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A propolis ¢ uma resina coletada por abelhas da espécie Apis mellifera e atualmente esse
produto vem se destacando por apresentar propriedades biologicas interessantes, como
atividade antimicrobiana, antiinflamatoria, antiulcerogénica, antiviral, antioxidante e
anticancer. A propolis brasileira apresenta uma constituicdo quimica diferenciada
principalmente pela diversidade de espécies vegetais para a retirada de resina; variacao esta
que aponta para a necessidade de novas investigacdes tanto da composi¢do quimica quanto
das propriedades biologicas das propolis encontradas em diferentes regides do pais. Neste
trabalho, duas novas variedades de propolis, a vermelha (Alagoas) e a pertencente ao grupo
6 (Bahia), foram avaliadas quanto as atividades antitumoral, antiinflamatéria e
antiulcerogénica revelando resultados diferenciados e promissores com relacdo a essas
atividades. Ambos os extratos brutos das propolis demostraram atividade antiproliferativa
nos ensaios in vitro em cultura de células tumorais, bem como suas fragdes e compostos
isolados; mas quando avaliadas in vivo, observou-se que a propolis vermelha demonstrou
maior poténcia e baixa toxicidade. O mesmo foi observado nos ensaios in vivo para
atividade antiinflamatoria, podendo essa atividade, estar relacionada a atividade
antitumoral. J4 para a atividade antiulcerogénica ambas as propolis reduziram o volume de

secrecdo gastrica, sendo esse o provavel mecanismo de acdo para essa atividade.



stract

Propolis is a resinous product collected by Apis mellifera bees and has been used as a
pharmaceutical because of its antimicrobial, antiinflammatory, antiulcer, antiviral,
antioxidant and anticancer activities. Depending on the region, Brazilian propolis has
presented a different chemical composition has a composition reflecting the rich
biodiversity of vegetal species to collect the resins. This suggests that further studies are
needed to investigate biological properties and chemical composition of each regional
propolis. The aim of this study was to investigate antitumoral, antiinflamatory and
antiulcerogenic activities of two new types of propolis, collected in Alagoas (called Red
Propolis) and in Bahia (a propolis from Group 6). Both propolis etanolic crude extracts had
demonstrated an antiproliferative activity in vitro in human tumoral cells, as well their
fractions and isolated compounds, although in vivo evaluation pointed out that red propolis
was more efficient and less toxic. The same result was observed to antiinflamatory activity
and probably there is a relationship with antitumoral activity. Antiulcerogenic activity of
both prépolis was significative and probably due to gastric secretion reduction as the

pharmacological mechanism of action.
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A prépolis € uma resina coletada por abelhas da espécie Apis mellifera de diversas
partes das plantas como brotos, botdes florais e exudados resinosos (Ghisalberti, 1979).
Uma vez coletado este material ¢ enriquecido com secre¢des salivares e enzimaticas da
propria abelha, sendo utilizado para cobrir as paredes da colméia, preencher frestas; como
antibidtico e embalsamar possiveis insetos invasores (Bankova e col., 2000; Russo e col.,
2004). Este produto tem sido utilizado ha muitos anos na medicina tradicional do mundo
inteiro e atualmente vem se destacando por apresentar propriedades biologicas
interessantes, como atividade antiinflamatéria, antimicrobiana, antineopldsica e
antioxidante dentre outras (Marcucci e col., 2001; Alencar, 2002; Montpied e col., 2003,
Cunbha e col., 2004, Nagai e col., 2003; Aso e col., 2004; Ishikawa e col., 2004; Kumazawa
e col., 2004, Khalil, 2006; Sforcin, 2007).

A propolis recolhida de uma colméia de abelhas espécie Apis mellifera, também
conhecida como propolis bruta, apresenta em sua composi¢do bdasica cerca de 50% de
resinas vegetais, 30% de cera de abelha, 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e 5% de
detritos de madeira e terra. A resina contida na propolis ¢ coletada na vegetagdo proxima a
colméia. Nao sdo conhecidos os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas coletoras
de resina por uma determinada fonte vegetal, mas se sabe que elas sdo seletivas nesta coleta
(Salatino e col., 2005; Teixeira e col., 2005). Possivelmente, esta escolha esta relacionada
com a atividade antimicrobiana da resina, uma vez que as abelhas utilizam a préopolis como
anti-séptico (Sahinler & Kaftanoglu, 2005).
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A composicdo quimica de uma propolis ¢ determinada principalmente pelas
caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colméia (Kumazawa e col., 2004;
Russo e col., 2004; Castro ¢ col., 2007). Entretanto, a composi¢do da propolis também varia
sazonalmente em uma mesma localidade (Sforcin e col., 2000). Variagdes na composicao
também foram observadas entre amostras de propolis coletadas em uma mesma regido, por
diferentes ragas de A. mellifera (Silici & Kutluca, 2005). Essa variagao reflete também, nas
propriedades farmacologicas e toxicologicas das mesmas (Tavares, 2006).

A amplitude das atividades farmacologicas da prépolis é maior em regides tropicais
do planeta e menor nas regides temperadas, devido a diversidade vegetal destas regides: nas
tropicais a diversidade vegetal ¢ muito superior a diversidade observada nas regides
temperadas (Bankova, 2005).

Em paises de clima temperado sdo poucas as plantas que produzem essa resina, mas
no Brasil hd uma grande variedade delas como a prépolis verde ou marrom esverdeada,
amarela, amarela escura, castanho escuro, castanho claro e, mais recentemente, a vermelha
(Park e col., 2000; Trusheva e col., 2006). Propolis proveniente da Bulgaria, Abania, Egito
revelaram atividade em testes microbiologicos contra fungos e bactérias Gram-positivas
(Kujumgiev e col., 1999). J4 a propolis proveniente de Cuba, mostrou ser um eficiente
antioxidante além de atividade hepatoprotetora (Rodriguez e col., 1997). Foi também
observado que o extrato etanolico da propolis Argentina apresenta interessante atividade
antioxidante e antimicrobiana (Moreno e col., 2000). Prépolis oriundas de paises tropicais,
Venezuela, Brasil e Argentina revelaram uma constitui¢do quimica e atividades biologicas
diferentes da propolis encontrada em paises europeus e de outras partes do mundo

(Marcucci, 1995; Negri e col., 2003; Pereira e col., 2003; Lima e col., 2009).
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Os principais compostos quimicos isolados da prépolis até o momento podem ser
organizados em alguns grupos principais como: acidos e ésteres alifaticos, acidos e ésteres
aromaticos, agucares, alcoois, aldeidos, acidos graxo, aminoacidos, esterdides, cetonas,
chalconas e di-hidrochalconas, flavondides (flavonas, flavonois e flavononas), terpenoides,
proteinas, vitaminas B1, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais (Marcucci, 1995; Park
e col., 1996; Burdock, 1998; Bankova e col., 2000; Sahinler & Kaftanoglu (2005). Dos
grupos de compostos, certamente o que mais vem chamando a atengao ¢ o dos flavonodides
(Havsteen, 2002). Os flavondides sdo compostos fenodlicos que compreendem um amplo
grupo de substancias naturais ndo sintetizadas pelos animais (Beecher, 2003; Manach e
col., 2004). Cerca de 4.000 substancias diferentes ja foram listadas como flavondides, entre
elas apigenina, quercetina, rutina, luteolina, genisteina, daidzeina, antocianidina, kanferol
etc. A presenga e a concentragdo destes compostos ¢ utilizada como indice de qualificacao
de amostras de propolis (Lu e col., 2004).

Essa classe de compostos expressa uma série de atividades bioldgicas incluindo acao
antimicrobiana, antiviral, aniinflamatoria, antialérgica e anticancer, além de inibir a
peroxidacdo lipidica, agregacdo plaquetdria, e inibir enzimas importantes do processo
inflamatorio como a ciclooxigenas e lipoxigenase (Viuda e col., 2008).

A origem botéanica e quimica das propolis brasileiras tem sido ainda uma questdo em
aberto devido, principalmente, a diversidade de espécies vegetais para a retirada de resinas.
Este enriquecimento reflete em uma necessidade atual de novas investigagdes com relacao
tanto a composi¢do quimica como também, as propriedades biologicas das variedades de
propolis encontradas em diferentes regides do pais.

Recentemente, a propolis brasileira foi classificada em 12 grupos, sendo verificadas

diferengas qualitativas e quantitativas na composi¢cdo quimica destes grupos de propolis,
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pelas técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Cromatografia Gasosa com
Espectrometria de Massas. Os grupos foram submetidos a uma avaliagdo antimicrobiana e
os mais ativos foram os grupos 3 (RS); 6 (BA); 12 (MG) (Park e col., 2000; Alencar, 2002).

A propolis do grupo 6 (G6), provniente do estado da Bahia, destacou-se por
apresentar uma composi¢do quimica distinta dos demais grupos, principalmente pela
completa auséncia de flavonoides. Recentemente, um composto foi isolado dessa propolis,
e apresentou uma atividade antiproliferativa contra células tumorais HelLa bem como
intensa atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, (Castro e col., 2009) .

Outra variedade de propolis nunca antes relatada no Brasil, e denominada de
“propolis vermelha”, proveniente do estado de Alagoas, tem demonstrado atividade
antioxidante e antimicrobiana contra varios microrganimos patogénicos em ensaios
preliminares in vitro, além de atividade antiproliferativa contra células tumorais Hela,
despertando um grande interesse pelo mercado japonés, sugerindo a necessidade de estudos
detalhados sobre a sua composicdo quimica e propriedades biologicas. Dessa propolis
também ja foram isolados compostos que apresentaram intensa atividade antioxidante
(Alencar e col., 2007; Oldoni, 2008) e antimicrobiana (Cabral, 2008).

Devido a esses resultados e, como parte de um projeto multidisciplinar, essas duas
variedades de propolis foram selecionadas para um estudo complementar das atividades:
antiproliferativa, antitumoral, antiinflamatoria e antiulcerogénica. Essas atividades foram
avaliadas no presente trabalho, tendo como colaboracdo, em paralelo, a identificagdo dos
componentes quimicos presentes nas propolis.

A 1identifica¢do, de novos compostos provenientes das propolis em questdo, podera
propiciar seu uso na industria farmacéutica, gerando novas patentes brasileiras, o que

conseqlientemente levara ao aumento do valor comercial deste produto, além de evitar que
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empresas internacionais se aproveitem e se beneficiem de recursos naturais retirados

ilegalmente do pais, através da biopirataria.
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v'Avaliar as atividades farmacolégicas: Antitumoral, Antiinflamatoria e
Antiulcerogénica, de duas novas variedades de propolis: do grupo 6 (Bahia) e
vermelha (Alagoas);

v'Comparar as atividades farmacologicas citadas acima, entre as duas variedades de

propolis de diferentes origens.

@k/‘/&ﬂa’ (@?ﬁm/ﬁfuj’

v/ Avaliar a agdo antiproliferativa dos extratos brutos, fragdes e compostos isolados
dessas propolis e monitorar através dos testes de atividade antiproliferativa in
vitro, o processo de isolamento e identificacdo dos compostos ativos;

v'Comprovar a agdo Antitumoral in vivo dos extratos brutos das propolis, através dos
modelos de tumor de Ehrlich;

v’ Avaliar e comparar a atividade Antiinflamatéria dos extratos brutos das propolis
através dos modelos de edema de orelha induzido por 6leo de croton e edema de
pata induzido por carragenina;

v/ Avaliar e comparar a atividade Antiulcerogénica dos extratos brutos das propolis

através dos modelos de tlcera induzida por etanol e ligadura de piloro;
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7. /~mewiaafaeﬁﬂm

O cancer ¢ a segunda causa de morte, superada somente pelas doencas
cardiovasculares nas regides mais desenvolvidas do mundo, podendo-se estimar que pelo
menos um em cada cinco habitantes da Europa e América do Norte, irda morrer dessa
doenca. Acredita-se que em 2015 o cancer seja responsavel por 9 milhdes de mortes, em
2020, 30 milhdes de pessoas sejam portadoras desta patologia e em 2030, 11,4 milhdes de
mortes no mundo (Grunfeld e col. 2004, Temal, 2005).

As estatisticas globais mostram que os canceres de pulmio, estdmago, figado,
coloretal, esofago e prostata sdo os principais causadores de mortes em homens, e entre as
mulheres, sdo os canceres de mama, pulmao, estdmago, coloretal e cervical. O principal
responsavel por obitos ¢ o cancer de pulmdo, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. Os canceres de prostata, mama e célon sdo mais observados em paises
desenvolvidos quando comparados a paises em desenvolvimento, onde a maior incidéncia ¢é
de canceres de figado, estomago e cervical (WHO, 2006).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos
novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a exce¢do do cancer de pele do tipo nao

melanoma, serdo os canceres de prostata e de pulmao no sexo masculino e os canceres de
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mama e de utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil observado

mundialmente (INCA, 2009).
7. Q-K%M gm do e@ncer

As causas do cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo,
estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos
habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural. As causas internas sdo, na
maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas. Esses fatores podem interagir de varias
formas, aumentando a probabilidade de transformagdes em células normais, levando a
descontroles do seu ciclo celular e por esse motivo, o entendimento do funcionamento do
mesmo ¢ importante para compreender a etiologia do cancer (Li e col., 2006; Thié¢baut e
col., 2006; INCA, 2009).

A conversao de uma célula normal em tumoral bem como sua disseminacao ¢
acompanhada também pela remodelagem do estroma, onde células como macréfagos e
fibroblastos liberam fatores soluveis (citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas) que
influenciam o desenvolvimento da angiogénese tumoral (formagdo de novos vasos). A
angiogénese ¢ um processo complexo que representa uma etapa critica na progressao
tumoral, uma vez que promove o suprimento sanguineo (oxigena¢do e nutricdo) para o
local contribuindo assim, para o crescimento do tumor bem como para sua disseminagao

(Folkman, 2003; Choi e col., 2005; Bianco e col., 2006; Nyberg e col., 2008).

/.3~%zmd@ %

Atualmente, a quimioterapia é, dentre as modalidades de tratamento, a que possui

maior incidéncia de cura de muitos tumores incluindo os mais avangados e a que mais

17



aumenta a sobrevida dos portadores de cancer. S3o utilizados agentes quimicos que
interferem no processo de crescimento e divisao celular podendo ser usados tanto isolados
como em combinagdo com a finalidade de eliminar células tumorais do organismo. Sao
administrados pelas vias oral, intra-muscular, subcutanea, intra-venosa, intra-arterial,
intratecal, intraperitoneal, intravesical, aplicagdo topica e intra- retal, sendo a intravenosa a
mais utilizada (Bonassa, 2005; Fonseca ¢ col., 2000).

As drogas utilizadas nesse tratamento s3o classificadas de acordo com a
especificidade no ciclo celular podendo ser ciclo celular especifico e ndo especifico. As
primeiras sdo mais ativas no combate as células que se encontram em uma determinada fase
do ciclo; ja as ciclo celular ndo especifica sdo letais as células em qualquer fase. Outra
classificagdo ¢ em relagdo a sua estrutura quimica e fun¢do em nivel celular, descrito a
seguir (Andrade & Silva, 2007).

Os agentes alquilantes causam alteracdes nas cadeias de DNA, impedindo sua
replicagdo, sendo capazes de destruir células em repouso ou em processo de divisdo ativa.
Os mais comuns sao ciclofosfamida, ifosfamida, cisplatina, carboplatina (Andrade & Silva,
2007).

Os agentes antimetabdlitos, estruturalmente semelhantes aos metabolitos naturais,
atuam sobre células em fase de sintese do DNA, pois, incorporam-se a célula e,
conseqlientemente, bloqueiam a producdo das enzimas necessarias a sintese de substancias
fundamentais ou transmitem mensagens erroneas por se interporem as cadeias do DNA e
RNA. Estdo divididos em analagos das purinas (tioguanina, p.ex.), do acido folico
(metotrexato), e das pirimidinas (fluorouracil, p.ex.) (Andrade & Silva, 2007).

J& os antibioticos antitumorais interferem na sintese dos acidos nucléicos com

conseqiiente impedimento da duplicacdo e separacdo das cadeias de DNA e RNA
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(doxorrubicina, daunorrubicina, bleomicina e mitoxantrona). As plantas agrupam os
inibidores mitoticos (vincristina, vimblatina e o paclitaxel) e os inibidores da topoisomerase
que € uma enzima necessaria para o término da replicacdo do DNA (topotecano, etoposideo
e tenoposideo). Por fim, os agentes multiplos que possuem mecanismos de agdo variados
(procarbazina, hidroxiuréia, asparaginase) (Andrade & Silva, 2007).

Vé-se, portanto, que a quimioterapia ¢ uma modalidade de tratamento sist€émica onde
os agentes antineoplasicos sdo toxicos a qualquer tecido de rapida proliferacdo, normais ou
cancerosos, caracterizado por uma alta atividade mitotica e ciclo celular curto como células
gastrointestinais, capilares ¢ as do sistema imunolégico e deste modo, tem como
conseqiiéncia o aparecimento de efeitos colaterais (Fonseca, 2000) como nauseas, lesdo do
epitélio intestinal, perda de cabelo (alopecia), esterilidade, teratogenicidade e
susceptibilidade maior as infec¢des devido 4 redugdo da producdo de leucdceitos (Rang,
2004). Sendo assim, o uso clinico de um determinado quimioterdpico exige que o0s
beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de um indice terapéutico
favoravel (Oliveira e Alves, 2002).

Por esse motivo, torna-se evidente a necessidade de ensaios para a triagem de
drogas menos toxicas, mais seletivas e eficazes para o tratamento dessa doenca, além de um
melhor conhecimento do comportamento do tumor a ser tratado, envolvendo a biologia

celular e molecular dos mesmos (Nam & Parang, 2003).

1A~ Pocdutos Do Origem Netural o Hhividade Sntitumoral

Os quimioterdpicos Etoposideo, Vincristina, Vimblastina, Tenoposideo e Paclitaxel
foram introduzidos ao longo dos ultimos vinte anos no tratamento do cancer, refor¢ando o

interesse de industrias farmacéuticas em produtos de origem natural (Viegas & Bolzani,
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2006). Atualmente, um grande ntimero de fitofarmacos tem demonstrado acdo anticancer
em diversos modelos experimentais através de alteracdes na via de transdugdo de sinais que
modula a expressdo génica, a progressao do ciclo celular, proliferacdo e morte celular via
apoptose (Hemalswarya & Doble, 2006; Schneider, 2009).

Na ultima década, quimioterapicos derivados de bactérias (Adriamicina), plantas
(Lapachol, Taxol), organismos e microorganismos marinhos, entre outros, t€m apresentado
resultados bastante satisfatérios (Subramanian e col., 2006).

O tratamento de varias doengas utilizando como base produtos naturais é observado
ha muitos anos na medicina popular. Partindo desta tradi¢do a utilizacdo de medicamentos
produzidos a partir de produtos naturais no tratamento do cancer tornou-se uma constante,
confirmada pelo fato de 62% de drogas comercializadas para o tratamento do cancer entre
1983 e 1994 serem de origem natural (Ravelo e col., 2004; Cassileth, 2009).

A procura de novas drogas para o controle dos diversos tipos de neoplasias tem
levado pesquisadores a isolar também compostos contidos em amostras de propolis de
diferentes procedéncias (Burdock, 1998 e Banskota e col. 2001; Khalil, 2006; Ribeiro e
col., 2006; Sforcin, 2007). Dentre os compostos isolados de diversos tipos de propolis que
apresentaram atividades anticAncer promissoras destacam-se o ester fenetil do acido cafeico
(CAPE), e o artepelin C (3,5-diprenil-4- 4cido hidroxicindmico) cujos mecanismos de acao
parecem estar relacionados respectivamente com a inibi¢do de processos oxidativos que sao
considerados caracteristicos da promoc¢do do tumor (Burdock, 1998) e pela indugdo de
apoptose em cultura de células tumorais (Kimoto e col., 2001).

