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RESUMO

O interesse pelos produtos naturais tem se mostrado essenciais para o desenvolvimento de
pesquisas com a finalidade de avaliar sua utilizacdo com fins terapéuticos. Um exemplo
particularmente interessante sdo os produtos apicolas, como a geopropolis, material resinoso
elaborado por algumas espécies de abelhas sem ferrdo, como a Melipona seminigra. A
geopropolis apresenta uma coloragdo variada, aroma caracteristico e desempenha diversas
funcBes dentro da colénia. A composicdo da geopropolis varia conforme a espécie, regido e
época de coleta. Estudos que analisaram a composi¢do quimica presente em amostras de
geopropolis identificaram diferentes grupos fenoélicos, agucares, acidos graxos e outros, que
apresentaram acdo bioldgica e farmacoldgica, tais como: antimicrobiana, antiviral,
antiparasitaria, anti-inflamatéria e antitumoral. Dado a escassez de estudos sobre as
caracteristicas Unicas da geopropolis de Melipona seminigra, especialmente no que se refere a
caracterizacdo fitoquimica, acdo antitumoral e potencial citotdxico e genotoxico, este estudo
levantou a hip6tese de que o extrato de geoprdpolis desta espécie apresentou efeitos citotoxicos
seletivos em linhagens celulares de cancer humano. Nesse sentido, foi avaliada a atividade
antitumoral do extrato de geopropolis (EG) de Melipona seminigra em linhagens celulares de
adenocarcinoma de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), hepatocarcinoma (HepG2) e
glioblastoma (U251). O EG hidroalc6olico foi preparado para a realizacdo da caracterizagdo
fitoquimica por meio da deteccdo qualitativa colorimétrica dos grupos dos metabdlitos
secundarios, seguido pelo ensaio de proliferacdo relativa utilizando o brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), de viabilidade celular por High-Content
Screening (HCS), e por fim o ensaio de citotoxicidade e genotoxicidade com o sistema teste
Allium cepa. A analise estatistica foi realizada por meio da distribuicdo gaussiana dos dados
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicdo paramétrica foram analisados
por meio de teste ANOVA (analise de variancia) de um fator, seguido pelo teste post-hoc de
Dunnett. Os dados com distribuicdo ndo paramétrica foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis seguindo pelo Uncorreted Dunn’s test. Foram considerados estatisticamente
significantes valores com p<0,05. Os graficos foram representados com média + desvio padréo.
Os resultados obtidos para a caracterizacdo fitoquimica revelaram a presenca de acidos
fendlicos, fendis, flavonoides, saponinas, taninos e terpenos. Os ensaios in vitro demonstraram
reducdo da proliferacdo relativa das células em ambas as linhagens celulares de adenocarcinoma
de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) nas concentracfes de 500 e 1000 pug/mL. A viabilidade
celular também foi reduzida nas trés linhagens (HepG2, MCF-7 e U251) nas concentracGes de
500 e 1000 pg/mL. O EG também exibiu efeito citotdxico e genotdxico no sistema teste Allium
cepa, indicado pela reducédo do indice mitético e pela presenca de aberracBes cromossémicas,
como as aderéncias, pontes, c-mitoses e cromossomos vagantes. Conclui-se que o EG de
Melipona seminigra da Amazonia Ocidental possui potencial antiproliferativo, citotoxico e
genotoxico contra diferentes linhagens celulares de cancer.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo; Células tumorais; Regido Amazoénica; Composto natural.



