco) e armazenadas da estufa
por 24 horas para a estabilizacdo delas. Apds o tempo necessario, 0 meio de cultura foi descartado e adicionou-
se 100 pL dos tratamentos: meio de cultura (controle negativo), agente citotoxico metil metanossulfonato
(MMS — 500 pM) (controle positivo) e tratamentos com as diferentes concentrages dos extratos. As placas
foram incubadas por 24, 48 e 72 horas.
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Passado esse tempo, 0 meio de cultura foi retirado e foi adicionado meio de cultura com MTT (0,167mg
mL1) e as placas foram incubadas por mais 4 horas. Para a leitura das absorbancias, apés as 4 horas foi
descartado o meio de cultura com o MTT e adicionado 100 uL de DMSO para solubilizacdo dos cristais de
formazan. Entdo as leituras foram realizadas em leitora de microplacas (Thermo Plate) a 560 nm. Os
experimentos foram realizados em trés repeticfes independentes.

Para apresentar os resultados foram calculados as médias e desvios padrdes das absorbancias e submetidos
a andlise de variancia (one way ANOVA) e pelo teste de Dunnet, no software Action Stat. As diferencas foram
consideradas sendo estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor que 0,05. Os valores
percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados pela razdo entre a absorbancia do tratamento pela

absorbéncia do controle negativo.

3 RESULTADOS

Os dados da Fig. 1 mostram os resultados obtidos com as células HTC tratadas com o extrato alcodlico da
prépolis. No tempo de 24, 48 e 72 horas todas as concentracGes apresentaram efeito citotoxico. Inclusive as
viabilidades celulares (Tab. 1) foram menores que 71% (24 horas), 63% (48 horas) e 33% (72 horas), chegando
a 0% nas concentragdes de 5, 10, 15, 20 pL/mL (24, 48 e 72 horas) e 40 pL/mL (72 horas). Além disso, foi
evidente um efeito dependente do tempo de exposicao.

Figura 1 — Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais de figado de rato (HTC) tratadas por 24, 48 ¢
72 horas com as concentragdes (UL mL™) do extrato alcodlico de propolis.
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CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; 2,0x10*células por pogo. *Resultado estatisticamente
diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).

Fonte: Autoria prépria (2021)

Tabela 1 — Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de figado de rato (HTC), tratadas com as
diferentes concentracdes (UL mL™) de extrato alcodlico de prdpolis, por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT.

Célula Tumoral Hepética de Ratos

Grupos VC [%]

24h | 48h | 72h

co- 100,00 100,00 100,00
CO+ 0,00 0,00 0,00
1 70,54 62,40 4,59
5 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00
40 30,01 0,56 0,00
60 68,26 38,64 32,25
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80 41,62 7,25 5,39
100 35,87 16,05 6,30
CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.
Fonte: Autoria propria (2021).

Os dados da Fig. 2 mostram os resultados das absorbancias médias obtidas com as células tumorais
hepéticas de R. norvegicus tratadas com o extrato aquoso de propolis. A andlise estatistica mostrou que todas
as concentragdes (1-100 pL mLt), em todos os tempos de avaliacdo (24, 48 e 72 horas), apresentaram
absorbancias médias muito baixas, indicando efeito citotoxico deste composto para as células tumorais HTC.
Inclusive, as viabilidades celulares (Tab. 2) foram menores que 57% (24 horas), 7% (48 horas) e 30% (72
horas), atingindo viabilidades minimas de 0% para as concentragdes de 5, 10, 15, 20 uL mL™ (24, 48 e 72
horas), 60 uL mL™ L (72 horas), 80 e 100 pL mL* (24 horas).

Figura 2 — Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais de figado de rato (HTC) tratadas por 24, 48 e
72 horas com as concentragfes (UL mL™) do extrato aquoso de prépolis.
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CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; 2,0x10* células por pogo. *Resultado estatisticamente diferente
do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria prépria (2021)
Tabela 2 — Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de figado de rato (HTC), tratadas com as
diferentes concentragdes (UL mL™) de extrato aquoso de proépolis, por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT.

Célula Tumoral Hepética de Ratos

Grupos VC [%]

24h | 48h | 72h

CO- 100,00 100,00 100,00
CO+ 10,95 0,63 0,00
1 56,98 5,59 29,75
5 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00
40 0,11 0,00 0,00
60 0,20 1,36 0,00
80 0,00 2,02 1,31
100 0,00 6,75 0,92

CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo.
Fonte: Autoria prépria (2021).

Roberto (2009), avaliando o potencial antimutagénico de extrato etandlico de prépolis verde, demonstrou

que este extrato é capaz de reduzir a inducdo de danos, promovidos por agentes genotoxicos e mutagénicos,
sobre as células HTC. Da Silva (2009) estudou o potencial in vitro hepatoprotetor e genoprotetor do extrato
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hidroetandlico da prépolis vermelha produzida por abelha (Apis mellifera), e mostrou gque este ndo causou
toxicidade hepaética e exerceu efeito hepatoprotetor frente ao dano hepético induzido pela tioacetamida.

4 CONCLUSAO

Assim, os resultados apresentados no presente estudo mostram que os extratos da propolis apresentaram
efeitos citotoxicos para as células tumorais de figado de rato, indicando que este alimento funcional merece
destaque na busca e identificacdo de novas moléculas a serem utilizadas no tratamento do cancer.
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