Outro composto, a crisina, também isolada de propolis, mostrou-se efetiva em inibir
o crescimento de culturas da linhagem de glioma de rato cujas células mantiveram-se

estacionarias na fase G1 do ciclo celular (WENG e col., 2005). Ohta, 2008, verificou a a¢ao
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de uma variedade de propolis na inibi¢do da angiogénese (neovascularizagdo tumoral)
através da indugdo de apoptose de células endoteliais em ensaios in vitro € in vivo.

A atividade in vitro, foi também comprovada in vivo para uma amostra de propolis
solivel em &gua utilizando linhagem celular de sarcoma murino 180 (S-180). Além de
promover acdo antiproliferativa in vitro, essa préopolis inibiu significativamente o
desenvolvimento do tumor por inibi¢do da divisdo celular e invasdo das mesmas, in vivo
(Inoue, e col., 2008).

Como citado anteriormente, as propolis do grupo 6 e vermelha também avaliadas
nesse trabalho, demonstraram atividade antiproliferativa para células tumorais Hela e
também intensa atividade antioxidante e antimicrobiana (Alencar e col., 2007; Oldoni,
2008; Castro e col., 2009).

Os diferentes mecanismos de acdo apresentados acima refletem a importancia da
propolis, principalmente pela grande variedade de compostos presentes. Isso, aliado aos
avangos na ciéncia, com relacdo a biologia molecular de tumores, bem como o
desenvolvimento de ensaios in vitro e modelos experimentais de tumores in vivo, poderdo
auxiliar no estudo de substancias com potencial anticancer, com mecanismos envolvidos no
processo de morte celular, angiogénese e metastases, sendo assim, diversos modelos
experimentais tém sido propostos, buscando atender a esses objetivos.

Para os testes de atividade antiproliferativa in vitro, geralmente sdo utilizadas varias
linhagens celulares tumorais com o intuito de se obter uma visdo ampliada dos efeitos das
drogas. Essas linhagens devem ser de canceres originados de diferentes tecidos com
diferentes origens embriondrias € com caracteristicas morfologicas e fisioldgicas distintas.

Por isso, o painel escolhido pela Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA/
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UNICAMP, possui nove linhagens com células de diferentes tecidos humanos, cedidas do
National Cancer Institute.

Quanto aos modelos de estudo in vivo para atividade anticancer, o tumor de Ehrlich ¢é
um modelo de tumor murino, pratico e transponivel para a analise de efeitos
antineoplasicos de diversos compostos. Esse tumor foi isolado de um adenocarcinoma
mamario murino e pode se manifestar de duas maneiras, a forma ascitica (inoculagdo de
células via intraperitoneal) ou a forma sélida (inoculagdo via subcutanea) (Nascimento e

col., 2000).
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2- Wterial ¢ WMetsdos

A coleta das propolis, obtencao dos extratos brutos, fracionamento e identificacdo dos
principios ativos foram realizados através da colaboracdo com outros grupos de pesquisa:
Depto. de Agroindustria, Alimentos e Nutrigdo (ESALQ/USP), Faculdade de Odontologia
de Piracicaba- FOP (UNICAMP), Universidade Federal de Alfenas e Centro

Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP).

2 [ - Coletw das SImastras

As amostras de propolis Vermelha e do Grupo 6 foram coletadas por raspagem das
partes internas das caixas (melgueira e ninhos) de abelhas Apis mellifera da regido litoranea

da cidade de Macei6 (Alagoas) e cidade Entre Rios (Bahia), respectivamente.

2.2 - Gratamento das Pripolis DB rutas

As amostras de préopolis bruta foram limpas retirando-se a poeira, pedacos de
madeira, abelhas mortas, tracas e qualquer outro tipo de material estranho. Em seguida
foram trituradas, peneiradas em peneiras de 18 “mesh”, homogeneizadas, pesadas e

armazenadas a 5°C.

2.8 - Drpare dss “Cutrates ‘Clandlioss

Para o preparo dos extratos etandlicos da Propolis Vermelha (EEPV) e da propolis do
grupo 6 (EEG6) foram pesados 100 gramas de propolis triturada, obtidos conforme o item
2.2, e transferidos para tubos de centrifuga contendo 150 ml de etanol P.A (80%). A

extragdo foi feita a 70°C, em banho termostatizado de dgua, por 30 minutos, sob agitacao
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constante. Em seguida, foi realizada uma filtragdo do extrato originando os EEPV ¢ EEG6
utilizados posteriormente no fracionamento cromatografico. Esses extratos foram
encaminhados para a divisdo de farmacologia e toxicologia do CPQBA para a realizacao
dos ensaios preliminares: atividade antiproliferativa in vitro e ensaios in vivo das atividades

Antitumoral, Antiinflamatoria e Antiulcerogénica.

24 - Tracionaments dos “Catratos @m@mmm@m@ Oérmetha

(CEPNY ¢ §6 (G560 (Auwsgrama)

O Fracionamento dos extratos brutos esta apresentado no fluxograma 1 para melhor
compreensdo. Tanto EEPV quanto EEG6, passaram pelo mesmo tratamento (Oldoni, 2007;

Cabral, 2008; Castro, 2008).
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_______________________ . Propolis Bruta
Avaliagdo das Atividades
Antiproliferativa in vitro ¢

! 1
: 1
| i
i Antitumoral in vivo 54 --------- Extrato Bruto (EEP) (etanol 80% v/v)
! 1
! 1
! 1
: 1

Antiinflamatéria in vivo
Antitlcerogénica in vivo l
_______________________ 1

Fracionamento liquido-liquido

___________________________

1 1 1
! Avaliagdo da Atividade ! ! Avaliagdo da Atividade i
: Antiproliferativa in vitro ! i Antiproliferativa in vitro !
A v v A
' Extrato semi-purificado Extrato semi-purificado '
“--1 Fracdo Cloroférmica (fr-Clo) Fragdo Hexanica (fr-Hex) ----

Compostos isolados

i Avaliagdo da Atividade
' Antiproliferativa in vitro
! Identificag@o quimica: RMN

Fluxograma 1: Ilustracdo do processo de obtengdo dos extratos brutos etandlicos das

propolis e seu fracionamento através de métodos cromatograficos.
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2.5 - Graliagiis du atividade Shtiprolferativa in vitro dos “Catratos DBrutas
Fhragies e %WMJJ@MJM @;g’baéd W@e&é

As linhagens celulares tumorais, utilizadas neste trabalho sdo originarias de
neoplasias humanas e foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos EUA. Todas
as linhagens foram enviadas congeladas para o laboratério do CPQBA, sendo entdo
descongeladas e repicadas, quando necessario, sob condigdes estéreis (Fluxo Laminar
Veco®, Classe IIB2) ¢ mantidas em frascos de 25cm” (T25) com 5 ml de RPMI-1640 /SFB
e incubadas a 37°C em atmosfera de 5 % de CO, em ambiente umido. Para avaliacdo da
atividade anticancer foram utilizadas nove linhagens tumorais humanas apresentadas na

Tabela 1.

2.5. 1 - DPhasqueamento do Cellulas

No primeiro dia de experimento, foi realizado o plaqueamento de células em placas
de 96 pocos. Cada linhagem celular foi inoculada em uma placa, totalizando 9 placas. Em
uma outra placa, a placa controle (T0), foram inoculadas todas as linhagens celulares. Apds
a tripsinizagdo, ja com as células em suspensdo, foi feito a contagem das mesmas em
Céamara de Newbauer. De acordo com a densidade de inoculagdo (DI) de cada linhagem
(Tabela 1) foi calculada a quantidade de meio necessario para diluicdo das células. Feito
isso, 100 pl de solugdo celular foram inoculados em placas de 96 pocos sendo estas

incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente timido.
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Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas nos testes de atividade anticancer.

Tipo Celular Cadigo DI (x 10° células/ ml)
Pulmao NCI-460 4,0
Mama MCF-7 6.0
Leucemia K562 6,0
Ovario NCI-ADR 5,0
resistente
Colon HT-29 4,0
Prostata PC-0O3 5,0
Melanoma UACC-62 5,0
Ovario OVCAR-03 7,0
Renal 786-0 4,5

* DI: densidade de inoculacdo, ** Linhagem que expressa fendtipo de resisténcia a miiltiplos

Jfdrmacos.

2.5.2 - Glicacito dus Hmostras

As amostras foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 0,1g/ml
resultando em solugdes estoques. As amostras (100 ul) diluidas pelo menos 400 vezes em
RPMI/SFB/gentamicina foram adicionadas em placas de 96 compartimentos nas
concentragdes 0,25; 2,5; 25; 250 pg/ml com excecdo da TO (Placa controle) que foi fixada,
com a adicdo de 50 pl de &cido tricloroacético (TCA) a 50% determinando assim, a
quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram colocadas.

As demais placas foram incubadas por 48 horas. Apos este periodo, o experimento
foi interrompido para a fixa¢do das placas com a adicdo de 50 pl de 4cido tricloroacético
(TCA) a 50% para as células aderidas e 80% para as células em suspensdo. Para completar
a fixagdo celular, as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C e entdo submetidas a quatro
lavagens consecutivas com agua corrente para a remogao dos residuos de TCA, meio, SFB

e metabolitos secunddrios, sendo mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.
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2.5.8 ~ ‘Cnbaic do VRB (Dlufforrodamina 9B)

O ensaio de SRB (Sulforrodamina B) avalia a inibicdo de crescimento celular por
um método colorimétrico que estima indiretamente o nimero de células presentes corando
o total de proteina celular utilizando o corante protéico SRB (Skehan e col., 1990)

As placas foram coradas pela adicdo de 50 pl de SRB a 0,4 % (peso/volume)
dissolvido em acido acético a 1 % e incubadas a 4 °C, por 30 minutos sendo entdo lavadas
por 4 vezes consecutivas com uma solucdo de acido acético 1% e secas a temperatura
ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado por adigdo de 150 pl de
Trizma Base (10uM). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi feita em um leitor

de microplaca. (ELISA — Molecular Devices Versa Max Microplate Reader.).

.54 ~ ndtise dos PResultadss

Os resultados de absorbancia foram utilizados para construcdo de graficos que
relacionam a porcentagem de crescimento celular em fun¢do da concentracdo de amostra
aplicada. Através da regressao sigmoide das curvas obtidas com as médias da porcentagem
de crescimento, foram calculados os valores TGI (total growth inhibition), ou seja,
concentracdo necessaria para inibir totalmente o crescimento celular. Esses valores foram

utilizados para comparar a poténcia das amostras e evidenciando a seletividade.
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2. 6. - “Gndaics in vive

2.6. 1 - nimais

As avaliagdes das atividades farmacoldgicas dos extratos etanolicos foram realizadas
em duas espécies de animais adquiridos do Centro Multidisciplinar de Investigacao
Biologica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos em ambientes com temperatura controlada
(22+2° C) em ciclos claro-escuro de 12 horas, com fornecimento de agua e ragdo comercial
peletizada ad [libitum. Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem
Swiss Webster machos, adultos (25-40g) para os testes de atividade geral e antiinflamatoria
(edema de orelha), fémeas da linhagem Balb/c (25-40g) para os ensaios de tumor de
Ehrlich e ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar machos, adultos (120-250g) para o
testes de atividade antiinflamatéria (edema de pata) e antiulcerogénica. Os animais foram
aclimatados as condi¢des do laboratério pelo periodo de sete dias, antes de serem
submetidos aos procedimentos experimentais. Os protocolos foram previamente aprovados
pelo Comité de Etica de Experimentagio Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB),
UNICAMP, através dos protocolos: 1612-1; 1613-1; 1614-1; 1616-1; 1617-1; 1618-1 (em

anexo).

26%%@%@@%

A partir da realizagdo desse teste, foram determinadas as doses toxicas, letais e
terapéuticas, dos extratos brutos etandlicos EEPV e EEG6, que foram utilizadas nos ensaios
posteriores para avaliacdo das atividades antitumoral, antiinflamatoria e antiulcerogénica in

Vivo.
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Nesse teste, os EEPV e EEG6 foram injetados pela via intraperitoneal nas doses de
100, 300 e 1000 mg/kg em 6 grupos (n=5) de camundongos SwissWebster. Para injecao,
os extratos foram diluidos com mistura de solu¢do de NaCl 0,9% e polissorbato (tween 80)
e em um animal, de cada grupo, foi injetado somente com o diluente. Os grupos foram
observados continuamente por periodo de 4 horas e entdo diariamente, por periodo de 14
dias. Avaliaram-se os seguintes parametros: sinais de toxicidade geral, como os efeitos na
locomog¢do, comportamento (agitagdo, atividade reduzida, sonoléncia), respiragdo,

salivacdo, lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade (Lapa e col., 2008).

2.6.83 - hividade Fntitwmorale Tmor Hhattico de “Shrlich

O teste para avaliagao do potencial antitumoral in vivo do EEPV e EEG®6 foi realizado
primeiramente no modelo de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) (Vicent & Nicholls, 1967).
As células de TAE foram descongeladas, ressuspendidas em tampao fosfato salina (PBS) e
centrifugadas por 5 minutos a 2500rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o

precipitado celular novamente ressuspendido em PBS, em volume suficiente para que cada

animal recebesse 1,0 x 104 células numa propor¢cdo em 0,5ml (via intraperitoneal). Dois
animais receberam essas células e foram considerados doadores, ¢ apos sete dias foram
sacrificados por deslocamento cervical, seu liquido ascitico foi coletado e submetido a
processamento, dado que a quantidade celular agora era muito maior que a inoculada.

Para 2ml de liquido ascitico coletado foram adicionados 2ml de ficoll (Amersham

®
Pharmacia , Uppsala, Sweeden) e a mistura centrifugada a 2500rpm por 15min a 18°C. O

anel celular formado foi coletado e submetido a nova centrifugacao, nas mesmas condigoes,

mas ressuspendido em PBS. O sobrenadante foi descartado e o precipitado livre de
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hemaceas e células brancas foi ressuspendido em solu¢ao de NaCl 0,9%, em quantidade

suficiente para a inoculagdo de 1,0 x 105 células/0,5ml em cada animal.

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=10) e tratados respectivamente: solucao
de NaCl 0,9% (veiculo) como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/kg ) como controle
positivo, EEPV e EEG6 nas doses de 200 e 90 mg/kg (doses determinadas pelo teste de
toxicidade aguda) respectivamente. O tratamento foi iniciado no terceiro dia pds-inoculo,
sempre pela via intraperitoneal, sendo realizado a cada 3 dias.

Diariamente, os animais foram analisados através de observacao e pontuados segundo
a Tabela 2, na qual foram verificados sinais fisicos, clinicos e comportamentais. Se algum
animal obtivesse 14 pontos, o mesmo era eutanasiado por deslocamento cervical e a
necropsia realizada, segundo protocolos que seguem os direitos internacionais dos animais
(Ullman-Cullere & Foltz, 1999).

Tabela 2. Quesitos Observados para Avalia¢do Diéria do TAE.

QUESITO OBSERVACAO PTS
Aparéncia Normal 0
Pelos sem brilho, orelhas normocoradas. 1
Ligeira Piloerecdo, orelhas ligeiramente palidas. 2
Piloerecdo, postura encurvada, orelhas palidas. 3
Sinais Clinicos Temperatura, freqiiéncia cardiaca e respira¢do normais. 0
Discretas alteragdes, abdomen ligeiramente dilatado. 1
Moderada dilatagdo do abdomen 2
Acentuada dilatagdo do abdomen, dispnéia. 3
Comportamento Normal 0
Espontineo Ligeiras alteragdes 1
Menos movel e alerta, isolado. 2
Vocalizagdo, hiperatividade/ imdvel, letargico. 3
Comportamento Normal 0
Provocado Ligeira depressdo ou resposta exacerbada 1
Altera¢des moderadas 2
Reagdes violentas/ muito fracas e precomatosas 3
Ajuste de Se for registrado 3 mais de uma vez, marcar um ponto adicional | 2-4
Pontuacdo para cada 3.
TOTAL < 14 pontos — sobrevida/ > 14 pontos — eutanasia (deslocamento
cervical)
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2, 6.4 - Sividade Gntitumoral :Toomor Hotido de Chirlich, (Dorsa)

As células foram obtidas como no item 2.6.3. Foram inoculadas 1x10° células /
animal, por via subcutinea, na regido antero-dorsal. Os animais foram separados em 4
grupos (n=10) e tratados apods 5 dias do indculo respectivamente: NaCl 0,9% (veiculo)
como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/kg ) como controle positivo, EEPV e EEG6
nas doses de 200 e 90 mg/kg a cada 3 dias durante quinze dias. Os animais foram
eutanasiados, o tumor retirado, pesado e medido. A estatistica foi realizada através da

analise de variancia ANOVA seguido do teste de Duncan.

2.6.5 - Hividade Srtitumeral : Tameor Holido do Shrtich, (Poata)

Inicialmente, os animais foram pesados e o volume basal de sua pata traseira direita
foi mensurado em aparelho de hidropletismometro. As células, obtidas como no item 2.6.3,
foram diluidas em tampao fosfato-salina (PBS) e inoculadas no coxim plantar da pata
traseira direita dos camundongos, na densidade de 1x10° / animal. Apds 24 horas, os
animais foram divididos em 4 grupos (n=10) e tratados respectivamente: NaCl 0,9%
(veiculo) como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/kg ) como controle positivo, EEPV
(50, 100 e 200 mg/kg ) e EEG6 (90 mg/kg ). Os tratamentos foram feitos a cada trés dias,
bem como a determinacdo da variagdo do volume das patas traseiras direitas
(hidropletismometro) e o peso corporal dos animais. No 16° dia de teste, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e suas patas traseiras foram retiradas e pesadas
(Vergosa Junior e col., 2007; Nascimento e col., 2006). Dessa forma, foram avaliados os

seguintes parametros:
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B

Variagdo do volume da pata traseira direita, tendo como controle o volume

basal antes da inducdo do tumor,

¢ Peso relativo do tumor, descontando-se o peso da pata sadia e dividindo-se

pelo peso corporal;

A estatistica foi realizada através da analise de variancia ANOVA seguido do teste de

Duncan.
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3 - Rlesultadss

81 ~ Shaliasio da atividads Fntiproliforativa in vitre dos “Cutrates PBrutos,
Fragies ¢ Compostos Sgoladiss das Prpolis Vermetha o (56

Para analise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbancias dos
compartimentos contendo células + amostras descontando-se seus respectivos brancos
(compartimentos contendo apenas amostra). J4 a porcentagem de crescimento (%C) foi
calculada segundo as seguintes formulas:

Se Ty, > T; — estimulo de crescimento celular

Se Ty > Ty < T; — atividade citostatica: %C = 100 x [(T4-Ty)/( Ti-Ty)]

Se Ty < Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(T4-Ty)/ T)]

Onde:

T4 = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula

T; = absorbancia do branco de células

Ty = absorbancia do controle de células na placa T).

Com esses valores, foram elaborados graficos relacionando a porcentagem de
crescimento com a concentracdo da amostra teste (Figuras 1-10), tendo-se como controle
positivo o quimioterapico doxorrubicina. Os valores na faixa entre 50 e zero representam
inibicdo de crescimento (atividade citostatica), sendo que os valores que atingem o zero
representam inibi¢ao total de crescimento (TGI — total growth inibition). Os valores

negativos representam morte celular (atividade citocida), pois a quantidade de células
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(aferida pela absorbancia no final do experimento), nesse caso, ¢ menor da que iniciou o

experimento (absorbancia do Ty).

37. 1 - Cowordbicina
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Figura 1. Curva concentragdo-resposta da droga doxorrubicina (controle positivo)

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a

concentragdo de droga utilizada.