ABSTRACT

Interest in natural products has proved essential for the development of research aimed at
evaluating their use for therapeutic purposes. One particularly interesting example is bee
products such as geopropolis, a resinous material produced by some species of stingless bees,
such as Melipona seminigra. Geopropolis has a varied color, a characteristic aroma and
performs various functions within the colony. The composition of geopropolis varies depending
on the species, region and time of collection. Studies that have analyzed the chemical
composition of geopropolis samples have identified different phenolic groups, sugars, fatty
acids and others that have shown biological and pharmacological action, such as: antimicrobial,
antiviral, antiparasitic, anti-inflammatory and antitumor. Given the scarcity of studies on the
unique characteristics of Melipona seminigra geopropolis, especially with regard to
phytochemical characterization, antitumor action and cytotoxic and genotoxic potential, this
study hypothesized that the geopropolis extract of this species showed selective cytotoxic
effects on human cancer cell lines. To this end, the antitumor activity of Melipona seminigra
geopropolis extract (EG) was evaluated in breast adenocarcinoma (MCF-7 and MDA-MB-231),
hepatocarcinoma (HepG2) and glioblastoma (U251) cell lines. The hydroalcoholic EG was
prepared for phytochemical characterization using qualitative colorimetric detection of the
secondary metabolite groups, followed by the relative proliferation test using 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), cell viability by High-Content
Screening (HCS), and finally the cytotoxicity and genotoxicity test using the Allium cepa test
system. Statistical analysis was carried out by means of the Gaussian distribution of the data
using the Kolmogorov-Smirnov test. Data with a parametric distribution was analyzed using a
one-factor ANOVA (analysis of variance) test, followed by Dunnett's post-hoc test. Data with
a non-parametric distribution was analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by the
Uncorrected Dunn's test. Values of p<0.05 were considered statistically significant. Graphs are
represented as mean * standard deviation. The results obtained for the phytochemical
characterization revealed the presence of phenolic acids, phenols, flavonoids, saponins, tannins
and terpenes. In vitro tests showed a reduction in relative cell proliferation in both breast
adenocarcinoma cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231) at concentrations of 500 and 1000
pug/mL. Cell viability was also reduced in all three cell lines (HepG2, MCF-7 and U251) at
concentrations of 500 and 1000 pg/mL. EG also exhibited cytotoxic and genotoxic effects in
the Allium cepa test system, indicated by a reduction in the mitotic index and the presence of
chromosomal aberrations, such as adhesions, bridges, c-mitoses and wandering chromosomes.
It is concluded that the EG of Melipona seminigra from the Western Amazon has
antiproliferative, cytotoxic and genotoxic potential against different cancer cell lines.

Keywords: Stingless bee; Tumor cells; Amazon region; Natural compound.
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1.  INTRODUCAO

A humanidade sempre utilizou dos recursos naturais em beneficio proprio, seja na
alimentacdo, controle de pragas e praticas em saude. Com 0 avango da quimica e o interesse
pelos produtos naturais, compostos extraidos de fontes naturais tém se mostrado essenciais para
o desenvolvimento de medicamentos com fins terapéuticos (Dantas et al., 2021).

Dentre os diversos produtos naturais com potencial terapéutico, destacam-se aqueles
produzidos por abelhas, e um exemplo particularmente interessante desses produtos apicolas €
a geoprépolis (Nordin et al., 2018), material resinoso elaborado por algumas espécies de abelhas
sem ferrdo, como a Melipona seminigra. Essas abelhas coletam resinas vegetais, cera e barro
para produzir a geopropolis, que é aplicada na construcdo e calafetacdo das colmeias (Silva et
al., 2013). A geopropolis apresenta uma coloracdo variada, indo do verde ao vermelho, e até
mesmo ao marrom escuro, com aroma caracteristico (Sforcin et al., 2017).

A composi¢do quimica da geopropolis € complexa e diversificada, refletindo a
variedade de suas origens e influéncias ambientais. A analise detalhada da composicao quimica
da geoprépolis tem identificado numerosos compostos, que podem ser categorizados em
diferentes grupos, tais como: acidos fendlicos, flavonoides, terpenos, acucares, acidos graxos e
outros compostos bioativos (Sforcin et al., 2017).

Com a presenca desses compostos bioativos, estudos realizados utilizando extratos de
geopropolis revelaram que esse material possui propriedades terapéuticas e agdo antioxidante
(Souza et al., 2013; Silva et al., 2013; Dutra et al., 2014; Ferreira et al., 2017; Santos et al.,
2017b; ), efeitos antimicrobianos (Cunha et al., 2013; Campos et al., 2014; Torres et al., 2018;
Campos et al., 2022), acdo anti-inflamatoéria (Santos et al., 2017b; Barboza et al., 2020) e
atividade antitumoral (Cunha et al., 2013; Cunha et al.,2015; Santos et al., 2017a; Santos et al.,
2017b). Assim, as caracteristicas Unicas da geopropolis torna esse produto natural promissor
para o desenvolvimento de medicamentos eficazes e seguros contra diversas doencas, incluindo
o cancer (Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

O cancer ¢ uma preocupacéo global e suas implica¢des sdo preocupantes tanto em paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. E a segunda principal causa de morte,
representando cerca de 12,5% de todas as mortes no mundo. Estima-se que entre 0s anos de
2018 e 2040, serdo diagnosticados cerca de 30 milhdes de novos casos de cancer em ambos 0S

sexos e em todas as faixas etarias (Lopes-Junior, 2021).
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No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) projeta que aproximadamente 704
mil novos casos de cancer serdo diagnosticados para o triénio de 2023 a 2025. Excetuando o
cancer de pele ndo melanoma (483 mil casos), 0s tipos mais incidentes sdo o cancer de mama
feminina (73 mil) e o cancer de prostata (71 mil), sequido por cancer de célon e reto (45 mil),
pulmao (32 mil), estbmago (21 mil) e cancer de colo do utero (17 mil casos) (Instituto Nacional
de Cancer, 2023a; Santos et al., 2023).

Especificamente sobre o cancer de mama feminina, tipo mais comum entre as mulheres
no mundo, atualmente, estimativas para esse tipo de neoplasia correspondem a 73.610 novos
casos em mulheres no Brasil (Instituo Nacional de Cancer, 2023). O cancer de mama varia em
termos de desenvolvimento, alguns com crescimento rapido, enquanto outros progridem mais
lentamente, e quando tratados adequadamente e em tempo oportuno, tém bom prognostico e
melhores resultados estéticos (Instituto Nacional do Cancer, 2023; Neres et al., 2024). E
importante observar que, embora seja relativamente raro antes dos 35 anos, a incidéncia
aumenta progressivamente apds os 50 anos. Além da idade, menarca antes dos 12 anos,
historico familiar de cancer, gravidez apos os 30 anos, excesso de gordura corporal, consumo
de alcool, dentre outros, sdo fatores de risco para o surgimento do cancer de mama (Lucri; De
Oliveira Costa, 2021; Instituto Nacional de Céancer, 2023).

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular, embora ndo esteja entre 0os canceres
mais incidentes, é um tipo de cancer que também tem sua importancia epidemioldgica. Esse
tipo de cancer hepatico pode ser primario (iniciando no préprio 6rgdo) ou
secundario/metastatico (originando em outro 6rgao e se espalhando para o figado). A forma
secundaria esta frequentemente relacionada a tumores malignos no intestino grosso ou reto, e é
agressiva, ocorrendo em mais de 80% dos casos (Chedid et al., 2017; Instituto Nacional de
Cancer, 2023). As estimativas apontam para 10.700 novos casos de hepatocarcinoma, sendo
6.390 em homens e 4.310 em mulheres (Instituto Nacional de Cancer, 2023). Os principais
riscos para o desenvolvimento de hepatocarcinoma sao as hepatites crénicas (virus da hepatite
B ou C), esquistossomose, exposicdo a fungos, excesso de gordura corporal e consumo de
alcool (Raza et al., 2019; Taniai, 2020; Wangensteen; Chang, 2021; Instituto Nacional de
Cancer, 2023; Von Bilow et al., 2024).

Cerca de 1,4 a 1,8% de todos os tumores malignos no mundo afetam o sistema nervoso
central (SNC), 88% desses tumores estéo localizados no cérebro (Instituto Nacional de Céancer,
2022) e o glioblastoma é o principal responsavel pela morte de pacientes com tumores cerebrais
priméarios, em adultos (Pan; Magge, 2020). O glioblastoma é caracterizado como um tumor de

prognostico extremamente desfavoravel, pois esta relacionado a uma sobrevida de menos de 2



18

anos apos o diagnostico (Mooney et al., 2021). Embora os fatores de risco para o glioblastoma
ainda ndo estejam totalmente estabelecidos, a predisposicdo genética hereditaria, a faixa etéria,
a propensdo pelo sexo masculino, os hormonios sexuais, as infec¢fes virais e a exposicdo a
radiacdo ionizante sdo consideradas fatores de risco com maior nivel de evidéncia (Urbanska et
al., 2014; Instituto Nacional de Céncer, 2022a, 2022b).

De certo, embora o surgimento do cancer seja multifatorial, o surgimento das mutagdes
genéticas ou as alteragdes no DNA contribuem para que as células repassem e recebam
informacdes equivocadas para o desenvolvimento de suas atividades, e essas muta¢es ocorrem
em genes conhecidos como oncogenes, que quando ativos, sdo responsaveis por transformar as
células normais em células de cancer (Instituto Nacional de Cancer, 2022). Em outras palavras,
0 processo de oncogénese pode ser descrito como: autossuficiéncia em crescimento, inativacdo
de genes supressores de tumor, evasdo da morte celular programada, imortalidade celular,
angiogénese sustentada e invasdo tecidual e metastase (Hanahan; Weinberg, 2011).