35



100

75

50

25

Porcentagem de Crescimento

Figura 2: Curva concentracao-resposta do EEPV sobre as linhagens
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celulares,

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentracdo do extrato utilizado.
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Figura 3: Curva concentragdo-resposta da fracdo hexanica do EEPV (fr-Hex) sobre

as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a

concentragao da fracao utilizada.
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Figura 4: Curva concentragdo-resposta do composto puro da fracao hexanica (C1)

sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a

concentragao da fracao utilizada.
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Figura 5: Curva concentragdo-resposta da fracdo cloroférmica do EEPV (fr-clo)
sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a

concentragao da fracao utilizada.
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Figura 6: Curva concentragdo-resposta do composto puro da fracdo cloroférmica
C2, sobre as linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a
concentracao da fracao utilizada.

Na figura 1, vé-se que a doxorrubicina apresentou atividade citostatica (abaixo de
50%) para as linhagens de pulmdo (NCI-460), renal (786-0) melanoma (UACC-62)
leucemia (K-562), Ovario (OVCAR-03) e mama (MCF-7). Na concentracao de 2,5ug/ml
para todas as linhagens com excecdo de cdélon (HT-29). Nas maiores concentragdes,
25ug/ml e 250pug/ml o controle foi citotoxico (abaixo de zero) para todas as linhagens com
excegdo de ovario resistente (NCI-ADR), c6lon e prostata (PC-03).

O EEPV (figura 2) revelou uma atividade antiproliferativa para a linhagem de
leucemia, melanoma, ovario, ovario resistente e renal na concentracao de 25ug/ml. Na
concentragdo de 250ug/ml foi antiproliferativa para todas as linhagens com excecdo da

linhagem de pulmao.
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A fr-hex (figura 3) apresentou maior poténcia para a maioria das linhagens enquanto
que C1 (figura 4) foi ainda mais potente. Este ultimo apresentou atividade antiproliferativa
para todas as linhagens ja na concentracdo de 25ug/ml aumentando sua poténcia na
concentragao maior.

A fr-clo (figura 5) foi antiproliferativa para todas as linhagens a partir de 25 pg/ml
com exce¢do de mama e pulmdo. Ja C2 (figura 6), foi também resistente para mama mas
citotoxico para pulmao.

Os valores de TGI (inibi¢ao total do crescimento) para doxorrubicina, EEPV, fr-hex,
fr-clo e C1 e C2 podem ser vistos na tabela 4.

Tabela 4. Valores de TGI (pug/ml) para Doxorrubicina, (EEPV), Fragdo hexanica (fr-

hex), (C1), Fragdo cloroférmica (fr-clo) e C2 na avaliacdo de antiproliferativa in vitro.

Linhagens DOX EEPV | Fr-hex | C1 Fr-clo | C2

K-562 2,4 14,0 17,2 17,1 23 8,7

OVCAR-03 21,2 23,7 11,0 6,5 23,9 11,0
786-0 14,4 23,2 11,0 9,2 24,6 23,2
PC0-3 180 25,5 31,0 6,2 27,1 18,0
HT-29 >250 52,3 21,2 9,7 46,1 15,6
NCI-460 15,0 148,2 140,0 13,1 1502 [ 274
MCF-7 57,0 79,5 51,0 12,5 182,7 198
NCI-ADR 116,1 | 423 15,3 16,3 29,1 23,3
UACC-62 2,5 12,3 10,0 10,3 12,8 10,2

Através dos valores obtidos, pode-se afirmar que a fr-hex obtida do EEPV aumentou
a atividade especifica para algumas linhagens (OVCAR-03, 786-0, HT-29 ¢ NCI-ADR) em
pelo menos duas vezes. Ja o composto C1, oriundo dessa fragdo, aumentou a atividade
especifica para OVCAR-03, PC-03, HT-29 e NCI-460 ¢ MCF-7. A fr-clo produziu efeito
semelhante ao EEPV e o composto C2, aumentou a atividade especifica para K-562,

OVCAR-03, HT-29 e NCI-460.
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Figura 7: Curva concentragdo-resposta do EEG6 sobre as linhagens celulares,

relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo do extrato utilizado.
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Figura 8: Curva concentracdo-resposta da fracdo hexanica do EEG6 sobre as

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao

do extrato utilizado.
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Figura 9: Curva concentracao-resposta do composto C3 da fr-hex sobre as

linhagens celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao

do extrato utilizado.
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O EEG6 demonstrou atividade antiproliferativa para melanoma, ovario resistente,
ovario e renal na concentragdo de 25ug/ml. Para 250pug/ml a amostra foi antiproliferativa
para todas as linhagens com excecdo da linhagem de pulmdo. A fr-hexG6, nessas duas
concentragdes ndo apresentou atividade para ovdrio resistente e mama. J& C3, na Ultima
concentragdo, foi citotoxico para todas as linhagens.

Os valores de TGI para EEG6, fr-hexG6 e C3 estdo descritos na tabela 5. De uma
maneira geral, o fracionamento do extrato bruto EEG6 ndo forneceu fragdes ou principios

ativos com melhor perfil de atividade, quando comparado a propolis vermelha.
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Tabela 5. Valores de TGI (ug/ml) para Doxorrubicina, (EEG6), Fragdo hexanica

(fr-hexGo6), Fragao cloroférmica (fr-cloG6) e composto isolado C3.

Linhagens DOX | EEG6 | Fr-hex | C3

K-562 24 17,2 19,3 11,3
OVCAR-03 | 21,2 11,6 7,6 16,0
786-0 14,4 8,5 15,7 27,3
PCO-3 180 23,7 26,2 18,5
HT-29 >250 | 28,0 26,8 22.6
NCI-H460 15,0 138,0 | 41,3 84,4
MCF-7 57,0 70,2 179.0 | 43,7
NCI-ADR 116,1 15,3 1340 | 24,0
UACC-62 2,5 13,0 13,2 29,5

3.2 - @mmymmmeW

O processo de fracionamento dos extratos EEPV e EEG6 e isolamento dos compostos
C1, C2 e C3 foram descritos por Alencar e col., 2007; Oldoni, 2008; Cabral, 2008 e Castro

2009. As estruturas quimicas dos compostos isolados estdo representadas nas figuras 10, 11

e12.

Figura 10 — Estrutura Quimica do composto C1 identificado como uma benzofenona

prenilada, isolado da fracdo hexanica oriunda do EEPV.
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Figura 11 - Estrutura Quimica do composto C2, identificado como 2 ', 7-dihidroxi- 4 '

metoxiisoflavana — vestitol, isolado da fragao cloroférmica oriunda do EEPV.
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Figura 12 - Estrutura Quimica do composto C3, identificado como hyperibona A, isolado

da fragdo hexanica oriunda do EEG®6.
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3.8 ~ “Gnsaios in vive

3.8. 4.~ Deste de Tocvicidade Hpuda

Os extratos etanolicos EEPV e EEG6 foram administrados via intraperitoneal nas
doses de 100, 300 e 1000 mg/kg. O EEPV demonstrou toxicidade a partir da dose de
300mg/kg. Os animais nessa dose diminuiram seu comportamento exploratorio,
apresentaram sonoléncia e morreram apos alguns dias e na dose maior (1000mg/kg ), houve
morte de 50% dos animais no primeiro dia, sendo que todos morreram dias depois. J& para
o EEG6, a toxicidade ocorreu a partir de 100mg/kg. As doses de 300 e 1000mg/kg ,
provocaram convulsdo nos animais, seguido de morte.

Ap6s quinze dias, a dose letal para 50% dos animais (DLsg) foi calculada através de

regressao linear resultando em 200mg/kg para EEPV e 90mg/kg para EEG6.

B4 A - Tinmor Sottico do ‘Chrlich

Esse modelo foi utilizado para avaliar a atividade dos extratos EEPV e EEG6 no
aumento de sobrevida dos animais tratados com esses extratos. O tempo médio de
sobrevida (MST) em dias e a porcentagem de aumento de sobrevida (ILS%) foram
calculados segundo as equacdes: MST = 1°dia de morte +iiltimo dia de morte/2; sendo MSTc
(controle) e MSTt (tratado); ILS% = (MSTt-MSTc)/MSTc) x 100 (Plowman ¢ col, 1995).

Os resultados estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Valores do tempo médio de sobrevida (MST) e a porcentagem de aumento

de sobrevida (ILS%) da Doxorrubicina, EEPV (200mg/kg ) e EEG6 (90mg/kg ).

Grupos MST(dias) | MST% | ILS%
Salina (NaCl 0,9%) 13 --
Doxurubicina 39,5 303 203
EEPV 32 204 146
EEG6 13 100 0

Os valores de MST apresentado para o EEPV foi semelhante ao controle
Doxorrubicina. Os animais tratados com EEG6 foram comprometidos pela alta toxicidade
desse extrato, uma vez que foram submetidos a tratamentos a cada 3 dias, sendo

sacrificados junto com o grupo controle, ndo apresentando portanto sobrevida.

342 - Tamar Hotido do Shrtich, (Dowsa)

Esse experimento foi realizado com a finalidade de avaliar a acdo sistémica dos
extratos brutos: EEPV e EEG6. As amostras foram comparadas estatisticamente através do
teste de Duncan, sendo comparadas com o controle negativo (solu¢do de NaCl 0.9%).
Usando o parametro peso relativo (p/g) (peso tumor/peso animal), o grupo tratado com
doxorrubicina, controle positivo, apresentou um p=0,00032+0,0008, enquanto que o grupo
salina apresentou um p=0,0024+0,003 comprovando a efetividade do teste. Ao comparar as
amostras de EEPV e EEG6 nas doses de 200 ¢ 90 mg/Kg foi obtido um p=0+0 e
p=0,0003+0,0007 respectivamente. Vale ressaltar que 100% dos animais do grupo tratado

com EEPV nio apresentaram crescimento tumoral (figura 13).
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Figura 13: Peso relativo do tumor em relacdo ao peso corporal nos diferentes grupos.

* p<0,001, em relagdo ao grupo salina (NaCl 0,9%). (ANOVA).

343 -Tiomor Qs do Chrtick, (Pota)

Comprovada a atividade antitumoral em especial do EEPV, um novo ensaio foi
realizado, agora com 3 doses de EEPV (50, 100 e 200mg/Kg ) e apenas 1 dose para G6
(50mg/kg ), a fim de comprovar sua atividade, uma vez que sua a¢ao ndo havia sido

significativa por apresentar toxicidade. Os resultados foram expressos nas figuras 14 e 15.
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Figura 14: Grafico representativo do volume do tumor pelo tempo para diferentes

tratamentos. * p<0,001, em relagdo ao grupo salina (NaCl 0,9% ) (ANOVA).
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Figura 15: Grafico representativo do peso da pata / tumor em relagdo ao peso
corporal nos diferentes tratamentos. * p<0,001, em relacdo ao grupo salina (NaCl 0,9%)

(ANOVA).

49



As figuras 14 e 15 comprovam a potente agdo antitumoral do EEPV. A figura 14
representa a variacdo do volume do tumor durante os dias de experimentacao (T3, T6, T9,
T13 e T16 dias). O acompanhamento do volume tumoral demonstrou que 3 dias apos a
inoculacdo (T3), houve uma diferenga estatistica significativa nas doses de 100 e 200mg/kg
mas nao para dose de 50mg/kg , entretanto nas medi¢des T6, T9, T13 e T16, todas as doses
foram significativamente ativas, apresentando o mesmo perfil da doxorrubicina
(quimioterapico controle). O EEG6 demonstrou atividade significativa apenas nas duas
ultimas medigdes, ndo havendo portanto a necessidade da realizagdo de uma curva dose-
resposta.

A figura 15 mostra o peso da pata com tumor em relagdo ao peso corporal retiradas
no final do experimento apos eutandsia dos animais. Os resultados corroboram com os
dados de volume tumoral (Figura 14), o peso relativo tumoral (peso do tumor/peso animal)
foi de 28 + 1,5 para o controle negativo, 11 + 0,5 para a doxorrubicina, 11,8 £+ 0,2 para
EEPV (200mg/kg ), 14,2 + 1,2 para EEPV (100mg/kg ), 16 + 1,8 para EEPV (50mg/kg ),
em (g)107, sendo esses pesos estatisticamente diferentes do controle negativo. Como EEG6
(50mg/kg ) inibiu o desenvolvimento final do tumor também foi considerado diferente
estatisticamente, uma vez que o tumor teve um desenvolvimento acentuado nas ultimas

medic¢des para o controle negativo, apresentando um peso relativo de 17 + 1,08.
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£ - Dideussiio

Atualmente vérias propriedades bioldgicas tém sido atribuidas a prépolis e devido a
isso, este "remédio natural" como citam alguns autores, tem se tornado um ponto particular
de grande interesse (Castaldo & Capasso, 2002; Khalil, 2006). Estudos cientificos
evidenciam que a propolis possui um grande potencial terapéutico, principalmente, em
relacdo as atividades antiinflamatoria, antimicrobiana, antineoplésica e antioxidante (Keiko,
2004; Viuda e col., 2008). Sendo assim, o melhor conhecimento de suas propriedades visa,
além da pesquisa e desenvolvimento de novas drogas, a agregacdo de valor econdmico a
propolis bruta, a fim de gerar uma fonte econdmica de exploracdo agricola e extrativismo
autosustentavel (Menezes, 2005).

Os ensaios relacionados a atividade antiproliferativa e antitumoral foram iniciados
com os extratos brutos etanolicos da propolis vermelha (EEPV) e G6 (EEG6). Ambos os
extratos apresentaram antiproliferativa in vitro com perfil semelhante de agdo, sobre as
células tumorais. Além disto, os valores de TGI (tabelas 4 e 5) indicaram que a linhagem de
pulmdo (NCI-460) apresentou resisténcia aos dois extratos.

A atividade e seletividade de uma nova droga sdo avaliadas através de uma triagem
que utilizam vérios ensaios biologicos in vitro e in vivo, definindo assim seu perfil
farmacologico. Os testes de atividade antiproliferativa in vitro, os quais direcionam a
pesquisa para moléculas com tal potencial de agdo sobre células neoplasicas em cultura, sdo
os mais amplamente utilizados (Holbeck, 2004; Skehan e col., 1990). Esse tipo de analise,
por ter condi¢cdes de avaliar grande numero de substdncias em pouco tempo, aumenta a

possibilidade de descoberta de novas drogas anticancer. Alem disso, ¢ uma técnica
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relativamente simples, barata, reproduzivel e, ainda, providencia um provavel mecanismo
de agdo da droga (Suggitt e col., 2005).

Comprovada a atividade do EEPV e EEG®6 in vitro, foi dado inicio aos ensaios in
vivo, a fim de se verificar a atividade antitumoral em modelos experimentais com animais
uma vez que a atividade antiproliferativa sobre células tumorais observada em modelos in
vitro, nem sempre reproduz a mesma acdo in vivo. Nesse modelo, as informagdes sobre a
farmacocinética e farmacodinamica da droga em estudo sdo obtidas, enquanto em testes in
vitro isso nao ¢ possivel. Portanto, o estudo combinado desses dois modelos ¢ muito
indicado para uma conclusdo mais definitiva a respeito da atividade de uma nova
substancia com potencial anticancer (Smith e col., 2005).

Antes de iniciar os ensaios in vivo foram calculadas as doses ideais dos EEPV e
EEG6 através de um teste de toxicidade aguda. Para o EEPV, a dose de 1000mg/kg causou
sonoléncia, diminuicdo da atividade motora, e resposta a estimulos. Alguns individuos
morreram ap6és 1 hora. A dose de 300mg/kg , inicialmente provocou quadro semelhante
mas os individuos morreram somente apos alguns dias. A dose de 100mg/kg ndo provocou
alteracdes.

A administracdo das doses do EEG6 provocou reacdes diferentes daquelas
observadas na administracdo do EEPV. A dose de 1000mg/kg provocou morte rapida dos
animais. Essa dose causou agitacdo nos animais, alteracdo no comportamento e na
respiragdo, tremores seguidos de espasmos musculares e convulsdes. Todos os animais
tratados com essa dose morreram em poucos minutos. Em doses menores foi observado
quadro semelhante com maior laténcia.

O teste de toxicidade aguda revelou diferentes respostas de toxicidade para os dois

extratos brutos avaliados. Isso mostra que apesar de ser considerado como um "remédio
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natural", propolis de diferentes origens e regides devem ser avaliadas quanto a sua
composi¢ao quimica e atividades biologicas antes da sua comercializagdo, para ndo causar
danos a populacao usudria.

Devido a toxicidade encontrada para ambos os extratos, a partir de 300mg/kg para
EEPV e 100mg/kg para EEG6, foram determinadas as doses para uso nos ensaios
seguintes: 200mg/kg para EEPV e 90mg/kg para EEG6 (DLs).

Os extratos EEPV (200mg/kg ) ¢ EEG6 (90mg/kg ) foram entdo avaliados quanto a
atividade antitumoral in vivo nos modelos de tumor ascitico ¢ so6lido (dorso e pata) de
Ehrlich. Inicialmente essa atividade foi avaliada nos modelos de tumor ascitico a fim de
verificar a acdo local de EEPV e EEG6, bem como o aumento de sobrevida dos animais
tratados com os mesmos. As células de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE), foram
inoculadas via i.p., em cada animal e os mesmos foram tratados a cada 3 dias durante 60
dias de experimento. Diariamente, os animais foram avaliados quanto ao estado clinico e
comportamental recebendo uma pontuagdo (de 1 a 14). Caso algum animal obtivesse 14
pontos, o mesmo era eutanasiado por deslocamento cervical segundo protocolos que
seguem os direitos internacionais dos animais (Ullman-Cullere & Foltz, 1999).

O tempo médio de sobrevida (MST%) e a porcentagem de aumento de sobrevida
(ILS%) foram calculados segundo as equagdes: MST% = 1°dia de morte +altimo dia de
morte/2 x 100; sendo MSTc (controle) e MSTt (tratado); ILS% = (MSTt-MSTc¢)/MSTc) x
100. Os animais tratados com EEPV apresentaram um MST% de 204% e um ILS% 146%
contra um MST% de 303% e um ILS% 203% dos animais tratados com doxorrubicina,
usado como controle positivo. De acordo com critérios do NCI (National Cancer
Institute), citado por Orsolic, (2005) e Gupta (2004): MSTt/MSTc% > 125% e ILS > 25%

é um indicativo de que a substdncia avaliada possui acdo antitumoral significativa.
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Os animais tratados com EEG6 ndo apresentaram sobrevida e ainda foram
comprometidos pela elevada toxicidade dessa amostra (ja descrita). Apesar da dose
administrada, ser inferior aquela considerada toxica, os animais foram tratados a cada 3
dias, o que pode ter potencializado essa toxicidade, levando os animais ao sacrificio
juntamente com o grupo salina (controle) no 16° dia de experimento.

A implantagdo do tumor ascitico de Ehrlich induz uma reag@o inflamatéria local, com
aumento da permeabilidade vascular que resulta na formag¢ao do edema, migragao celular e
formagao progressiva do liquido ascitico. A formagao do fluido ascitico ¢ essencial para o
crescimento do tumor, afinal seus constituintes servem de fonte nutricional para as células
tumorais (Fecchio e col., 1990; Nascimento e col., 2006).

Sendo assim, a atividade antitumoral do EEPV foi confirmada através do aumento na
sobrevida dos animais tratados; os compostos ativos provavelmente agiram nas células
tumorais impedindo que os animais desenvolvessem a neoplasia ou uma sobrevida menor
(Lobo e col, 2000). Além desse efeito citotoxico local sobre as células tumorais,
semelhante ao encontrado no ensaio in vitro, esse extrato pode ter tido uma agdo local
indireta, relacionada a um efeito antioxidante, descrito por Alencar, (2007) ou mesmo
através de uma ag¢do antiinflamatoria como demonstrado na sequéncia deste estudo.