Dado o contexto da importancia epidemiolégica do cancer e suas implicagcbes nos
sistemas de salde, é fundamental compreender as tendéncias futuras das incidéncias dessa
doenca. Os tratamentos oncoldgicos tradicionais contra o cancer tém como principais acoes
isoladas ou combinadas, o tripé: cirurgia, radioterapia e quimioterapia, assim como a
hormonioterapia, imunoterapicos, terapias-alvo e transplante de medula-6ssea, que sdo
fundamentais, mas enfrentam desafios, como a recorréncia da doenca (Fontoura et al., 2021;
Paludo; Antunes; Centa, 2023) e diversos efeitos colaterais. Além disso, essas terapias sdo
onerosas tanto para os pacientes quanto para o sistema de satde (Almeida et al., 2005).

Como alternativa, os produtos naturais tém despertado interesse, especialmente a
geopropolis, que demonstrou efeitos citotdxicos em linhagens celulares tumorais em estudos in
vitro (Cinegaglia et al., 2013; Campos et al., 2014), sendo assim, a geopropolis obtida de
abelhas sem ferrdo da Amazénia Ocidental, apresenta potencial e pode ser uma alternativa para
a terapéutica antitumoral.

Pensando nisso e devido a escassez de estudos com a geopropolis de Melipona
seminigra, especialmente no que se refere a caracterizagdo fitoquimica, sua a¢do antitumoral e
potencial citotoxico e genotdxico, a presente pesquisa levanta a hipbtese de que o extrato de
geopropolis desta espécie apresenta efeitos citotoxicos seletivos em linhagens celulares de
cancer humano. Esses efeitos seriam caracterizados pela reducéo da viabilidade e proliferacdo
celular, além da inducédo de apoptose, em detrimento de células ndo tumorais.

Desse modo, considerando as pesquisas realizadas e visando o potencial tecnoldgico

para geracao de um produto adjuvante na terapéutica antitumoral, o objetivo geral desse estudo
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é avaliar o potencial antitumoral do extrato de geopropolis da abelha sem ferrdo, Melipona
seminigra, da Amazonia Ocidental em células humanas de cancer in vitro. Para essa avaliag&o,
tem-se como objetivos especificos estabelecidos: i. determinar o efeito do extrato de
geopropolis de Melipona seminigra sobre a proliferacdo relativa de células de cancer humano;
ii. analisar os efeitos do extrato de geopropolis de Melipona seminigra sobre a viabilidade
celular de células de cancer humano, e iii. analisar o efeito genotoxico e antigenotdxico do

extrato de geopropolis em células eucarioticas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Meliponineos

O filo dos insetos abrange diversas ordens, incluindo a dos Himendpteros, a exemplo
das formigas, das vespas e das abelhas (Sforcin et al., 2017). Esta ultima pode ser agrupada na
superfamilia Apoidea, que tem como caracteristica habitos sociais, que estdo reunidas na familia
Apinae, e é dividida em quatro subfamilias: Apineos, Meliponineos, Bombineos e Euglossineos
(Nogueira-Neto, 1997).

Dentro das quatro subfamilias acima citadas, sdo encontradas 22 tribos: Ancyloscelidini,
Anthophorini, Apini, Bombini, Centridini, Coelioxoidini, Emphorini, Epicharitini, Ericricidini,
Eucerini, Euglossini, Exomalopsini, Isepeolini, Melectini, Meliponini, Nomadini, Osirini,
Protepeolini, Rhathymini, Tapinotaspidini, Tetrapediini, Xylocopini, todas situadas em regifes
neotropicais (Melo et al., 2023).

Especificamente as abelhas que pertencem a tribo Meliponini, estas sdo conhecidas
como “abelhas sem ferrdo”, “abelhas nativas”, “abelhas indigenas”, ou ainda, meliponineos,
sendo assim chamadas, pois apresentam ferrdo e estruturas associadas a este, extremamente
atrofiadas, o que as torna ddceis e sociaveis, e permitiu sua domesticacdo por indigenas (Villas-
Bdas, 2012). Os Meliponini sdo abelhas corbiculadas, ou seja, armazenam e transportam o pélen
do campo para a coldnia na corbicula (concavidade da tibia posterior) (Francini, 2014). Séo
abelhas de tamanho médio a grande, de 6 a 15 mm, e com asas que geralmente ndo ultrapassam
0 apice do abdome (Nogueira-Neto, 1997).