Segundo Alencar e col., (2007) a propolis trata-se de um extrato rico em flavondides,
uma classe de compostos antioxidantes potentes, a qual pode ter combatido os efeitos
provocados pelo desenvolvimento do tumor ou mesmo, ter atuado na prevencdo do
desenvolvimento do mesmo, uma vez que os animais foram tratados 3 dias ap6s o indculo
do tumor. A prevencdo do desenvolvimento de tumores através do consumo de produtos
ricos em polifendis, em especial flavondides, ¢ um assunto bastante discutido e

comprovado cientificamente, devido a elevada acdo antioxidante desses compostos (Amin,
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2009; Yang, 2009). Esses compostos atuam de forma a reduzir a acdo de radicais livres no
organismo, liberados intensamente durante o desenvolvimento de tumores (Kohchi, 2009,
Stforcin, 2007).

A atividade antioxidante desses compostos ¢ principalmente devida as suas
propriedades de oxido reducdo, as quais podem desempenhar um importante papel na
absor¢do e neutralizagdo de radicais livres, quelando o oxigénio tripleto e singleto ou
decompondo peroxidos (Degaspari, 2004). Dessa forma, os flavonoides demonstram grande
eficiéncia no combate de varios tipos de moléculas oxidantes, que estdo envolvidos em
danos no DNA e promoc¢ao de tumores (Bravo, 1998; Marchand, 2002). Quimicamente
esses compostos sdo doadores de elétrons e acabam por reagir, inativar e estabilizar os
radicais livres envolvidos no processo oxidativo através da hidrogenacdo ou complexagdo
com espécies oxidantes (Birt, 2001). Apds esse processo, os radicais livres perdem sua
reatividade e ndo sdo capazes de atacar as diferentes biomoléculas do organismo (HEIM,
2002).

Ainda com relagdo a propolis, alguns estudos indicam que esse produto ¢ capaz de
aumentar a imunidade, através do aumento na produ¢do de anticorpos e de outras células do
sistema imune, o que certamente pode prevenir ou mesmo combater o desenvolvimento
inicial de um cancer (Sforcin, 2007).

Orsolic e col., (2005), realizaram um estudo semelhante com outras variedades de
propolis, e verificou a capacidade dessas amostras em prevenir ou bloquear o inicio do
desenvolvimento do processo tumoral através de uma agdo sobre a proliferagdo celular.
Ainda sugeriram que a sobrevida dos animais estivesse relacionada ao aumento da
imunidade provocado pela acdo dos componentes das propolis, os quais, em testes

especificos, atuaram diretamente na proliferagdo e ativacao de células macrofagicas.
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O tumor solido de Ehrlich (dorso) foi utilizado para investigar a acdo sistémica de
EEPV e EEG6 uma vez que, os principios ativos devem ser absorvidos e através da
circulagdo atingir o local desejado. Os animais foram tratados a cada 3 dias com os extratos
etandlicos EEPV e EEG6 nas doses de 200 e 90mg/kg respectivamente, apos 5 dias do
inéculo das células tumorais. Apds 15 dias os animais foram eutanasiados, o tumor retirado,
pesado e medido. Os resultados obtidos mostraram que os animais tratados com EEPV
tiveram 100% de inibi¢ao do crescimento do tumor e nido apresentaram sinais de toxicidade
enquanto que os animais tratados com EEG6 tiveram uma inibicdo de 87%, mas
demonstrando o mesmo quadro de toxicidade do ensaio anterior (figura 13).

Ambas os extratos das propolis foram ainda submetidas a um ensaio da atividade
antitumoral no modelo de tumor s6lido de Ehrlich (pata). Esse ensaio permitiu também
avaliar a acdo sistémica de substancias de uma forma mais exata, uma vez que a avaliacao
periddica do volume da pata com o uso do pletismometro permite um melhor
acompanhamento do desenvolvimento do tumor e até se necessario o ajuste de doses. Como
o EEPV foi o extrato que demonstrou melhor atividade anticdncer at¢é o momento, foi
realizada uma curva dose-resposta iniciando com 50mg/kg , 100mg/kg e 200mg/kg . Para
EEG®, foi avaliada apenas uma dose, agora de 50mg/kg , devido a sua toxicidade, a fim de
verificar a atividade até entdo acompanhada de elevada toxicidade.

Os resultados mostraram novamente a potente acdo antitumoral do EEPV. Como
mostrado nas figuras 14 e 15, o EEPV inibiu desde o inicio o desenvolvimento do tumor
sendo diferente significativamente do grupo controle negativo (salina), mas ndo do grupo
controle positivo (doxorrubicina). O EEG6 demonstrou atividade significativa apenas nas

duas ultimas medigdes, o que ndo estimulou a realizagdo de uma curva dose-resposta para o
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mesmo. Esses resultados também foram confirmados com de peso relativo do tumor (peso
do tumor/peso animal), retirados no fim do experimento apds sacrificio dos animais.

O indculo de células tumorais na pata do animal gera uma agao inflamatoria inicial no
local seguida do desenvolvimento do tumor através da divisao celular das células tumorais.
A agdo inicial do EEPV pode estar novamente relacionada a uma agdo antiinflamatoria que
sera discutida posteriormente, além ¢ claro de uma agdo citotoxica sist€émica. (Matsuno,
1995 e Hayashi, e col., 2000, Nonato, ¢ col. 2009). O papel da PGE2 (mediador
inflamatorio) no tumor de Ehrlich foi descrito por Parhar & Lala (1988). Estes autores
demonstraram que o tumor de Ehrlich na forma sélida induz producdo de PGE2 pelos
macrofagos do bago, e discutiram que essa protaglandina poderia atuar na inativagdo de
células NK, linfocitos T e linfocitos B favorecendo o crescimento tumoral.

A atividade antiproliferativa in vitro dos EEPV e EEG6 comprovada pela atividade
antitumoral in vivo, incentivou futuros ensaios com as fragdes e compostos isolados.

Como dito anteriormente, tanto os extratos quanto fracdes e compostos isolados
foram cedidos através de colaboragdes externas, como parte do projeto multidisciplinar. O
fracionamento do EEPV resultou em duas fragdes iniciais fragdo hexanica fr-hex e fr-clo
sendo isolados das mesmas, dois compostos: C1 e C2. Fragdes e compostos isolados foram
avaliados nas nove linhagens tumorais ja descritas.

Os valores de TGI (tabela 4) apresentados mostram que o processo de fracionamento
foi bem direcionado uma vez que, o isolamento dos compostos aumentou o potencial de
atividade antiproliferativa para ambas as fragdes. A fr-hex foi um pouco mais potente que a
fr-clo apresentando valores de TGI menores para a grande maioria das linhagens.

Essa diferenca na atividade das fracdes pode estar ligada a composi¢do quimica das

mesmas. Segundo Alencar e col.,(2007), em ambas as fragdes, foram identificados a
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presenga de compostos fendlicos principalmente da classe dos flavonoides, sendo em maior
quantidade na fr-hex, o que pode estar relacionado a uma agdo antiproliferativa mais
significativa.

Muitos flavondides ja foram isolados tendo sua agdo antiproliferativa e anticancer
comprovadas. As catequinas por exemplo ajudam na prevengdo de enfermidades como
cancer, pela conversdo dos compostos gerados pelos radicais livres em compostos inativos
de baixa energia. A epigalocatequina galato previne a promogdo do cancer de pele foto
induzido. O resveratrol, um flavonodide presente em altas concentragdes no vinho tinto,
amendoim e casca de uva previne o cancer por inibir o crescimento tumoral, a angiogénese
tumoral e a invasao celular (Brownson, 2002).

Os compostos isolados Cl e C2 foram avaliados também quanto a acdo
antiproliferativa sobre as linhagens tumorais mantendo o mesmo perfil de atividade que as
respectivas fracdes hexanica e cloroférmica. O composto C1 apresentou atividade
antiproliferativa e valores inferiores de TGI para todas as linhagens enquanto que C2,
também citotdxico, apresentou um valor de TGI elevado para linhagem de mama (MCF-7),
indicando ser mais resistente ao composto.

Segundo Oldoni, (2007), ambos os compostos apresentaram atividade antioxidante
sendo que C1 foi mais potente. Ja nos ensaios de atividade antimicrobiana C2 mostrou uma
maior acdo (Cabral, 2008).

Através de técnicas especificas de identificagdo quimica foi possivel verificar que o
C1 apresenta caracteristicas de Benzofenonas Preniladas (Xantonas) (Oldoni, 2007;
Cabral, 2008). As Xantonas sdo compostos de sintese mista, derivados da via do acido
chiquimico-acetato, apresentando a benzofenona como um dos intermedidrios de sua

sintese. Sdo responsaveis por varias atividades farmacologicas dentre elas atividade
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antiproliferativa, antitumoral e antiinflamatéria (Kupchan e col., 1980; Lawrence ¢ col.,
2005; Venu, 2007; Pouli, 2009).

Na literatura encontram-se muitas informagdes sobre um composto isolado chamado
Garcinol. Esse composto foi isolado da casca de uma fruta da espécie Garcinia indica e
trata-se de uma benzofenona poliisoprenilada cuja estrutura quimica ¢ muito semelhante a
estrutura do composto isolado C1. Em estudos in vitro o Garcinol demonstrou atividade
antiproliferativa sobre linhagens celulares de leucemia humana HL-60, e ainda foi capaz de
induzir o processo de apoptose a partir da ativagdo de caspase-3 seguido de fragmentacao
do DNA, um mecanismo considerado importante na agdo contra células tumorais
(Matsumoto, e col., 2003). Sendo assim, devido a semelhanga entre as estruturas quimica
desses compostos pode-se sugerir que a acao de C1 esteja ligada ao processo apoptdtico.

O composto C2 ja foi identificado como Vestitol, uma isoflavana. As isoflavanas
também chamadas de isoflavondides, em alguns estudos realizados, demonstraram
mecanismos gerais de a¢do dentre eles, efeitos estrogénicos e anti-estrogénicos, regulacdo
do ciclo celular, acdo antitumoral (Li e col., 2008; Awale, 2008) efeitos antioxidantes e
antimicrobianos (Trusheva e col., 2006;). Em estudos com humanos, animais ¢ sistemas de
cultura de célula as isoflavonas genisteina e daidzeina, desempenharam papel importante na
prevencao de doengas como osteoporose, do coragdo, cancer e diabetes (Esteves &
Monteiro, 2001; Li, 2008).

Como descrito anteriormente, a Unica linhagem celular resistente a a¢do do C2
(vestitol) foi a linhagem de mama, MCF-7. Essa linhagem ¢ estrogénio-dependente e sua
resisténcia ao C2 pode estar relacionada a atividade controversa das isoflavonas.

Alguns autores mostraram que a genisteina, uma isoflavona, seria um preventivo para

o desenvolvimento do cancer de mama por apresentar propriedades antiproliferativas (Fritz
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e col., 1998), ao passo que outros mostraram que este fitohormdnio estimularia o
crescimento de tumores estrogénio-dependentes (Hsieh, 1998).

A avaliagdo especifica dessa atividade, sobre os mecanismos estrogénicos e anti-
estrogénicos bem como a relagdo com a atividade antiproliferativa e antitumoral podera
servir de fonte para novos trabalhos que complementem a potente acdo farmacoldgica da
propolis vermelha.

A presenca desses compostos no EEPV enriquece, complementa e justifica sua acao
anticancer in vitro ¢ in vivo, o que torna esse produto interessante do ponto de vista
farmacoldgico, merecedor de futuros estudos complementares, que possam contribuir para
seu uso terapéutico.

O EEG6 foi fracionado resultando na fracdo hexanica (fr-hex) de onde um composto
(C3) foi isolado. A fragdo e composto foram testados nas mesmas culturas celulares. De
uma forma geral, os valores de TGI do EEG6, fr-hex e C3 (tabela 5) mostram uma
manuten¢do da atividade antiproliferativa com resisténcia de duas linhagens: NCI-460 e
MCF-7.

O composto C3 foi identificado como uma benzofenona prenilada: Hiperibona A,
que apresentou também atividade contra células tumorais Hela e intensa atividade
antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus oralis,
Staphylococcus aureus, e Actinomyces naeslundii (Castro e col., 2009).

Ao comparar as atividades antiproliferativa e antitumoral dos EEPV e EEG®6, tanto in
vitro, através dos valores de TGI, quanto in vivo demonstrados nos ensaios de tumor de
Ehrlich, o destaque foi dado para EEPV, uma vez que EEG6 foi muito tdxico para os
animais. Esse estudo, com ambos os extratos, proporcionou a comparacdo dessas duas

variedades com relacdo a essa atividade farmacologica bem como um alerta para o uso
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indevido desses produtos que mais uma vez, dado o ndo conhecimento da composicao
quimica, podem causar danos a populagdo usuaria.

O interesse pela pesquisa de novos compostos anticancer tem recebido grande
atencdo nos ultimos anos visto que, ainda ndo existem drogas realmente efetivas contra essa
doenca. Um dos grandes alvos de estudo tem sido o isolamento de compostos de origem
natural os quais vém demonstrando potente atividade antiproliferativa e antitumoral (Cai,
2004; Amin, 2009) como demonstrado aqui. Por esse motivo o melhor conhecimento das
propriedades desses produtos, dentre eles a propolis, podera direcionar a pesquisa para o
desenvolvimento de novas drogas mais eficazes, menos tdxicas e mais seletivas, além da

agregacao de valor econdmico a propolis bruta (Menezes, 2005).
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A inflamagado pode ser definida como sendo uma resposta local do tecido agredido,
caracterizada por alteracdes do sistema vascular, dos componentes liquidos e celulares, bem
como por adaptagdes do tecido conjuntivo vizinho. Todas essas alteracdes dos componentes
teciduais sdo resultantes de modificagdes que ocorrem nas células agredidas, que passam a
adquirir comportamentos diferentes tais como: locomogao, alteracdes de forma e liberagao
de enzimas e de substancias farmacoldgicas que visam destruir, diluir ou isolar o agente
lesivo, sendo, portanto, uma reagao de defesa e de reparagdo do dano tecidual (Siqueira &
Dantas, 2000; Barbosa-Filho, 2006).

A resposta ao processo inflamatério geralmente ¢ acompanhada de sinais e sintomas
clinicos como calor, rubor, edema e dor. O calor e o rubor estido relacionados com o
aumento do fluxo sanguineo local, o edema com o aumento da permeabilidade vascular e
infiltragdo celular e a dor ¢ induzida pela liberacdo de diversos mediadores quimicos no
local da inflamagao (Santos, 2003; Silva, 2006; Aller, 2006).

Para tornar-se um agente inflamatério, ou seja, um estimulo que desencadeie
fenomenos de transformagdo nos tecidos, a atividade tem que ser suficientemente intensa
para provocar tais reagdes ¢ ultrapassar as barreiras de defesa externas. Os agentes capazes
de desencadear uma resposta inflamatéria podem ser de natureza quimica, fisica

(temperatura e radiacdo), e bioldgica (microorganismos), sendo que cada um desses tipos
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provoca uma reacgdo inflamatoria particular que pode levar a danos nos tecidos envolvidos
(Habasy, 2005).

A inflamag¢do ¢ mediada por diferentes mecanismos e pode ser dividida em reacoes
inatas (pré-inflamatérias) ¢ reacoes imunologicamente especificas. As reacoes inatas
podem ser divididas em eventos vasculares (vasodilatacdo, hiperemia, aumento da
permeabilidade vascular e marginagdo de neutr6filos) e em eventos celulares. Durante os
eventos vasculares sdo gerados mediadores quimicos (bradicinina (BK), histamina e fator
de ativagdo plaquetaria (PAF), o sistema complemento, fibrinolitico e de coagulacdo e
prostaglandinas) pelas células, sendo que esses mediadores regulam os eventos vasculares e
celulares (Rang, 2004).

Os fenomenos celulares da inflamag¢do envolvem o acionamento das capacidades
celulares de movimentagdo, adesdo e englobamento de particulas. Dentre as células
envolvidas nesse processo estdo células endoteliais vasculares, mastocitos, macrofagos e
plaquetas. O principal fendmeno a saida de leucécitos da luz vascular e sua migrag@o para o
local agredido (Rang, 2004).

A resposta inflamatoria aguda faz parte de uma imunidade inata induzida, de carater
inespecifico, ndo distinguindo entdo o agente agressor, tampouco o que ¢ proprio ou nao do
organismo tipica ou relativamente, possui curta duracdo (horas a dias). As principais
caracteristicas da inflama¢do aguda s3o a exsudagdo de fluido e proteinas plasmaticas
(edema) e a migracdo de leucocitos, predominantemente de neutrdfilos (Siqueira e Dantas,
2000; Laskin e Laskin, 2001; Kumar e col., 2005).

Ja a resposta imunolégica adaptativa, se desenvolve quando os patogenos
superam os elementos inatos de defesa. Apresenta alta especificidade e a capacidade de

aumentar a atividade de defesa apoOs sucessivas exposicdes a esse patdgeno. A resposta
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defensiva do hospedeiro vai se tornando cada vez mais eficaz, como também mais
especifica ao patogeno invasor: os linfocitos B, células-chave para producao de anticorpos,
os linfocitos T sao importantes na indugdo dessa resposta imunologica e responsaveis pelas
reacdes imunoldgicas mediadas por células. Essas células migram ao lugar da injuria e
iniclam a resposta inflamatoéria, que quando adequadamente orquestrada, levam a
destrui¢do do patogeno e reparo tecidual, mas quando ndo, a resposta inflamatéria torna-se
cronica (Laskin, 2001, Rang 2004).

A inflamagdo cronica esta associada com a presenca de linfocitos e macrofagos,
proliferacdo de vasos sanguineos, necrose tissular, e fibrose. A inflamagdo termina quando
o estimulo ¢ eliminado e os mediadores secretados sdo destruidos ou dispersos. Existem
também mecanismos antiinflamatdrios ativos que modulam a resposta e evitam que ela seja

exacerbada (Kumar e col., 2005).

1. 1.- Drincjpais WMediadores Snflamatirios
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A histamina ¢ uma amina basica armazenada em granulos no interior de mastocitos e
basofilos, sendo liberada por exocitose durante as reagdes inflamatérias ou alérgicas mais
especificamente, em resposta a uma elevacao do teor de Ca+ citosolico. A histamina exerce
sua agdo através de um efeito sobre receptores histaminicos especificos (H;, H, e H3) nas
células alvo tendo como principais acdes nos seres humanos: estimulagdo da secrecao
gastrica (H,); contragdo da maioria dos musculos lisos (H;); estimulagdo cardiaca (H,);
vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular e formacdo de edema (H;) (Rang,

2004).
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O principal papel fisiopatologico da histamina endogena consiste em atuar como
mediador de alguns tipos de vOmitos, através de uma ag¢do no SNC e como estimulante da
secrecdo gastrica, através de uma agdo sobre os receptores H,. Além disso, desempenha
uma funcdo fisioloégica como inibidor de neurotransmissores, particularmente no SNC e

trato gastrointestinal. (Rang, 2004, Kumar e col., 2005; Schubert, 2008; Alvarez, 2009).