Apesar de apresentarem ferrdo atrofiado, as abelhas desenvolveram mecanismos de
defesa, como se enrolar nos pelos e cabelos dos agressores, mordiscar, construir ninhos com
entradas estreitas e alocar abelhas guardids, utilizacdo de camuflagem como disfarce protetor,
producdo de odores desagradaveis e liberacdo de &cido formico pelas glandulas mandibulares,
que causam queimaduras nos invasores (Sforcin et al., 2017; Salatino; Pereira; Salatino, 2019).

Os Meliponini abrigam cerca de 600 espécies de abelhas, que s&o distribuidas em 61
géneros, e encontradas em regides pantropicais, como a América tropical, a Africa, o Sudeste
Asiatico e a Australia (Popova; Trusheva; Bankova, 2021). No Brasil existem 244 espécies,
das quais 87 sdo endémicas e estdo divididas em 29 géneros (Rocha et al., 2023).

Segundo o Catalogo Moure, na regido Norte do pais, sdo encontradas 60 espécies, dentre

as quais, 24 apenas do género Melipona (Melo et al., 2023), conforme mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Espécies de abelhas do género Melipona encontradas na regido norte do Brasil - Adaptado de Catalogo

Moure (Melo et al., 2023).

Nome Cientifico

Nome(s) Popular(es)

Estados

Melipona amazonica

AC, AM, AP, PA, RO

Melipona captiosa

Urugu-amarela

AM, AP

Melipona compressipes

Juparé

AM, AP, RR

Melipona cramptoni

RR

Melipona crinita

Urucgu-amarela-avermelhada,
Jandaira-maior

AC, AM, RO

Melipona dubia

AM

Melipona eburnea

Urugu-beico

AC, AM

Melipona fasciculata

Tilba, Urugu-cinzenta,
Jandaira-preta-da-amazénia

PA, TO

Melipona flavolineata

Urugu-amarela, Iragu

PA, TO

Melipona fuliginosa

Turugu, Urucu-boi

AC, AM, AP, PA, RO,
RR

Melipona fulva

Jandaira-fulva,
Urucu-amarela

AM, AP, PA, RR

Melipona fuscopilosa

Urugu-beico

AC, AM

Melipona grandis

Juparéa-grande

AC, AM, RO

Melipona illustris

AM, PA, RO

Melipona interrupta

Jandaira-preta-da-Amazonia,
Juparé

AM, AP, PA

Melipona lateralis

Urugu-canudo,
Pinto-de-velho

AM, AP, PA, RR

Melipona melanoventer

Urucu-da-barriga-preta,
Urugu-sem-canudo

AC, AM, PA, RO

Melipona nebulosa

Urucu-de-olho-verde

AC, AM, PA

Melipona ogilviei

AM, AP, PA, TO

Melipona paraensis

Urugu-boca-de-ralo,
Urucu-do-Para

AM, AP, PA

Melipona puncticollis

Urugu-amarela-preguigosa

AM, PA

Melipona
guinquefasciata

Urucu-do-chéo,
Mandacaia-do-chao

RO

Melipona seminigra

Urucu-boca-de-renda,

Jandaira-alaranjada-de-manaus

AC, AM, PA, RO, RR,
TO

Melipona tumupasae

Ichoa-choca-menor

AC

Ainda de acordo com a Tabela 1, no estado do Acre, podem ser encontradas apenas 10

espécies do género Melipona, a saber: M. amazonica, M. crinita, M. eburnea, M. fuliginosa, M.
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fuscopilosa, M. grandis, M. melanoventer, M. nebulosa, M. seminigra, M. tumupasae (Melo et
al., 2023).

Destacando a espécie Melipona seminigra ou Melipona (Michmelia) seminigra Friese,
1903 — assim identificada, esta abelha também é conhecida popularmente como Urugu-boca-
de-renda, trata-se de uma espécie politipica da bacia amazonica, existindo sete subespécies, das
quais quatro séo descritas como M. seminigra abunensis, M. seminigra merrilae, M. seminigra
pernigra e M. seminigra seminigra, e trés ainda sem descricao (Francini, 2014).

A abelha M. seminigra tem como caracteristica a nidificacdo em ocos de arvores acima
de quatro metros do solo, dependendo da localizagdo do tronco, se em mata firme ou florestas
alagaveis (Kerr; Carvalho; Nascimento, 1996).

Sua domesticacdo e exploracdo de seus produtos tém sido praticadas desde antes da
colonizacdo das Américas e sua criacdo estava ligada aos costumes socioculturais, aspectos
alimentares, medicinais, ritualisticos e comerciais das mais variadas sociedades amerindias
(Barbiéri; Francoy, 2020).