7. 7.2 - “Gicosandides

Os Eicosanoides sao produzidos a partir de fosfolipideos e estdo no controle de
muitos processos fisioldgicos incluindo-se entre os mediadores e moduladores mais
importantes da resposta inflamatoria (O'Donnell e col., 2009). Sao derivados do acido
araquidonico (AA), que ¢ um acido graxo poliinsaturado de 20 carbonos, originado da dieta
ou da conversdo do acido linoléico (acido graxo essencial). O AA ¢ liberado dos
fosfolipidios de membrana pela enzima fosfolipase A, (PLA;), apds estimulos mecanicos,
fisicos ou quimicos. Existem duas formas de PLA,, uma encontrada intracelularmente e
outra presente nos liquidos extracelulares. E principalmente a forma intracelular que age
ndo apenas no AA, mas também a lisogliceril-fosforilcolina (liso-PAF), que é o precursor
de outro mediador da inflamagdo — o fator de ativacdo de plaquetas (PAF). Uma vez
liberado, o AA ¢ metabolizado por diversas vias — da enzima ciclooxigenase (COX)
também chamada de PGH sintetase, que da origem as prostaglandinas e tromboxanos; e
por varias lipoxigenases, que originam os leucotrienos e lipoxinas (Alwani e col., 2006;
Kumar e col., 2005; Wagner & Roth, 2000; O'Donnell e col., 2009).

As ciclooxigenases apresentam duas isoformas a COX-1 e COX-2. A primeira ¢
uma enzima constitutiva expressa na maioria dos tecidos e desempenha um papel de

manutengdo no corpo relacionado com a homeostasia tecidual e integridade da mucosa

65



gastrointestinal. A segunda ¢ induzida nas células inflamatorias quando estas sdo ativadas
além de ser responsavel pela producdo dos mediadores prostandides da inflamagao (Burian
& Geisslinger, 2005; Pacher e col., 2007; Vanegas & Schaible, 2001). Existem evidéncias
de que a COX-2 esteja envolvida nos desenvolvimento de neoplasias, visto que ocorre um
aumento na expressdo dessa enzima em tumores como cancer de mama e colon (Rang,
2004; Pereira, 2009).

A atividade da enzima ciclooxigenase, como dito anteriormente, d4 origem as
prostaglandinas (PG) no endotélio vascular e macréfagos e tromboxanos (TX) nas
plaquetas. As prostaglandinas PGI, e PGE, s3o potentes vasodilatores que também
potencializam o aumento da permeabilidade vascular e inibicdo da agregacdo plaquetaria, o
que resulta na formag¢do de edema que comprime fibras nervosas, potencializando a
atividade algica da bradicinina; estimulam a produgdo de esterdides na adrenal, liberando
corticoides que participam do processo inflamatorio. Ainda possuem agdo citoprotetora
gastrica, reduzindo a secre¢do 4cida, aumentando a secrecdo de muco e bicarbonato e
produzindo vasodilatagdo na mucosa gastrica respectivamente (Norel, 2007). O
tromboxano A; (TXA;), tem como principal efeito a agregagdo plaquetaria e vasoconstricao
(Smyth, 2008).

A outra via de metabolizacdo do AA se da pela a¢do das enzimas lipoxigenases
responsaveis pela biossintese dos leucotrienos e lipoxinas. Os leucotrienos sao derivados
lipidicos formados pela oxidagdo do AA no Carbono 5, por intermédio da enzima 5-
lipoxigenase, levando a formag¢do do eicosandide 5-hidroxiperoxieicosatetraendicos (5-
HpETE), que ¢ por fim metabolizado em leucotrienos. O LTA4 ¢ transformado em LTB4
através da LTA4 hidrolase que catalisa a adi¢ao de dgua no LTA4. O LTB,4 € precursor de

uma importante classe de leucotrienos contendo cisteinil: LTC,4, LTD4 e LTE, (cisteinil-
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leucotrienos). Estes cisteinil leucotrienos conhecidos como “‘substancia de reacdo lenta da
anafilaxia” (SRS-A), que gerada no pulmio, estd envolvido na asma e outras reagdes de
hipersensibilidade imediata, sendo liberada por mastocitos, basofilos € macréfagos, causam
vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular. A inibicdo da
enzima COX por AINE pode aumentar a quantidade de AA disponivel para ser
metabolizado pela lipoxigenase, com conseqiiente aumento da sintese de LTs (Hevko e
Murphy., 2001; Oketani e col., 2001; Peters, 2008).

As lipoxinas sao produtos da 15-lipoxigenase que atuam sobre receptores
especificos em leucécitos polimorfonucleares opondo-se a acdo do LTB,; (Rang, 2004;

Boyce, 2008).
/g~@ s (;% » (;% inle e riod

Os principais agentes antiinflamatdrios sdo representados pelos glicocorticoides ¢
pelos agentes antiinflamatorios nao- esteroidais (AINEs). Os glicocorticdides atuam
como imunossupressores reduzindo a inflamac¢ao aguda (redugdo do influxo e atividade dos
leucocitos), cronica (diminuicdo da atividade das células mononucleares, proliferacao
diminuida dos vasos sanguineos ¢ menos fibrose além da diminui¢do da expansao clonal
dos linfocitos T e B. Essas a¢des poderosas apresentam o risco de suprimir as respostas
protetoras necessarias a infeccdo e reduzir os processos essenciais de cicatrizagdo (Rang,
2004).

Os agentes antiinflamatorios nao-esteroidais (AINEs) possuem tanto acgao
amtiinflamatoria (redugdo de edema a partir da reducao de prostaglandinas vasodilatadoras)
acdo analgésica e antipirética. Entretanto, os AINEs sdo também conhecidos por seus

efeitos adversos que incluem danos ao trato gastrointestinal e a circulagdo renal. A inibi¢ao

67



da COX-1 causada por estes farmacos bloqueia sintese das prostaglandinas (PGE; e PGI,)
responsaveis por controlar a secrecdo acida gastrica e secre¢do de muco e bicarbonato
(Lima e col., 2006). Além disso, a diminui¢do na produ¢do de prostaglandinas aumenta a
adesdo de neutrofilos ao endotélio vascular devido ao aumento na sintese de leucotrienos,
promovendo obstrucdo do fluxo sanguineo. No estomago torna a mucosa susceptivel ao
ataque de radicais livres gerados por neutréfilos ativados (Hawkins e col., 2000; Whelton e
col., 2001).

Alguns AINEs causam ainda danos a mucosa gastrica através de um efeito local.
Drogas acidas como a aspirina tornam-se lipossoliveis em baixo pH. Administradas
oralmente podem atravessar a barreira lipidica de células da mucosa gastrica. No pH
intracelular perdem a lipossolubilidade e ficam retidas, desorganizando a fungdo celular
provavelmente por inibir a fosforilagdo oxidativa mitocondrial. As células tornam-se entao
sensiveis ao ataque acido (Hawkins e col., 2000).

Nos ultimos anos, varias pesquisas estdo direcionadas para o desenvolvimento de
uma nova categoria de medicamentos - os inibidores seletivos da COX-2, que possam
diminuir os efeitos colaterais que limitam o uso de AINEs convencionais. Dois novos
medicamentos o celecoxib e o rofecoxib inibem preferencialmente a COX-2 demonstrando

eficacia analgésica além de causar menores danos a mucosa gastrica. (Rang, 2004).

1.8 - Produtss e Origem Neatural e Hhividade Sntiinflamativia

Produtos naturais, incluindo os derivados de plantas superiores tém dado, nos
ultimos anos, grande contribuicdo para o desenvolvimento de terapias farmacologicas
modernas. A maioria dos metabolitos secundarios derivados de plantas sao conhecidos por

interferir direta ou indiretamente, com moléculas ou mecanismos como mediadores
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inflamatorios, exemplos sdo os metabdlitos do AA e as citocinas; producao e/ou agdo de
segundos mensageiros, como AMPc, GMPc, proteinas quinases e calcio; expressdo de
fatores de transcrigdo como o NF-kB, e de proto-oncogenes, c-jun e c-fos; e intervengao na
expressdao de moléculas pro-inflamatorias como a iNO, COX-2, IL-1, TNF, neuropeptideos
e proteases (Calixto e col., 2003).

O primeiro, ¢ um dos maiores exemplos do desenvolvimento de farmacos a partir de
remédios vegetais ¢ o acido salicilico, obtido das cascas de espécies de salgueiro (Salix
spp). As propriedades analgésicas e antipiréticas destas cascas sdo conhecidas de antigas
civilizagdes, como o antigo Egito, Grécia, India ¢ Roma. O primeiro relato do seu uso é
encontrado no papiro de Ebers, uma reunido egipcia de dados medicamentosos, datado de
mais de 3500 anos. A oxidacdo da salicina, um constituinte da casca do salgueiro, origina o
acido salicilico, que teve seu uso limitado por causar intensa irritacdo géstrica. Mais tarde, a
acetilagdo da molécula deu origem ao acido acetilsalicilico, um dos fairmacos de maior
sucesso da historia (Roberts & Morrow, 2003; Setty & Sigal, 2005).

Alguns produtos naturais vém sendo estudados com o objetivo de descobrir
compostos com ac¢do antiinflamatéria com menores efeitos colaterais. Alem de plantas,
outros produtos de origem natural, como diferentes variedades de propolis, vém sendo
avaliadas tendo sua a¢do antiinflamatoria comprovada.

Em trabalhos realizados com camundongos e coelhos constatou-se uma atividade
antiinflamatéria de solugdes hidroalcodlicas da propolis, tanto em aplicacdes topicas, bem
como através de injegdes ou mesmo via oral (Park e col., 1996; (Ledon e col. 1997;
Menezes e col. 1999; Ozturk e col. 2000). Esta propriedade deve-se a presenca na propolis
de compostos tais como o acido cafeico, a quercetina, a narigenina e o éster fenetilico do

acido cafeico (CAPE). A atividade antiinflamatdria seria resultante da supressdo da sintese
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de prostaglandinas e de leucotrienos pelos macrofagos. A participagdo do CAPE isolado da
propolis, na inibi¢do da sintese de prostaglandinas foi também constatada por Borrelli e col.
(2002).

A atividade antiinflamatéria das variedades estudadas nesse trabalho: Prépolis do
Grupo 6 (EEG6) e Vermelha (EEPV) foram avaliadas em dois modelos de inflamagao:
edema de orelha induzido por 6leo de créton (toépico) e edema de pata induzido por

carragenina.
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2 - Waterial e WMetsdos

2. 1 - Citoma do Oretha Indugids por Qoo do @roton (Ko Tioa)
Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss machos, pesando entre 25-35g,
separados em 4 grupos (n=8), sendo 2 grupos de tratamento. Em cada um desses grupos foi
aplicado topicamente, na orelha esquerda, 20ul dos extratos propolis nas doses: EEPV
(200mg/ml) e EEG6 (90mg/ml) diluidos em acetona. Para os outros dois grupos foi
aplicado também na orelha esquerda, em um deles, acetona e em outro dexametasona
(4mg/ml), utilizada como controle positivo. Apoés 60 minutos dos tratamentos, foram
aplicados 20ul de uma solugdo de o6leo de créton a 5 % em acetona P.A. na superficie
interna da orelha esquerda. Na orelha direita foi aplicado volume equivalente do solvente.
Apds quatro horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e porcdes
padronizadas (6bmm diametro) das duas orelhas foram retiradas. Cada uma delas foi pesada

separadamente e a diferenga de peso foi considerada como o edema produzido pelo dleo de

créton (Tubaro e col., 1985 e Shiantarelli, 1982).

Para a realizagdo deste experimento foram utilizados 8 grupos (n=5) (Rattus
norvegicus) Wistar machos (100-150g, em jejum de 12h) por grupo/tratamento.
Inicialmente, foi medido o volume das patas esquerdas traseiras de cada animal, em um
hidropletismdmetro, sendo registrado como leitura basal. As patas foram submergidas, até o
maléolo lateral, em um recipiente contendo uma solucdo de NaCl 0,9%. Este dispositivo foi

conectado por um sistema de vasos comunicantes a um outro, menor, contendo um
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transdutor de volume ligado a um multimetro digital. Apods leitura basal, os grupos foram
tratados via ip, solugdo de NaCl 0,9% (10ml/kg ), EEPV (200, 100 e 50mg/kg ); ¢ EEG6
(90, 60 e 30mg/kg ) e indometacina (10mg/kg ), utilizada como controle positivo. Apos 60
minutos, os animais foram submetidos a uma inje¢ao sub-plantar de 0,1ml de carragenina
1% em solugdo fisioldgica na pata traseira esquerda.

Apos a injecdo do agente edematogénico e em intervalos pré-estabelecidos (a cada 1
hora), o volume da pata foi aferido novamente. As variacdes de volume, mediante a
imersdo das patas no recipiente maior, foram numericamente registrados no multimetro
digital a cada 1 hora, totalizando 5 medicdes, apos as injecdes de carragenina (agente
flogistico) (Winter e col., 1962).

As respostas edematogénicas foram expressas como aumento de volume da pata (ml),
calculado por subtra¢do do volume basal. Os resultados foram apresentados como média +
erro padrao da média, para cada grupo de tratamento ou expressos como porcentagem de
variagdo (aumento ou inibi¢do) do volume total de edema em comparagdo com o grupo

controle.
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3. - Resultades

3. 1 - Cdoma do Oretha Indusids por Ohoo do Crton

Os EEPV e EEG6 foram capazes de reduzir o edema de orelha induzido por 6leo de
créton sendo esta atividade significativa para a EEPV. A dexametasona, usada como
controle positivo na dose de 4 mg/ml e administrada pela mesma via, reduziu o edema em
79%. O EEPV (200mg/ml) reduziu o edema em 54,5% ¢ o EEG6 (90mg/ml) em 10,5%,

apos 4 horas da administracdo do agente flogistico. Os resultados estdo demonstrados na

figura 16.

Edema (mg)

Acetona Dexa EEPV(200) EEG6(90)

Tratamento mg/ml

Figura 16: Efeito da administracdo topica de dexametasona e dos EEPV e EEG6 no
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton em camundongos. * p<0,001, em

relacdo ao grupo salina (NaCl 0,9%). (ANOVA).
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8.2 - ‘Cdema de Poota Indugido por Carragenina

Nos animais controles tratados com salina (10 ml/kg , p.o.), a inje¢ao subplantar de
carragenina induziu a formagdo de um edema progressivo que atingiu o pico maximo apos
4 horas da aplicacdo do agente flogistico. O tratamento prévio com o EEPV (200mg/kg ,
p.o.) reduziu o edema em 48, 55, 50 e 55% apods 2, 3, 4 e 5 hs da inje¢do subplantar de
carragenina. A administracdo prévia das doses menores do EEPV (100 e 50mg/kg ) bem
como do todas as doses do EBG6 nao alteraram o edema de pata induzido pela carragenina.
A indometacina (10mg/kg , v.0.), controle positivo do teste, apresentou um pico de inibi¢ao
significativa do edema apenas a partir da quarta hora da inje¢do do agente flogistico (48 e

60%). Os resultados estdo demonstrados na figura 17.
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Figura 17: Efeito da administragdo sist€émica de indometacina, EEPV (50, 100,
200mg/kg ) e EEG6 (30, 60, 90 mg/kg ) no modelo de edema de pata induzido por

carragenina. * p<0,001, em relag¢@o ao grupo salina (NaCl 0,9%) (ANOVA).
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£ - Diseussiio

Algumas propolis estudadas por diversos autores vém demonstrando uma potente
acdo antiinflamatoria. Segundo Volpert & Elstner (1996) os extratos de propolis podem
atuar como antiinflamatorios especialmente por serem carreadores de radicais livres, tal
como o superdxido produzido pela NADPH oxidase dos neutrdfilos ativados, evitando
ruptura abrupta e inundagdo do tecido afetado com espécies reativas (Korkina, 2007).

Outros estudos revelaram acdo especifica de compostos isolados desses produtos,
como o Artepilina C, na diminui¢do da sintese de histamina, prostaglandina e 6xido nitrico,
substancias estas relacionadas ao processo inflamatério (Paulino e col., 2008; Nagaoka e
col., 2003). A atividade antiinflamatoria também foi comprovada por outro composto
bastante citado na literatura, o éster fenetilico do 4cido cafeico (CAPE), que foi capaz de
inibir a expressao do fator de necrose tumoral (TNF), a produ¢do de interleucinas além de
inibir a expressdo do fator nuclear NF-kappaB (Song, 2008). O TNF- a ¢ um potente
ativador de neutrofilos e fagdcitos mononucleares; serve como fator de crescimento para
fibroblastos e angiogénese (Sherwood & Toliverkinsky, 2004); aumenta a permeabilidade
vascular; promove a liberacdo do fator nuclear-kB (NF-kB) no citosol, ao estimular a
degradagao da subunidade inibitoria IkB. O NF-kB regula a sintese de muitas proteinas que
funcionam em vias inflamatdrias, incluindo IL, INF-B, TNF-a e ciclooxigenases (COX)
(Alwani e col., 2006; Burian & Geisslinger, 2005; Kumar et el., 2005; Witkamp &
Monshouwer, 2000).

A formacgao de edema esta entre os sinais iniciais da inflama¢ao. O edema ¢ causado

pelo fluxo transvascular de fliido rico em proteinas do compartimento intravascular para
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dentro do intersticio, como resultado da ac¢do da liberacdo de mediadores quimicos como
histamina, bradicinina, 6xido nitrico, citocinas, prostaglandinas dentre outros. Estes fatores
alteram de forma marcante as fungdes de barreira dos pequenos vasos e aumentam a
permeabilidade de capilares e vénulas a dgua e proteinas (Sherwood & Toliver-Kinsky,
2004).

Para avaliar a atividade antiedematogénica dos extratos brutos das propolis EEPV e
EEG6, foi utilizado o modelo de Edema De Orelha Induzido Por Oleo De Créton. O 6leo
de créton induz uma dermatite sensivel a a¢do de antiinflamatorios de uso tdpico, mas
responde também a administragdo sist€émica de antiinflamatoérios esteroidais. (Tubaro,
1985; Segura, 1998).

Outro ensaio utilizado para a avaliacdo da atividade antiedematogénica foi o Edema
De Pata Induzido Por Carragenina. A carragenina ¢ um polissacarideo sulfatado, derivado
de algas marinhas usada como estimulo inflamatorio, para induzir artrites em modelos
animais com roedores (Winter e col., 1962).

Inicialmente, a atividade antiedematogénica dos extratos EEPV e EEG6 foi avaliada
no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de crdéton via tdpica. Os resultados
revelaram uma agdo positiva para EEPV, ocorrendo uma redu¢do do edema em 54,5%. O
EEG6 nao reduziu significativamente o edema (figura 16).

Esta acdo local pode ser proveniente do seqiiestro de radicais livres pelos compostos
presentes em EEPV, gerados por neutrofilos (primeiras células a serem ativadas pela
invasdo de patdgenos, sendo os primeiros a penetrarem na area inflamatdria), acionados
pela a¢do inflamatoria do 6leo de créton e que resultaria em uma atividade antiinflamatdria

final (Moreno e col.,, 2000). Como demonstrado anteriormente, essa propolis possui
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excelente atividade antioxidante (Alencar e col., 2007; Oldoni 2007), que poderia ser
responsavel pela atividade em questao.

Esse extrato pode ter apresentado também uma resposta antiiinflamatoria, semelhante
ao mecanismo de a¢do da dexametasona, utilizada como controle positivo. A dexametasona
¢ um glicocorticoide, que apds aplicagdo topica apresenta efeito antiflogistico, antialérgico,
antipruriginoso, antiproliferativo e antiedematoso. A administragdo topica deste farmaco
pode evitar ou suprimir a inflamag¢ao em resposta a multiplos eventos mecanicos, quimicos,
infecciosos e imunologicos. Os glicocorticdides atuam na redugdo da liberagdo de fatores
vasoativos (formagdo do edema) e quimiotaxicos (migragdo de células do processo
inflamatorio) e redug¢do do extravasamento de leocdcitos nas areas de lesdo (Chrousos,
1995).

Para comprovacdo de uma acgdo antiinflamatéria sistémica, foi realizado entdo um
novo ensaio utilizando o modelo de edema de pata induzido por carragenina. Para esse
modelo os mesmos extratos foram avaliados agora em 3 doses: 50, 100 e 200 mg/kg para
EEPV e 30, 60 e 90 mg/kg para EEG6. O tratamento prévio com o EEPV (200mg/kg )
reduziu o edema em 48, 55, 50 e 55% apods 2, 3, 4 ¢ 5 hs da injecdo subplantar de
carragenina, respectivamente, enquanto que o controle positivo indometacina (10 mg/kg ),
apresentou um pico de inibi¢cdo significativa do edema apenas a partir da quarta hora da
injecdo do agente flogistico (48 e 60%).

O EEG6 nao foi ativo neste modelo corroborando com o ensaio anterior (figura 17).

A injecdo subplantar de carragenina na pata traseira dos animais causa um edema
constituido por uma fase inicial rdpida e por uma fase tardia mais sustentada. A primeira

fase ¢ mediada pela liberacdo de histamina, serotonina e cininas, enquanto que a segunda
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fase ¢ relacionada a liberacdo de prostaglandinas (Winter, e col. 1962; Kale e col. 2007;
Morris, 2003; Ince e col., 2009).

A acgdo antiinflamatoria do EEPV observada nos dois modelos descritos acima, e
principalmente a comprovagao de sua acdo sistémica, pode estar relacionada a inibi¢ao do
processo inflamatdério em ambas as fases, mas o real mecanismo de agdo desse extrato ou
mesmo dos seus pincipios ativos s6 poderd ser confirmado através de ensaios mais
especificos.

Dados da literatura mostram que compostos como benzenonas e isoflavonoides, de
estruturas semelhantes aos compostos C1 e C2, isolados do EEPV, possuem atividade
antiinflamatoéria relacionada a inibicdo da expressdo da enzima ciclooxygenase-2 (COX-2)
(Kim e col., 2003; Venu, ¢ col., 2007; Hu, 2008; Masullo, 2008; Koeberle, e col., 2009).

Um dado muito importante e ja anteriormente citado no Capitulo 1, diz respeito ao
Garcinol, de estrutura quimica semelhante ao C1 (benzofenona prenilada) isolado do
EEPV. Além da atividade antiproliferativa, inducao de apoptose e fragmentacdo do DNA,
processos importantes na inibicdo do desenvolvimento tumoral, esse composto demonstrou
uma atividade de inibi¢do na expressdo da enzima COX-2 (Hong e col., 2006). A COX-2 ¢
uma das isoformas da enzima ciclooxigenase, que ¢ induzida nas células inflamatérias
quando estas sdo ativadas, além de ser responsavel pela producdo dos mediadores
prostanoides da inflamacdo (Vanegas & Schaible, 2001; Burian & Geisslinger, 2005;
Pacher e col., 2007).

A COX-2, segundo alguns autores, ainda esta relacionada com desenvolvimento de
neoplasias, visto que ocorre um aumento na expressao dessa enzima em tumores como

cancer de mama e célon (Rang, 2004; Pereira, 2009; Zumsteg e col., 2009).
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Awara ¢ col., (2004) avaliaram a a¢do anticancer do Celecoxib, um antiinflamatorio
(AINE) inibidor especifico da enzima cicloxigenase-2 (COX-2) no modelo de tumor so6lido
de Ehrlich na pata, o mesmo utilizado no presente trabalho. O tratamento dos animais com
essa droga inibiu o crescimento do tumor, além de promover a fragmentagdo do DNA das
células tumorais. O Celecoxib foi também administrado em outro grupo/tratamento
juntamente com a doxorrubicina (quimioterapico) potencializando sua agao.

Novos estudos direcionados a esse ponto devem ser realizados para comprovacao
direta da relagdo entre atividade anticancer e antiinflamatoria do EEPV tendo em comum a

inibi¢do da expressdo enzima cicloxigenase-2 (COX-2).
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7. 1 - Qlloera Poioa

As ulceras pépticas, classificadas em ulcera géstrica e ulcera duodenal, dependendo
da sua localizacdo, sao doengas que afetam um numero consideravel de pessoas no mundo
inteiro e alguns autores as consideram como novas "pestes" do século XXI (O'Malley,
2003; Snowden, 2008).

Por definicdo, as tlceras pépticas sdo lesdes profundas que ocorrem no epitélio
gastrointestinal. E uma patologia complexa e multifatorial, cuja etiologia esta relacionada
ao desequilibrio entre fatores agressores enddgenos (acido cloridrico e pepsina) e exdgenos
(estresse, alimentos, condimentos, fumo, alcool e antiinflamatorios nao-esteroidais (AINE)
e os defensores da mucosa gastrica (muco, bicarbonato, prostaglandinas, 6xido nitrico e
fluxo sanguineo), ocasionando irritacdo, ulceracdo da mucosa e sangramento (Wallace,
2001; Dembinski e col., 2004; Schubert, 2008). Geralmente, os estimulos lesivos sobre a
mucosa, responsaveis pela formagdo de tulceras pépticas, sdo acompanhados por danos
microvasculares locais, com conseqiiente isquemia, diminuicdo da distribuicdo de

nutrientes, formagao de radicais livres e necrose tecidual (Tarnawshi, 2005).
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1.2 - Wecanismas de Defsar do WMasosa Gstrioa

Os mecanismos de defesa da mucosa géstrica podem ser subdivididos em prote¢ao
preé-epitelial, epitelial e subepitelial sendo que funcionam em conjunto para prevenir as
lesdes (Flemstrom & Isenberg, 2001; Ham, 2008).

A protegdo preé-epitelial ¢ constituida pela barreira muco-bicarbonato. Acredita-se
que esta barreira forma a primeira linha de defesa da mucosa do estomago e duodeno contra
agentes nocivos como o HCI, a pepsina luminal e outros agentes lesivos (Mojzis e col.,
2000; Walace, 2001; Zhu, 2008; Shubert, 2008).

O muco gastroprotetor forma um fino revestimento sobre as células superficiais da
mucosa que protege as células subjacentes das for¢as mecanicas da digestdo. E constituido
por uma camada de glicoproteinas em forma de gel denominada mucina, insoluvel em
agua. Esta camada de muco aderida a mucosa gastrica protege o epitélio contra o acido
cloridrico, pepsina e outros agentes necrozantes como etanol, e antiinflamatérios nao-
esteroidais, além de participar na recuperacdo da injuria gastrica (Allen, 1993; Kutchai,
2000; Zhu, 2008).

O bicarbonato ¢ secretado juntamente pelas mesmas células superficiais do
estbmago e¢ duodeno em resposta a varios estimulos como prostaglandinas, peptideos
gastrointestinais € contato com o acido gastrico, permanecendo abaixo ou em contato com a
camada mucosa. Em condi¢des normais, o bicarbonato neutraliza os fons H™ , enquanto se
difunde através da camada de muco estabelecendo um gradiente de pH entre a luz e as
células epiteliais superficiais (Kutchai, 2000; Zhu, 2008).

A protegado epitelial ¢ dada pelas propriedades intrinsecas das células epiteliais que

apresentam morfologia e constituicdo bioquimica necessarias para limitar a difusdao e
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permeabilidade intracelulares. Esta prote¢do pode ser ativada por alguns mecanismos que
preservam as células existentes ou regeneram o tecido lesionado (Szabo, 1991).

*  Hidrofobicidade da mucosa gastrica e jun¢oes intercelulares: As junc¢des fechadas
e outras barreiras intercelulares controlam a passagem de agentes lesivos do limem para a
mucosa gastrica, para espacgos intersticiais e submucosos. Agentes que conseguem
atravessar estas jungdes ainda sdo restritos pela membrana celular das células gastricas, que
sdo compostas por elevada concentragdo de fosfolipidios, restringindo a difusdo de
moléculas hidrofilicas, como o ion H+ (Szabo, 1991; Flemstrom & Isenberg, 2001).

*»  Divisdo e migracao celular: Quando as barreiras gastricas sdo destruidas e ocorre a
morte celular, as células necréticas podem ser repostas pela migragdo das células epiteliais
sobreviventes nas bordas da lesdo ou pela divisdo das células do colo glandular que migram
até o lumem e diferenciam-se em células epiteliais superficiais (Szabo, 1991). O fator de
crescimento epidermal acelera a cicatrizagdo das ulceras tanto por estimular a proliferacdo e
a migragao celular, modular o fluxo sanguineo, assim como por inibir a secre¢do de acido e
pepsinas (Orsini, 1993; Konturek e col.,1984).

s Sistema Antioxidante: As espécies reativas do oxigénio (ERO) sdo geradas
constantemente nas células durante alguns processos, como na cadeia transportadora de
elétrons (na fosforilacdo mitocondrial), durante o metabolismo de xenobidticos e durante a
resposta inflamatéria. As ERO, como o anion superoxido (Oy’), o radical hidroxil (HO") e o
peroxido de hidrogénio (H,O,) s3o moléculas altamente reativas que interagem
indiscriminadamente com macromoléculas essenciais, como o DNA, as proteinas e
lipideos. Assim, defesas celulares antioxidantes sdo necessarias para manter a homeostase

celular (Cnubben e col., 2001).
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A Protecdo Sub-epitelial envolve alguns fatores que garantem os processos de defesa
da protecao pré-epitelial:
¢ Microcirculacao gastrica: O fluxo sangiliineo protege a mucosa por assegurar a
chegada de uma quantidade 6tima de oxigénio, nutrientes e bicarbonato. Quando o acido
gastrico ou outro agente irritante invade o compartimento subepitelial, neur6nios sensoriais
aferentes sdo capazes de disparar um rapido aumento no fluxo sangiliineo da mucosa que
permite o tamponamento do acido e uma rapida remocao de substancias toxicas, limitando,
desta forma, sua penetracdo em camadas mais profundas da mucosa (Wallace & Granger,
1996).
s Tonus muscular: A modulacdo farmacologica do esvaziamento gastrico, da
motilidade duodenal e da mistura 4cido-base representa mecanismos de defesa gastrica. Os
vasos sanguineos gastricos atravessam a muscularis mucosae tanto perpendicularmente
quanto obliquamente. Assim, a contragdo do musculo liso da parede géstrica comprime 0s
pequenos vasos, favorecendo a lesdo endotelial e o desenvolvimento de congestdo e estase
local por drogas como o etanol (Szabo, 1991).
%  Resposta inflamatéria aguda: Quando os niveis superficiais da defesa da mucosa
falham ou sdo inundados por uma lesdo luminal, o proximo nivel de defesa da mucosa ¢ a
resposta inflamatoria aguda. Os neutrdfilos migram da circulagio para o local da lesdo para
facilitar o reparo e reduzir a entrada de microorganismos na circulagdo sistémica (Wallace,

2001).
1.8 - Regutucio du Deorecio Gistrica

O 4cido gastrico produzido no estomago facilita a digestdo de proteinas, a absorcao

de ferro, célcio, vitamina B12, e previne o crescimento bacteriano e a infec¢do entérica.
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Entretanto, quando os niveis de 4cido e pepsina se sobrepdem aos mecanismos de defesa da
mucosa, ha a formagao de lceras. Para prevenir estas lesdes, a secrecdo acida gastrica pode
ser precisamente regulada por mecanismos centrais e periféricos (Wallace, 2001, Schubert,
2004; Wallace, 2008).

A regulagdo central consiste na estimulagdo vagal pelo sistema nervoso central e
consequente liberacdo pos-ganglionar de neurotransmissores no epitélio gastrico. A
inervacao do estobmago compreende fibras extrinsecas e intrinsecas, sendo que a extrinseca
¢ constituida por ramos autondmicos, através de fibras parassimpaticas de origem vagal e
terminam no plexo mientérico da parede do estomago. A grande maioria das fibras
nervosas gastricas estende-se pelo estdmago pela via do nervo vago. A inervacao intrinseca
compreende neurdnios intrinsecos que formam o submuco, plexo mientérico e ganglio
seroso (Ekbland, e col., 2000).

Os mecanismos periféricos da secrecdo gastrica envolvem os seguintes principais
mediadores:
¢ Gastrina: A gastrina ¢ produzida pela célula G antral, sendo o principal hormdnio
estimulante da secrec¢do acida durante a ingestdo de alimento. Esse hormonio ¢ secretado na
circulagdo sanguinea principalmente na fase cefilica da secre¢do, estimulada pela
acetilcolina liberada pelo nervo vago, pela presenca de peptideos, aminoacidos e calcio no
suco gastrico; pela distencdo gastrica, por catecolaminas e bombesina. As células G da
mucosa antral secretam a gastrina, que atua em receptores do tipo CCK2 e que juntamente
com a acetilcolina, promove a liberagdo de histamina pelas células enterocromoafins
(ECL). Além disso, a gastrina pode interagir com os receptores CCK2 na célula parietal e

estimular diretamente a producao de 4cido. (Schubert, 2004)
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+  Histamina: No estdbmago, a histamina é estocada em maior quantidade nas células
ECL localizadas na terceira por¢do inferior da glandula oxintica (Prinz e col., 2003). E
armazenada em vesiculas secretoras, sendo liberada apds estimulagdo por gastrina, pelo
fator de transformacao do crescimento-alfa (TGF-a ), pelo peptideo intestinal vasoativo, e
pelo peptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria (PACAP) (Zhao e col., 2003; Zhao e
col., 2004). A histamina liberada se difunde para as células parietais vizinhas e estimula a
secrecdao de acido pela ligagdo com os receptores H-2 expressos na superficie da célula
parietal (Prinz e col., 2003; Schubert, 2004).

% Acetilcolina: A acetilcolina (ACh), liberada dos neurdnios pos-ganglionares do
sistema nervoso entérico, estimula diretamente a secre¢ao de acido através da ativagdo dos
receptores M-3 nas células parietais. Hirschowitz (1983) demonstrou que receptores do tipo
M1 presentes nas células do tipo enterocromafins (ECL), quando bloqueados por
antagonista especifico M1, inibem a liberacdo de histamina, reduzindo a secre¢do acida
gastrica.

< Prostaglandinas: As prostaglandinas (PGs) inibem a secre¢do de acido por agdo
direta na célula parietal ou indiretamente pela inibicdo da liberacdo de gastrina. Nas células
parietais, as PGs modulam a secre¢do acida por inibir o aumento de AMPc induzido por
histamina (Atay e col., 2000; Schubert, 2008).

Atualmente, sabe-se que o uso cronico de medicamentos que inibem a produgdo de
prostaglandinas, como os antinflamatorios ndo esteroidais (AINES), causa danos a mucosa
gastrica, constituindo um fator de risco para eventos adversos como ulceragdo, sangramento
e perfuracdo gastrica (Whittle, 2004; Newton, 2005, Wallace, 2008).

A utilizagdo de medicamentos como anticoagulantes, antiinflamatorios esteroidais,

também contribuem com a formagdo de ulceras (Jones & Hawkey, 2001). Novos
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antiinflamatérios vém sendo desenvolvidos a fim de amenizar tais efeitos. S3o os
antiinflamatoérios inibidores da Cicloxigenase -2 (COX-2), sdo mais seletivos, mantém a
mesma atividade, preservando a mucosa gastrica (Lakatos, 2008). Nao s6 o uso de
medicamentos, mas também, a idade é um dos principais fatores para o aumento da
prevaléncia e patogénese da ulcera péptica, principalmente no estdmago, devido a perda
gradual de mecanismos de protecdo e reparo da mucosa, envolvendo diminui¢do do
conteudo de prostaglandinas (Jones & Hawkey, 2001; Newton, 2005)

<> Oxido Nitrico: O 6xido nitrico ¢ sintetizado por uma reagdo enzimatica entre
oxigénio molecular e a L-argenina. Desempenha papel fundamental nos sistemas
cardiovascular e nervoso central bem como no sistema de defesa do organismo (Tatemichi
e col., 2003; Bryan e col., 2009). No trato digestivo atua sobre a secre¢ao de muco, fluxo
sangiiineo, secrecdo de bicarbonato, bem como sobre a resisténcia da mucosa a agressores
(Bighetti e col., 2002). O seu efeito citoprotetor se dd por promover vasodilatacdo e
consequentemente um aumento do fluxo sangiiineo na mucosa gastrica, acelerando a
retirada dos fons H' e aumentando o aporte de nutrientes para a mesma (Laine e col., 2008;

Qui e col., 2003).

1A - Produtos de Origem Natural e Hividade Fptivloersgénioa

Nos ultimos anos, as lesdes gastrointestinais vém tornando-se um dos principais focos
de investigacoes experimentais e clinicas, adquirindo énfase comercial para
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Whittle, 2004). A maioria das drogas
usadas no tratamento de enfermidades gastrointestinais neutraliza a secre¢cdo acida como os
antiacidos, bloqueadores dos receptores H2 de histamina, como a ranitidina, cimetidina,

famotidina, anticolinérgicos como o pirenzepina, telezepina, bloqueadores de bomba de
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prétons como o omeprazol, lanzoprazol, etc. com interferéncia do acido acético (Rao e col.,
2004).

Os produtos naturais, principalmente oriundos de plantas foram e continuam sendo de
grande relevancia na area farmacéutica, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas
isoladas como protdtipos para a obtengdo de farmacos, ou de adjuvantes, ou ainda, de
medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais: os medicamentos
fitoterapicos. No segmento industrial, ¢ nitido o ressurgimento do interesse em produtos
naturais como fonte de modelos para firmacos € como matéria-prima para desenvolvimento
de fitoterapicos (Schenkel e col. 2001).

Com relagdo aos farmacos de origem natural com agdo citoprotetora destaca-se a
carbenoxolona sddica, obtida das raizes do alcaguz (Glycyrrhiza glabra), a qual ja ¢
comercializada possuindo como mecanismo de acdo um aumento dos niveis de
prostaglandina na mucosa gastrica 0 que consequentemente promove um aumento na
producdo de muco e bicarbonato garantindo uma melhor protecdo contra o acido cloridrico
e a pepsina (Lewis & Hanson, 1991; Asl, 2008).

A atividade citoprotetora desses produtos geralmente ¢ dada pela acdo de flavondides,
metabolitos secundérios de plantas, amplamente encontrado em uma dieta rica em vegetais.
O consumo desses alimentos promove uma gastroprotecdo local, inibindo a secrecdo
gastrica, além de atuarem como agentes antioxidantes (Mota e col., 2009).

Viérios estudos tém demonstrado que diferentes variedades de propolis possuem
participagdo na citoprotecdo gastrica. Cardinale e col., (2003) mostrou em estudos
realizados com propolis, propriedades de regeneragdo tecidual como cicatrizacdo de
ulceras, feridas e hepatoprotecdo, atividades estas possivelmente relacionadas com a agdo

antioxidante da propolis, uma vez que quando os radicais livres sdo produzidos, dificultam
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ou mesmo impedem que ocorra a regeneragao das células no local. A remog¢do dos mesmos
pelos flavondides da propolis permitiria que o érgao ou tecido doente pudesse se regenerar
normalmente.

Barros (2008) realizou diferentes ensaios com uma propolis verde brasileira,
comprovando sua acgdo sobre a prote¢do gastrica. Esse produto demonstrou, em modelos de
ulcera induzida por etanol, AINE e stress, diminuicao significativa no numero de lesdes,
bem como redugdo do volume de secrecdo gastrica, aumento do pH e reducdo da acidez
estomacal, em modelos de ligadura do piloro.

Esses mesmos modelos foram utilizados para avaliar a atividade antiulcerogénica

das duas novas variedades de prépolis: G6 e Vermelha.
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2 - SWaterial e Medodos

2. 1 ~ Shividade Hhinloergénica indugida por ‘Clanal

Apbs um periodo de 24 horas em jejum, com acesso livre a agua, ratos (Rattus
norvegicus) da linhagem Wistar, foram separados em 8 grupos (n=5) onde cada grupo
recebeu, por via oral, o tratamento correspondente, ou seja, NaCl 0,9% (10 ml/kg ) como
controle negativo, carbenoxolona (200 mg/kg ), como controle positivo ¢ os EEPV ¢ EEG®6,
nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg e 50, 100 e 150 mg/kg respectivamente. Apos 30
minutos da ultima administragdo, foi realizada a administragdo oral de Iml de etanol
absoluto, de acordo com a metodologia descrita por Robert, (1979). Os animais foram
sacrificados uma hora depois, por deslocamento cervical. Os estdmagos foram retirados,
abertos ao longo da maior curvatura e lavados em NaCl 0,9% para posterior contagem e
avaliacdo das lesdes ulcerativas. O indice de lesdes ulcerativas (ILU) foi calculado por
meio da somatoria dos parametros, de acordo com a pontuacdo sugerida por Gamberini ¢
col., 1991 (Tabela 7).