A exemplo dos povos originarios, os Kayap6 nomearam e classificaram 34 espécies de
abelhas sem ferrdo, 9 foram consideradas manejadas ou semi-domesticadas, como 0s ninhos de
abelhas M. seminigra pernigra, M. melanoven ter, M. rufiventris flavolineata, Scaptotrigona
nigrohirta, entre outras, e 0s produtos mais utilizados nas ceriménias religiosas eram a cera e 0
cerume das meliponas. Dito isso, 0 povo Kayapd estava consciente do papel das abelhas como
polinizadoras naturais, que cultivavam suas colmeias proximos as plantacGes para atrair as
abelhas (Cortopassi-Laurino et al., 2006).

A partir do manejo das abelhas sem ferrdo, Paulo Nogueira Neto, em 1953, um dos
pioneiros na pesquisa sobre essas espécies de abelhas no Brasil, cunhou o termo
“Meliponicultura”, se referindo a criacdo racional de abelhas, com foco em espécies que
produzam e armazenam seus produtos, podendo ser uma atividade desenvolvida tanto em areas
urbanas quanto rurais (Rocha et al., 2023). Pode-se afirmar que as abelhas sem ferrdo sao
eximias produtoras de mel, cera, geleia real, pdlen de abelha, prépolis e geopropolis (Nordin et
al., 2018).

A criacdo dos meliponineos € uma atividade que contribui para a preservacdo das
abelhas e de seu habitat na Amazonia, pois as abelhas e outros polinizadores séo essenciais para
a reproducéo das espécies vegetais (Oliveira; Aidar, 2006).

Vale destacar que muitos dos meliponineos constroem seus ninhos em 0cos ou trocos

de arvores, portanto a auséncia de polinizadores, seja por desmatamento ou extrativismo,
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acelera a extingdo das espécies vegetais importantes para 0 ecossistema amazénico, 0 que
desencadeia também um desequilibrio ecoldgico no cultivo dos meliponineos (Francini, 2014).

Os ninhos das abelhas Meliponini sdo construidos a partir da producéo e utilizacdo de
materiais secretados por elas mesmas, que sdo: a cera, 0 cerume, a propolis e a geoprépolis,
sendo que cada um desses materiais desempenha papel vital na estrutura e funcionalidade da
colmeia (Nogueira-Neto, 1997).

A cera branca e pura é uma substancia produzida e secretada por abelhas jovens por
meio de glandulas localizadas no dorso do abdome. Essa cera pode ser encontrada em pequenos
depositos no ninho, na entrada da col6nia, e quando misturada com resinas vegetais, da origem
ao cerume (Nogueira-Neto, 1997; Sforcin et al., 2017).

O cerume € a mistura da cera branca e pura, com a resina, exsudado vegetal coletado
pelas abelhas em arvores e arbustos, que tém como funcdo auxiliar na construcdo da estrutura
protetora dos ninhos, para dar suporte e, também, na construcdo dos potes de mel. Além disso,
a coloracdo do cerume pode variar de amarelo claro a uma cor quase negra, pois essa
diversidade de cor esta ligada a quantidade e a qualidade da resina utilizada na mistura a cera
branca (Nogueira-Neto, 1997; Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

Nesse sentido, Nogueira-Neto (1997) e Rozman et al. (2022), ressaltam que a resina
(exsudado vegetal), quando coletada das variadas fontes boténicas, e sdo trabalhadas dentro da
coldnia, ao ser mesclada com um pouco de cera e saliva, da-se 0 nome de prépolis pura ou
mista.

Indo mais além, as abelhas também podem produzir uma segunda propolis, denominada
geopropolis, produto obtido por meio da mescla da propolis pura com barro, terra ou argila,
destacando-se como um material menos maledvel, com certa dureza (Popova; Trusheva;
Bankova, 2021). Entretanto, ndo sdo todos os Meliponini produzem a geoprépolis (Rocha et
al., 2023). Abelhas, como por exemplo a Melipona orbgnyi, produzem apenas prépolis
(SFORCIN et al., 2017).

Outros materiais também podem ser incorporados a geoprépolis, como pedagos de
madeira, sementes e latex, como pode ser observado por Absy e Kerr (1977), que identificaram
latex do fruto de Vismia spp. (popularmente conhecido como lacre ou pau-de-lacre) em
geopropolis de abelhas da regido amazonica.

Observacdo semelhante também foi feita por Nogueira-Neto (1997) em seu
meliponinario em Xapuri - Acre, com abelhas Urugu Roxas de Xapuri (M. seminigra subsp.),

gue levavam o mesmo material para as coldnias e apresentavam uma geopropolis com sementes
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de coloracao vermelha da planta conhecida popularmente como lacre (Vismia spp). Destacando
que, quando nova, a geopropolis se mostrava com coloragdo vermelho-vivo.

Dentro da col6nia, a geopropolis tém como funcgéo a protecao, o auxilio na estrutura e
na ventilacdo do ninho, apresentando canais e orificios que facilitam a passagem de ar
(Nogueira-Neto, 1948). Ressalta-se que o acumulo de geopropolis produzido pelas abelhas,
também pode ser chamado de batume (Kerr; Carvalho; Nascimento, 1996).

Em relacdo os discos de cria, estes encontram-se sobrepostos horizontalmente. As
células mais jovens sdo de coloracdo escura e as células mais velhas sdo claras devido a remocéo
de cera pelas operérias, conforme h& o desenvolvimento das larvas (Oliveira; Aidar, 2006).
Segundo Santos, Angulo e Santos (2021), ndo hé a presenca de célula real para criaco da rainha
virgem, evidenciando que todas as larvas podem vir a ser uma rainha. Os autores pressupdem
que a determinacdo de uma abelha rainha esta relacionado a genética, porém esta indicacao ndo
estd bem definida. Portanto, as possiveis rainhas, nascem de células comuns, assim como 0s
operarios e 0s zangdes, e se destacam apenas pela coloracdo escura de seu corpo (Kerr;
Carvalho; Nascimento, 1996; Nogueira-Neto, 1997).

Jaaarquitetura da entrada do ninho, este tem forma de renda circular, por isso as abelhas
séo conhecidas como “Urugu-boca-de-renda” (Nogueira-Neto, 1997). As figuras abaixo
correspondem a estrutura da colmeia (Figura 1A) e a uma das abelhas dessa espécie (Figura
1B).

Figura 1. A) Colmeia de Melipona seminigra; B) Abelha Melipona seminigra

Fonte: elaborado pela autora, 2022
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De acordo com Costa e Lira (2021), a espécie Melipona seminigra apresenta vantagens
sobre outras espécies de abelhas, frisando que as coldnias apresentam crescimento precoce, Sao
populosas, apresentam boa producdo de mel e tém facilidade de adaptacdo aos diferentes
ambientes.

Devido ao predominio da espécie Melipona na regido amazonica, o cultivo e 0 manejo
racional tém se desenvolvido. Essa espécie de abelha e seus produtos tém grande potencial de
estudo, principalmente da geoprépolis, que apresenta uma ampla variedade de composicdes
quimicas, influenciada pela flora local, pela geografia e pelo clima da regido amazonica (Kerr;
Carvalho; Nascimento, 1996).

A espécie de abelha M. seminigra tem importancia como grande polinizadora da flora
amazonica, de plantas cultivadas e de dispersdo de sementes, pois € a principal espécie de
abelha sem ferrdo criada na Amazonia Brasileira, como alternativa econémica e com o objetivo

de preservagao (Francini, 2014).

2.2  Composicao da geoprépolis

E fato que a geoprdpolis é um material que apresenta uma diversidade de aromas,
caracteristicas Unicas e cores, que variam do verde, passando pelo vermelho até o marrom
escuro, devido ao exsudato vegetal coletado pelas abelhas (Sforcin et al., 2017).

Devido a isso, pesquisas foram realizadas com o intuito de elucidar os contetdos
bioativos presente nas mais variadas amostras de geoprépolis, ja que esta é influenciada pela
flora coletada, pelas caracteristicas geograficas e climéaticas da regido em que as abelhas
habitam (Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

Frente a isso, 0s compostos que podem ser encontrados na geopropolis sdo variados,
como por exemplo os compostos das classes dos fendis: &cidos fendlicos, cumarinas,
flavonoides, taninos (Dutra et al., 2014; Cunha et al., 2015; Coutinho et al., 2023), além de
terpenos, agucares, alcoois, acidos graxos e esteroides (Batista et al., 2016).

Com o proposito de ilustrar e esclarecer, a Tabela 2 exibe uma variedade de compostos
encontrados em amostras de geoprépolis de 8 (oito) espécies de abelhas do género Melipona,

0s métodos utilizados na identificacdo dos compostos e as referéncias dos estudos.