Tabela 7: Parametros observados para calculo do ILU.

PARAMETROS PONTUACAO

Perda de pregas da mucosa 1 ponto

Descoloracao da mucosa 1 ponto

Edema 1 ponto

Hemorragias 1 ponto

Petéquias até 10 petéquias | 2 pontos

+ de 10 petéquias | 3 pontos

Ulceras até 1 milimetro "n x 2 pontos
Ulceras maiores que um milimetro | 'n x 3 pontos
Ulceras perfuradas "n x 4 pontos

*n refere-se ao nimero de lesdes observadas.
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Para a determinagdo da porcentagem de inibi¢do do indice de lesdes ulcerativas
apresentados pelos grupos tratados em relacdo ao grupo controle, foi utilizada a seguinte

formula: (Média controle — Média (ratado) / Média controte (X 100)

2.2 - Shividade Sntudeerogénion: Triagem do Mecanismo do Citoproteoio

Para avaliagao do mecanismo de acao foram calculadas as doses efetivas de ambos os
extratos das propolis, a partir do modelo de ulcera induzida por etanol: 50 mg/kg (EEG6) e
70 mg/kg (EEPV).

Primeiramente foram avaliados os mecanismos de citoprotegdo gastrica que envolve
a participacao de substancias sulfidrilica, de prostaglandinas e 6xido nitrico.

1 - Estudo da Participacdo das Substincias Sulfidrilicas ndo Proteicas na
Citoprotegdo Gdstrica

Foram utilizados ratos Wistar machos, em jejum por um periodo de 24 horas com
livre acesso a dgua. Os animais foram divididos em 6 grupos (n=5). Trés grupos foram
tratados previamente, via subcutanea, com N-etilmaleimida (alquilante de funcao sulfidrila)
na dose de 10 mg/kg e trés grupos nao foram tratados.

Apo6s 30 minutos cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento:
dois grupos (tratados e nao tratados com N-etilmaleimida) receberam solu¢ao de NaCl
0,9% na dose de 10 ml’/kg como controle negativo; outros dois grupos (tratados e nao
tratados com N-etilmaleimida) receberam o EEG6 na dose de 50 mg/Kg e os ultimos dois
grupos (tratados e nao tratados com N-etilmaleimida) receberam o EEPV na dose de 70

mg/Kg . Apos 30 minutos, foi repetido o procedimento do item 2.1.

90



2 - Estudo da Participacdo de Prostaglandinas na Citoprotecdo Gdstrica

Foram utilizados ratos Wistar machos, em jejum por um periodo de 24 horas com
livre acesso a agua. Os animais foram divididos em seis grupos de 5 animais. Trés grupos
foram tratados previamente por via intraperitonial com indometacina na dose de 5 mg/Kg ¢
trés grupos ndo foram tratados.

Apo6s 30 minutos cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento:
dois grupos (tratados e ndo tratados com indometacina) receberam solugdo de NaCl 0,9%
na dose de 10 ml/kg como controle negativo; outros dois grupos (tratados ¢ nao tratados
com indometacina) receberam o EEG6 na dose de 50 mg/Kg e os ultimos dois grupos
(tratados e ndo tratados com indometacina) receberam o EEPV na dose de 70mg/Kg . Apos
30 minutos, foi repetido o procedimento do item 2.1.

3 - Estudo da Participacio do Oxido Nitrico na Citoprotecio Gdstrica

Foram utilizados ratos Wistar machos, em jejum por um periodo de 24 horas com
livre acesso a dgua. Os animais foram divididos em seis grupos de 5 animais. Trés grupos
foram tratados previamente com uma solu¢do aquosa de L-Name (inibidor da NO sintase),
via endovenosa na dose de 5 mg/Kg .

Ap6s 30 minutos cada grupo de animais recebeu por via oral, o respectivo tratamento:
dois grupos (tratados e nao tratados com L-Name) receberam solucdo de NaCl 0,9% na
dose de 10 ml/kg como controle negativo; outros dois grupos (tratados e ndo tratados com
L-Name) receberam o EEG6 na dose de 50 mg/Kg e os ultimos dois grupos (tratados e nao
tratados com L-Name) receberam EEPV na dose de 70 mg/Kg . Apés 30 minutos, foi

repetido o procedimento do item 2.1.
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2.3 - hividade Sntiseeretiria do ‘G o G 6

Foi realizado um ensaio inicial de Ligadura de Piloro para verificar a acdo
antisecretdria dos extratos das propolis avaliadas. Esse ensaio foi realizado segundo método
desenvolvido por Shay e col. (1945).

Foram utilizados ratos Wistar machos em jejum por um periodo de 24 horas com
livre acesso a agua. Os animais foram divididos em 4 grupos (n=5), anestesiados pela
administracdo de pentobarbital sodico 3% para realizacdo de tricotomia, incisdo abdominal
e a ligadura do piloro com linha cirurgica de algodao.

Logo apos a ligadura, cada grupo de animais recebeu por via intraduodenal, o
tratamento correspondente: o primeiro grupo recebeu solugdo de NaCl 0,9% na dose de 2,5
ml/kg como controle negativo, o segundo grupo recebeu solucao aquosa de cimetidina, na
dose de 100 mg/kg , como controle positivo e os dois tltimos grupos receberam o EEG6 e
EEPV nas doses de 50 e 70 mg/kg respectivamente diluidos em solucdo de NaCl 0,9%. O
abdomen foi entdo suturado e, apds 4 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, o abdomen foi aberto € o estdmago retirado para determinagdo do
volume do contetido estomacal, pH e a concentragdo de ions H (mEq/L/4h ), através de
titulagao com solucao de NaOH 0,05N, utilizando-se solugdo de fenolftaleina (1%) como
indicador. A concentracio de Acido Total em mEq/L/4h foi calculada utilizando-se a
seguinte equacao:

[total de dcido]= fator 1,825 x Vol.de NaOH(ml) / Vol. gastrico (ml)
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24 - Shividude anti-seoretovia dos extratos atandlicss (‘S EOCY) o
(@%@mmmmwdm@cyﬂm@,

Os experimentos foram realizados em trés dias diferentes sendo que em cada dia foi
utilizado um estimulo diferente (B ou H ou P), mas a metodologia ¢ a mesma e por isso
sera descrita de uma forma geral.

Apo6s a ligadura, segundo item 2.3, cada grupo recebeu os seguintes tratamentos
NacCl 0,9% (controle negativo), NaCl 0,9% + B /H/ P, EEPV (70 mg/kg ), EEPV + B /H/ P,
EEG6 (50 mg/kg ), EEG6 + B /H/ P, dependendo do experimento. Os secretagogos
betanecol (B), pentagastrina (P) e histamina (H) foram administrados em diferentes
experimentos, 1 hora apos a cirurgia. O Betanecol foi administrado via intraperitoneal na
dose de 2,5 mg/kg , a Pentagastrina via subcutanea na dose de 0,5 mg/kg e a histamina via
subcutanea na dose de 25 mg/kg .

Apds o tratamento, o procedimento foi realizado como descrito no item 2.3.
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3 - Resubbaddss

No modelo de tlcera induzida por etanol, tanto o EEPV quanto o EEG6

apresentaram atividade antiulcerogénica significativa e dose-dependente. O EEPV

administrada oralmente nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg apresentou porcentagens de

inibi¢do do ILU (indice de lesdes ulcerativas) de 57, 74 e 92% respectivamente enquanto o

EEG6 administrada nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg apresentou porcentagens de inibi¢ao

do ILU de 89, 91 e 94% respectivamente. A carbenoxolona (200 mg/kg), controle positivo,

apresentou porcentagens de inibi¢do do ILU de 92% (Tabela 8 e figura 18).

Tabela 8: Determinagao do indice de lesdes ulcerativas.

Tratamento | Dose (mg/Kg ) ILU (média+dp) Inibigdo do ILU %
NaCl0,9% |  ------—--- 90,7+29,8 | = -
CBX 200 6,8 +3,34* 92

EEPV 100 38,8+ 15,4* 57

EEPV 200 23.8+9,8 74

EEPV 300 8,2 £3,74* 92

EEG6 50 10,0 + 5,14* 89

EEG6 100 8,2 £2,86% 91

EEG6 150 5,75 +0,5*% 94

* p<0,001, em relag¢do ao grupo NaCl 0,9% (ANOVA).
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8.2 - Hhvidade Hntindeerogénioa: riagem ds Mecanismo do Citeprotesio.

1 - Estudo da Participacdo das Substincias Sulfidrilicas ndo Proteicas na
Citoprotegdo Gdstrica

No modelo de tlcera induzida por etanol absoluto, com administragdo prévia de N-
etilmaleimida (NEM) as porcentagens de inibigao do ILU dos extratos EEG6 (50 mg/kg ) e
EEPV (70 mg/kg ) foram respectivamente 91,3 e 94,3%, enquanto o grupo sem o
tratamento prévio a reducao foi de 89,8 e 63,8% (tabela 9).

Tabela 9: Determinagao do indice de lesdes ulcerativas na avaliacao da participacao

das substancias sulfidrilicas na citoprote¢ao gastrica.

Tratamento Dose (mg/Kg ) | ILU (médiatdp) Inibicdo do ILU %
NaCl0,9% | - 85+18,7 | = e
NaCl0.9% +NEM | = - 1155+132 | ===
EEPV 70 31 £24,5*% 63,8

EEPV + NEM 70 6,2+3,1* 94,6

EEG6 50 8,75 £2,8% 89,8

EEG6 + NEM 50 10 £ 1,85% 91,3

* p<0,001, em relacdo ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9%+NEM. (ANOVA).

2 - Estudo da Participacdo de Prostaglandinas na Citoprotecdo Gdstrica

No modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, com administragdo prévia de
indometacina (5 mg/Kg , ip), as porcentagens de inibi¢do do ILU dos extratos EEG6 (50
mg/kg ) e EEPV (70 mg/kg ) foram respectivamente 83,4 e 76,7%, enquanto o grupo sem o

tratamento prévio a reducdo foi de 89,4 e 50% (tabela 10).
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Tabela 10: Determinagao do indice de lesdes ulcerativas na avaliagdo da participacao

das prostaglandinas na citoprotecdo gastrica.

Tratamento Dose (mg/Kg ) ILU (médiatdp) | Inibicdo do ILU %
NaCl0,9% | = e 82+20,1 | e
NaCl 0,9%+INDO | = - 1046 +182 | = --m-mememmee-
EEPV 70 41,4 +24,7* 50

EEPV + INDO 70 24,4 £9,5*% 76,7

EEG6 50 8,75 +4,42* 89,4

EEG6 + INDO 50 17,4 +13,1* 83,4

* p<0,001, em relacdo ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9% ~+Indo. (ANOVA).

3 - Estudo da Participacdo do Oxido Nitrico na Citoprotecdo Gdstrica.

No modelo de tulcera induzida por etanol absoluto, com administragdo prévia de L-
NAME (5 mg/Kg ), as porcentagens de inibicdo do ILU extratos EEG6 (50 mg/kg ) e
EEPV (70 mg/kg ) foram respectivamente 90,3% (50 mg/kg ) e 60,3% (70 mg/kg ),
enquanto o grupo sem o tratamento prévio a redugao foi de 90,6 e 66,1% (Tabela 11).

Tabela 11: Determinagao do indice de lesdes ulcerativas na avaliagdo da participacao

do 6xido nitrico na citoprotegdo gastrica.

Tratamento Dose (mg/Kg ) ILU (médiaxdp) | Inibicdo do ILU %
NaCl09% | e 59+£98 | mmmmmmeeee-
NaCl0,9% + L-NAME | = - 90,8 £ 158 | = -mmmmmmemeeee-
EEPV 70 20+ 10,1* 66,1

EEPV + L-NAME 70 36,2 + 6,94* 60,3

EEG6 50 7,0+ 11,6* 90,6

EEG6 + L-NAME 50 174+5,1% 90,3

* p<0,001, em relagdo ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9% +L-NAME. (ANOVA).

Os valores de ILU, ndo foram alterados significativamente para nenhum dos
mecanismos avaliados sugerindo entdo, uma outra via de agdo desses extratos, como a

inibi¢do da secrecdo gastrica.

8.8 - Sividade Sntiseeretoria do P e BEE6

No modelo de ligadura do piloro, ambos os extratos brutos EEG6 e EEPV,

administradas por via intraduodenal, nas doses de 50 mg/Kg ¢ 70 mg/kg , reduziram o
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volume da secrecdo gastrica em 37,7 e 33% respectivamente enquanto que a cimetidina

(100 mg/Kg ) utilizada como controle positivo, reduziu em 39,7% o volume da secre¢do

gastrica.

A concentracdo de fons H' também foi reduzida pela administracdo de ambos os

extratos: 44,8% para EEG6 e 60,3% para EEPV. A cimetidina (100 mg/Kg) reduziu a

concentracdo de fons H" em 78,4%. Os resultados, expressos como média + desvio padrio

; q- ~ , . ~ , + ~
da média do volume da secregdo gastrica e da concentragdo de ions H * estdo apresentados

na Tabela 12.

Tabela 12: Efeito da administra¢do intraduodenal de EEPV ¢ EEG6 em modelo de

ligadura do piloro em ratos.

Tratamento Dose(mg/Kg ) | Volume (ml) H'(mEq/L)
NaCl0,9% | - 45+1,67 58,7+ 30,6
Cimetidina 100 2,71 £1,22* 9,3+ 6,4*

EEPV 70 3,0+0,55% 233+ 12,1%
EEG6 50 2,8+0,61* 32,4 +14.2%*

* p<0,001, em relag@o ao grupo NaCl 0,9% (ANOVA).
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SA - Shividade anti-seoretivia das extrates etandlioss ((GEPCY o
(@%@mmmmwdm@cyﬂm@,

Betanecol: Quando comparados com o grupo NaCl 0,9%, os grupos tratados com
EEPV (70 mg/kg ), e EEG6 (50 mg/kg ), reduziram significativamente o volume da
secrecio gastrica em 42% e 61%, e a concentragio de fons H' em 54% e 69%,
respectivamente. Ja quando comparados os grupos NaCl 0,9% + B com os grupos EEPV +
B e EEG6 +B, somente o EEPV foi capaz de reduzir significativamente em 37% o volume
e em 43,1% a concentragdo de fons H' * Os resultados, expressos como média = erro da
média do volume da secregdo gastrica e da concentragio de fons H', estdo demonstrados na
tabela 13.
Tabela 13: Efeito da administracdo intraduodenal de EEPV ¢ EEG6: em modelo de

ligadura do piloro em ratos tratados previamente com Betanecol.

Tratamento Dose (mg/Kg ) | Volume ( ml) H'(mEq/L)
NaCl0,9% |  -—-mmemem- 5,7+0,53 39+ 6
NaCl0,9% + B 8,0+0,81 57+8,7
EEPV 70 3,3 +0,2* 18 £3,7*
EEPV+B 70 5,0+0,5* 32,4 +2.8*
EEG6 50 2,21 +0,09%* 12 +1,9*%
EEG6+ B 50 7,7+0,62 52+6,7

* p<0,001, em relacdo ao grupo NaCl 0,9% NaCl 0,9%+B. (ANOVA).

Pentagastrina: Quando comparados com o grupo NaCl 0,9%, os grupos tratados
com EEPV (70 mg/kg ), e EEG6 (50 mg/kg ), reduziram significativamente o volume da
secre¢do gastrica em aproximadamente 42% e 37%, e a concentracdo de ions H' em 60% e
51%, respectivamente. J4 quando comparados os grupos NaCl 0,9% + P com os grupos

EEPV + P e EEG6 +P, a reducdo foi de 55% e 51% para o volume e 47% e 66% para

98



concentracdo de fons H' - Os resultados, expressos como média + erro da média do volume
da secregdo gastrica e da concentragdo de fons H', estdo demonstrados na tabela 14.
Tabela 14: Efeito da administragdo intraduodenal de EEPV ¢ EEG6: em modelo de

ligadura do piloro em ratos tratados previamente com Pentagastrina.

Tratamento Dose (mg/Kg ) | Volume (ml) H' (mEq/L)
NaCl0,9% | = - 4.83 +0,79 51479
NaCl10,9% + P 9,58 £ 1* 91,6 +4,85*
EEPV 70 2,8 £0,25%* 20 £ 48%*
EEPV+ P 70 43+03* 48 + 6*
EEG6 50 3 +0,20* 25 £3%*
EEG6+ P 50 4,7+ 1,05% 31 +8,8*

* p<0,001, em relacdo ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9%+P. (ANOVA).

Histamina: Quando comparados com o grupo NaCl 0,9%, os grupos tratados com
EEPV (70 mg/kg ), e EEG6 (50 mg/kg ), reduziram significativamente o volume da
secregdo gastrica em 51 e 40%, e a concentragio de ions H' em 66 e 59%, respectivamente.
Ja quando comparados os grupos NaCl 0,9% + H com os grupos EEPV + H ¢ EEG6 +H, a
reducgdo foi de 53 e 52% para o volume e 47 e 31% para concentragdo de ions H - Os
resultados, expressos como média + erro da média do volume da secrecdo gastrica e da
concentragio de fons H', estdo demonstrados na Tabela 14.

Tabela 14: Efeito da administracdo intraduodenal de EEPV ¢ EEG6: em modelo de

ligadura do piloro em ratos tratados previamente com Histamina

Tratamento Dose (mg/Kg ) | Volume (ml) | H'(mEq/L)
NaCl0,9% |  -------—-- 4,7+0,16 14,7 £ 0,97
NaCl 0,9% + H 6,5 £0,64* 32,0 +£4,7*
EEPV 70 2,3 £0,23* 5,0+ 1,12%
EEPV+H 70 3+0,18* 17,0 +1,87*
EEG6 50 2,8+0,11* 6,2 £ 1,42%
EEG6+H 50 3,1 £0,17* | 22,7+232*

* p<0,001, em relagdo ao grupo NaCl 0,9% e NaCl 0,9% + H. (ANOVA).




A - Dideussivo

A ocorréncia de gastrite e tlcera péptica ¢ muito freqiiente na populagdo humana e
apesar dos avancos na terapéutica, atualmente sua incidéncia estd entre 3-10% da
populagdo. Estresse, fumo, deficiéncia nutricional, 4lcool e a ingestdo de antiinflamatorios
ndo-esteroidais (AINE) contribuem para o aumento da doenca, incluindo a presenga de
Helicobacter pylori (Barros, 2007).

As drogas antiulcerogénicas basicamente atuam por estimulo dos fatores
citoprotetores ou por diminui¢do da secrecdo acida estomacal (Bighetti e col., 2005). Varios
estudos tém demonstrado que diferentes variedades de propolis possuem participacdo na
cicatrizacdo de ulceras através da citoprotecdo gastrica e regeneracdo tecidual, bem como
através da diminuicdo da acidez estomacal, atividades estas possivelmente relacionadas
com a a¢do antioxidante das propolis (Havsteen, 2002; Barros, 2007; Barros 2008).

Sendo assim, os extratos EEPV e EEG6 foram avaliados quanto a capacidade de
inibir a formacao de ulceras, através desses dois mecanismos.

No modelo experimental de ulcera induzida por etanol, mesmo utilizando doses
consideradas baixas, tanto EEPV quanto EEG6 apresentaram porcentagens de inibi¢do
bastante significativas. O etanol é considerado um agente irritante da mucosa géstrica que
promove a deplecdo de radicais sufidrilicas ndo protéicos (glutationa), encontrados em
grande quantidade no estdmago com destacado papel na citoprotecdo neutralizando os
radicais livres (Oliveira e col., 2004).

O EEPV, administrado nas doses de 100 mg/kg , 200 mg/kg e 300 mg/kg inibiu o

ILU em 57, 74 e 92%, respectivamente. O EEG6 nas doses de 50 mg/kg , 100 mg/kg e 150
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mg/kg inibiu o ILU em 89, 91 e 94% enquanto que o controle positivo (carbenoxolona) na
dose de 200 mg/kg inibiu em 92% (tabela 8).

A carbenoxolona sodica, utilizada como controle positivo, possui como mecanismo
de ag¢do um aumento dos niveis de prostaglandina na mucosa gastrica o que
consequéntemente promove um aumento na producdo de muco e bicarbonato garantindo
uma melhor prote¢ao contra o acido cloridrico e a pepsina (Lewis and Hanson, 1991; Asl,
2008).

Os resultados apresentados pela administracdo oral dos extratos das propolis
sugeriram uma capacidade desses produtos, em estimular os fatores citoprotetores da
mucosa gastrica, uma vez que protegeram o estdmago contra a a¢do do etanol como faria a
glutationa.

O fato dos extratos serem ricos em flavonodides reforga essa afirmagdo. Principios
ativos originarios de plantas como alguns flavonodides, presentes também em uma grande
variedade de propolis revelaram agdo antiulcerogénica a partir de propriedades de
regeneragado tecidual como cicatrizacdo de ulceras e feridas (Batista e col., 2003).

Para confirmagdo de que esses extratos estariam envolvidos no mecanismo de
citoprote¢do gastrica, o EEPV (70mg/kg) e EEG6 (50mg/kg) foram avaliados quanto a
participacdo de substancias envolvidas nesse processo.

O primeiro mecanismo avaliado foi a participacdo dos grupos sulfidrilas nao
proteicos encontrados em quantidades elevadas na mucosa gastrica. A participagdo de
substancias sulfidrilicas ndo-proteicas (glutationa reduzida) na citoprotecdo gastrica estd
relacionada com a atividade antioxidante que impede a acdo de radicais livres toxicos sob a

mucosa e diminui a permeabilidade vascular (Szabo, 1981; Popovic, 2009).
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Nesse modelo experimental metade dos grupos dos animais foram previamente
tratados com agente alquilante das substincias sulfidrilicas ndo proteicas, a N-
etilmaleimida (NEM), e a outra metade ndo. Esta substancia ocasiona a inativagdo das
substancias sulfidrilicas nao proteicas e conseqiientes perdas da capacidade antioxidante
(Takeuchi e col., 1989; Arrieta, 2003).

Ambos os grupos tratados e ndo tratados com NEM separados em novos grupos,
receberam EEPV ou EEG6, nas doses de 70 e 50 mg/kg respectivamente. Os resultados
mostraram que os extratos mantiveram sua atividade, sugerindo que este grupo de
substancias ndo esta envolvido na agdo antiulcerogénica observada (tabela 9).

A segunda hipotese avaliada foi a interferéncia das Prostaglandinas, que possuem um
papel vital de protegdo através da estimulagdo da secrecdo de bicarbonato e muco,
manuten¢do do fluxo sangiiineo da mucosa e regulagdo da renovagdo e proteg¢ao das células
da mucosa (Batista e col., 2004, Schubert, 2008).

Nesse modelo experimental metade dos grupos dos animais foram previamente
tratados com Indometacina (AINE), que inibe a enzima ciclooxigenase envolvida na sintese
de prostaglandina, e a outra metade ndo. Ambos os grupos, tratados e ndo tratados com
indometacina, separados em novos grupos, receberam EEPV ou EEG6, nas doses de 70 e
50 mg/kg respectivamente. Os resultados mostraram também que os extratos mantiveram
sua atividade, sugerindo que este grupo de substincias ndo estd envolvido na acdo
antiulcerogénica observada (tabela 10).

A participagdo do Oxido Nitrico na citoprotecio gastrica foi o Gltimo mecanismo de
citoprote¢do avaliado. O seu efeito citoprotetor se dd por promover vasodilatagdo e

consequentemente um aumento do fluxo sangiiineo na mucosa gastrica, acelerando a
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retirada dos fons H e aumentando o aporte de nutrientes para a mesma (Kato e col., 1998;
Arrieta e col., 2003).

Para esta avaliagdo, os animais foram previamente tratados com L-Name, inibidor da
NO sintase e consequentemente da participacdo do 6xido nitrico na citoprotecao gastrica.
Ambos os grupos, tratados e nao tratados com L-Name, separados em novos grupos,
receberam EEPV ou EEG6, nas doses de 70 e 50 mg/kg respectivamente. Novamente 0s
resultados sugerem que este grupo de substancias ndo estd envolvido na agdo
antiulcerogénica observada (tabela 11).

A partir dos resultados obtidos, buscou-se entdo avaliar a atividade antisecretdria
das propolis através do modelo de ligadura de piloro. Este método desenvolvido por Shay e
col. (1945) induz a hipersecre¢do de 4cido por reflexo vagal, estimulado pela ligadura das
fibras sensitivas da parede géstrica, o que aumenta o tonus muscular e a secre¢do acida
gastrica (Nagy e col., 1978).

Apos o tratamento intraduodenal com EEPV e EEG6, nas doses de 70 e 50 mg/kg ,
o volume do contetdo gastrico e a concentragio de ions H' foram reduzidos
significativamente quando comparados com o grupo controle (salina) (tabela 12). Esses
resultados comprovam uma agao sobre a secrecao gastrica, sugerindo ser essa a via de agdo
desses extratos.

Embora a incidéncia de tUlcera péptica ndo seja necessariamente associada a
alteracdes da secrecdo gastrica (HCl e pepsina), um dos principais mecanismos
antiulcerogénicos descritos na literatura ¢ a redug@o desses elementos agressores da mucosa
gastrica (Guaraldo, 2001). Atualmente as drogas mais eficientes no tratamento de gastrite e
ulcera géstrica atuam através da diminuicao da secre¢do acida, dentre elas bloqueadores dos

receptores H, como a ranitidina e famotidina, anticolinérgicos como a pirenzepina e
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telezepina e os bloqueadores de bomba de protons como o omeprazol e lanzoprazol (Rao ¢
col., 2004).

Como as doses de ambas as propolis utilizadas para este experimento foram
inferiores a dose da cimetidina, ¢ mesmo assim apresentaram atividade antisecretoria
potente, a continuidade desse estudo foi muito importante para esclarecer o mecanismo
dessa atividade.

Na secrecdo gastrica estdo envolvidos mediadores como histamina, gastrina e
acetilcolina (Hoogerwerf & Pasricha, 2003). Visando identificar a via reguladora da
secrecdo gastrica, ambos os extratos foram avaliadas no modelo de ligadura de piloro,
agora tendo a secrecdo estimulada pelos secretagogos fisioldgicos: histamina, betanecol e
pentagastrina.

O tratamento prévio dos animais com EEPV (70 mg/kg) reduziu em 37% o volume
e 43,8% a concentragio de fons H™ quando estimulados pela injecio de betanecol (1,5
mg/kg ,ip). J& para EEG6 os resultados ndo foram significativos (tabela 13).

O Betanecol ¢ um agonista seletivo para receptores muscarinicos, que estdo
envolvidos no aumento da secre¢do acida gastrica (Angus & Black, 1982). Uma possivel
acdo antagonista do EEPV sobre as agdes estimulantes do betanecol na secre¢do acida
gastrica sugere uma atividade bloqueadora dos receptores muscarinicos. M1 “neurais”
encontrados principalmente nos neurdnios do SNC e periféricos, bem como nas células
parietais gastricas (Rang, 2004).

O tratamento prévio dos animais com EEPV e EEG6, reduziu em 55 e 51% volume
e 47 e 64% a concentragio de ions H' respectivamente, quando estimulados pela inje¢io de
pentagastrina (0,5 mg/kg , sc). A reducdo foi significativa para ambos os grupos quando

comparados com o grupo salina também estimulado pela pentagastrina (tabela 14).
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A Pentagastrina ¢ a extremidade funcional da molécula de gastrina, onde foi
acrescentada uma [3-alanina substituida. Este composto age sobre os receptores CCK-B de
gastrina presentes na célula parietal, aumentando a liberacdo de acido gastrico e também
estimulando a secrecdo de histamina das células enterocromafins (Hersey & Sachs, 1995).

O tratamento prévio dos animais com EEPV e EEG6, reduziu em 53 e 52% o
volume e 47 e 31% a concentragio de ions H' respectivamente, quando estimulados pela
injecdo de histamina (25 mg/kg , sc). A redugdo foi significativa para ambos os grupos
quando comparados com o grupo salina também estimulado pela histamina (tabela 15).

A Histamina estimula a secrecdo 4acida géstrica, através de estimulagdo dos
receptores H, presentes nas células parietais da mucosa gastrica (Black e col., 1972; Hersey
& Sachs, 1995).

Os resultados desses trés ensaios sugerem uma acao antagonista direta do EEPV e
EEG6 sobre receptores muscarinicos (somente EEPV), receptores CCK-B de gastrina e
também receptores de H, presentes nas células parietais, e ainda sugerem uma agado indireta
através da inibicdo da liberacdao de histamina das células enterocromafins (ECL) parécrinas
e mastocitos que resultaria na inibicdo da secre¢do gastrica. A célula parietal possui
receptores H, para histamina, receptores M, muscarinicos para acetilcolina e receptores
para gastrina. A estimulag¢ao dos receptores de H, aumenta cAMP, enquanto a estimulacao
dos receptores M e de gastrina, o Ca™ do citosol., Esses mensageiros intracelulares atuam
de modo sinérgico para produzir a secrecao acida A gastrina e a acetilcolina podem atuar
diretamente sobre seus receptores (hipotese de célula unica) ou em parte indiretamente
através da liberacao da histamina (hipotese de duas células) (Black & Shankley, 1987; Soll

&Berglindh, 1987; Sandvik & Waldrum, 1991).
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A secrecdo acida géstrica ¢ finamente regulada por vias interdependentes que incluem
0 sistema nervoso central, o sistema nervoso entérico € uma intrincada rede de células
neuroenddcrinas e imunes, que atuam na modulacdo pardcrina e hormonal. A interagdo da
histamina, gastrina e acetilcolina com seus receptores nas células parietais sdo os principais
responsaveis pela ativacdo da bomba de protons, enzima secretadora de H™ (H” K™ - ATP
ase) que confere o pH acido ao suco gastrico. Assim, uma agdo inibidora dos extratos
brutos em qualquer nivel da estimulacdo da secre¢do acida, poderia levar a protegdo
gastrica por diminuir os fatores agressores da mucosa (Schubert, 2008).

As drogas mais utilizadas atualmente para o tratamento das dispepsias funcionais
(inibidores de bomba ou antagonistas H2) apresentam um mecanismo de a¢do Unico ou
majoritario, que leva a reducdo da secrecdo acida géstrica. Em suma, os antagonistas H2
inibem a secrecdo gastrica de 4cido provocada pela histamina e por outros agonistas de H2
de modo dependente da dose e competitivo e também inibem a secre¢do gastrica provocada
pela gastrina e acetilcolina contribuindo assim para a acentuada eficécia clinica destes
agentes. Reduzem tanto o volume do suco gastrico como a concentragdo de H" (Schubert,
2008).

Féarmacos utilizados como inibidores da secrecdo gastrica como a cimetidina e
ranitidina sdo antagonista dos receptores H, de histamina, mas atuam inibindo a secrecao
de acido gastrico estimulada pela histamina, gastrina e acetilcolina; a secre¢do de pepsina
também cai com a reducdo no volume de suco gastrico. Além disso, promovem a
cicatrizacdo das ulceras duodenais evidenciando uma acgdo generalizada (Rang e col.,

2004).
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A agdo geral dos extratos EEPV e EEG6 sobre os receptores citados acima pode
estar ligada ao fato de se tratarem de extratos brutos possuindo assim, grande quantidade de
compostos que poderiam agir de formas distintas.

Diferentes variedades de propolis ja foram avaliadas quanto a atividade
antiulcerogénica revelando propriedades de regeneracdo tecidual como cicatrizagdo de
ulceras, feridas, hepatoprotecdo, atividades estas possivelmente relacionadas com a agdo
antioxidante da propolis, além de atividades especificas como diminuigdo significativa no
numero de lesdes, redugdo do volume de secre¢do gastrica, aumento do pH e reducio da
acidez estomacal (Cardinale e col., 2003; Barros e col., 2008).

Apesar da ampla utilidade desse produto, comprovada também para os extratos aqui
avaliados, outros aspectos devem ser levados em consideracdo. A toxicidade observada no
ensaio de toxicidade aguda foi controlada utilizando-se doses baixas, mas ativas, que a
principio ndo demonstraram serem téxicas para os animais. No entanto ndo pode ser
descartada a hipdtese de uma possivel toxicidade dos extratos principalmente para EEG6,
sobre o trato gastrointestinal dos animais, especificamente sobre as células parietais da
mucosa oxintica que produzem 4cido cloridrico; células do tipo enterocromafins (ECL) da
mucosa oxintica, que produzem a histamina (principal estimulante paricrino da secre¢ao
acida); as células G da mucosa antral, que produzem a gastrina (principal estimulante
hormonal da secrecdo 4cida) e as células D da mucosa oxintica e antral, que produzem a
somatostatina (principal inibidor paracrino da secre¢do acida) (Schubert, 2008).

Uma lesdo a esses tipos celulares promovidos por uma possivel ac¢do citototdoxica dos
extratos levaria a uma redugdo da secre¢do gastrica. Por esse motivo, a importancia de

estudos complementares se faz necessaria.
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O potencial natural encontrado nos paises latino-americanos, principalmente no
Brasil, aliado a diversidade de compostos bioativos t€ém atraido a aten¢do da comunidade
cientifica e das industrias farmacéuticas na producdo de fitoterapicos, uma vez que a
utilizagdo desses produtos atinge um publico cada vez maior. Mas como ponto negativo,
esse aumento no emprego dos produtos naturais traz consigo seu uso indiscriminado sem
qualquer conhecimento fitoquimico, farmacoldgico e toxicoldgico, o que € fato preocupante
e também chama a aten¢do dos pesquisadores em todo pais (Calixto, 2005).

Diferentes variedades de propolis sdo consumidas amplamente pela populacio para o
tratamento de uma série de afecgdes, sem mesmo ser avaliado seu perfil de atividade, bem
como de toxicidade. Foi confirmado no presente trabalho diferengas na atividade
farmacoldgica de duas variedades de propolis brasileira, bem como da toxicidade das
mesmas.

Os resultados obtidos através desses estudos, aliados a identificagdo quimica dos
compostos das propolis, enriquecem ainda mais o trabalho e o valor comercial desses
produtos, servindo como caminho para o desenvolvimento de novas drogas. Esse trabalho
multidisciplinar ressalta a importancia de novos estudos complementares tanto na area
académica quanto por setores industriais relacionados ao desenvolvimento de novos

farmacos, para que todas essas informacdes ndo sejam perdidas.
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Os extratos brutos EEPV e EEG6 apresentaram atividade antiproliferativa in vitro
com perfil semelhante de agdo, sobre as células tumorais.

Os animais tratados com EEPV apresentaram sobrevida e inibig¢do do
desenvolvimento tumoral nos modelos de tumor de Ehrlich.

Os animais tratados com EEG6 demosntraram sinais de toxicidade ndo sendo possivel
verificar uma a¢ao antitumoral.

O fracionamento do EEPV levou a identificagdo de dois compostos isolados com
maior potencial de atividade antiproliferativa em relacdo ao EEPV e suas fragdes: Cl
(Benzofenona Prenilada) e C2 (Vestitol). O composto C1 apresentou uma atividade
mais significativa sobre todas as linhagens celulares.

O Fracionamento do EEG6 originou a fragdo fr-HexG6 e o composto isolado C3
(Hiperibone A), que apresentaram perfil semelhante de agdo in vitro.

A administra¢do de 200mg/kg do EEPV reduziu o edema de orelha induzido por 6leo
de croton, evidenciando uma agao antiinflamatoria local.

A administracdo de 200mg/kg do EEPV reduziu o edema de pata induzido por
carragenina evidenciando uma ag¢do antiinflamatdria sistémica e inespecifica.

A administragdo do EEG6 ndo apresentou atividade antiinflamatéria em nenhum dos
modelos avaliados.

No modelo experimental de ulcera induzida por etanol, mesmo utilizando doses
consideradas baixas, tanto EEPV quanto EEG6 apresentaram porcentagens de inibigdo

das lesdes ulcerativas (ILU) bastante significativas.
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s A atividade antiulcerogénica dos EEPV e EEG6 esta relacionada a atividade

antisecretoria.
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Certificamos que o Protocolo n° 1612-1, sobre "Atividade anti-inflamatéria dos

extratos brutos de duas variedades de prépolis brasileira em modelo de
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We certify that the protocol n° 1612-1, entitled "Antiinflamatory acticity of crude
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project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research
(State University of Campinas - Unicamp) on September 15, 2008.
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13083-970 Campinas, SP — Brasll http:/fwww.ib.unicamp.br/ceeal

133



A

Y E

unIicAMP “i“i 7
CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1613-1, sobre "Atividade anticédncer dos

extratos brutos de duas variedades de prépolis brasileira em modelo de
tumor sélido de Ehrlich”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de

Carvalho / Cristiana Mardjarof, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
=Ahima| (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 15 de setembro de 2008. |

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 1613-1, entitled "Anticancer activity of crude
extract of two types of brazilian propolis in _Ehrlich solid tumor model"”, is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on September 15, 2008.

Campinas, 25 de setembro de 2008.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 1614-1, sobre "Atividade anticincer dos

extratos brutos de duas variedades de prépolis brasileira em modelo de
tumor ascitico de Ehrlich", sob a responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto

de Carvalho / Cristiana Mardjarof, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
.Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagédo Animal — CEEA/Unicamp em 15 de setembro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1614-1, entitied "Anticancer activity of crude

extract of two types of brazilian propolis in Ehrlich ascite tumor model", is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on September 15, 2008.

Campinas, 25 de setembro de 2008.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1616-1, sobre "Atividade anti-inflamatéria dos

extratos brutos de duas variedades de propolis brasileira em modelo de
edema de orelha induzido por 6leo de créton", sob a responsabilidade de Prof.

Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Cristiana Mardjarof, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

[Experimentag:éo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
na Experimentagéo Animal - CEEA/Unicamp em 15 de setembro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1616-1, entitied "Antiinflammatory acticity of
crude extract of two types of brazilian propolis in ear croton oil-induced

oedema model", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This
* project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research

(State University of Campinas - Unicamp) on September 15, 2008.

Campinas, 25 de setembro de 2008.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1617-1, sobre "Atividade anti-ulcerogénica dos
extratos brutos de duas variedades de propolis brasileira", sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Cristiana Mardjarof,
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados pelo

Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 15 de
setembro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1617-1, entitled “Antiulcer activity of crude
extract of two types of brazilian propolis", is in agreement with the Ethical
Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on September 15, 2008.

Campinas, 25 de setembro de 2008.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1618-1, sobre "Atividade anti-secretora dos

extratos brutos de duas variedades de prépolis brasileira”, sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho / Cristiana Mardjarof,

esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
‘ Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 15 de

setembro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1618-1, entitled “Antisecretory activity of crude
extract of two types of brazilian propolis", is in agreement with the Ethical

Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on September 15, 2008.

Campinas, 25 de setembro de 2008.
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