Tabela 2. Compostos identificados em amostras de geopropolis da espécie Melipona

Espécies
1. Melipona scutellaris

26

Orlgfar_n Compostos identificados Metpgjo Referéncias
geograéfica analitico
. < - . . (Coutinho et
Bahia Acido gélico, naringina, catequina HPLC al., 2023)
5,7-Dihidroxi-6-(3-metil-2-butenil) -8-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil) -4-propilcumarina, 5,7- (Cunha et
Bahia dihidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil) -4-fenilcumarina, hidroximammeigin, HPLC al., 2015)
mammeisin, cinamoiloxi-mammeisina, mammeina, ent-nemorosona B
2. Melipona marginata
Orlg,e m Compostos identificados Metf) (.jo Referéncias
geograéfica analitico
Parana Flavonoides agliconas, acidos diterpénicos, acidos fenoélicos, aldeidos fendlicos UPLC-MS/MS (gﬁr%%zlc;;at
3. Melipona quadrifasciata
Orlg,e m Compostos identificados Metf) (.jo Referéncias
geograéfica analitico
Acido galico, &cido elagico, O-Galoil hexosideo, di-O-galoil hexosideo, O-galoil-
Mato hexahidroxidifenoil hexosideo, O-cumaril-O-galoil hexosideo, O-cumaril hexosideo, di-O-
Grosso do cumaril O-galoil hexosideo, O-cumaril O-galoil O-benzoil hexosideo, O-cumaril O-cinamoil HPLC-DAD-MS (Campos et
sul O-galoil hexosideo, O-cinamoil O-galoil hexosideo, O-cinamoil di-O-galoil hexosideo, al., 2022)

eriodictiol, naringenina, O-metil eriodictiol, O-metil naringenina, diterpeno, triterpeno, acido
abietico diterpeno
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Santa . - e - . (Torres et
Catarina Acido gélico, vanilina, &cido p-cumarico, quercetina HPLC-DAD al., 2018)
4. Melipona interrupta
Orlgf: m Compostos identificados MEtf).dO Referéncias

geogréfica analitico
AMazonas 5,7,4'-Trihidroxi-flavanona,  3,5,6,7,4'-pentahidroxi  flavonol,  naringenina-4'-O-B-D- RMN (Silva et al.,

glucopiranosideo, miricetina-3-O-f-D-glucopiranosideo ESI-MS 2013)

5. Melipona fasciculata
Orlg,e m Compostos identificados Metp (.jo Referéncias
geograéfica analitico
« : : . e e o " (Aradjo et

Maranhdo  Triterpenos, alquilresorcinais, alquilfendis, &cidos anacardicos GC/MS al., 2016)
Maranhio Acido galico, trigalloylglucose, corilagina, pedunculagina, tellimagrandin I, tellimagrandin I, ~ HPLC-DAD- (Dutraet al.,

dilactona do &cido valdnico, acido elagico ESI-MS/MS 2014)

Acido palmitico, &cido esteérico, acido linoleico, &cido melissico, &cido octendico, &cido

glicdlico, acido glucdnico, acido quinico, glicose, frutose, manose, arabinose, galactose, (Batista et
Maranhdo fucose, sarbose, xilose, ribose, eritritol, arabitol, sorbitol, glicerol, xilitol, inositol, acido GC/MS

X . - . . . - - al., 2016)
protocatecuico, &cido galico, acido eldgico, &cido urs-12-em-24-6ico, 3-0x0, b-amirina,
cicloursano, cicloartenol, lanosterol, acetato de lanosterol
6. Melipona subnitida

Orlg,e m Compostos identificados MEt,O QO Referéncias
geografica analitico

6-0-p-cumaroil-D-galactopiranose, 6-O-cinamoil-1-O-p-cumaroil-S-D-glucopiranose, 7-O- (Souza et al
Paraiba metil-naringenina, 7-O-metil aromadendrina, 7,4'-di-O-metil aromadendrina, 4'-O-metil RMN 2013) Y

canferol, 3-O-metil quercetina, 5-O-metil aromadendrina, 5-O-metil canferol
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Paraiba Galhoil ~ hexosideos, &cido  elagico,  acil-(cinamoil/cumaroil)-hexosideos,  acil- UPLC-DAD-  (Souzaetal.,
(cinamoil/cumaroil)-galoil-hexosideos, agliconas, O-glicosideos acilados QTOF-MS/MS 2018)
7. Melipona mondury
Orlgf: m Compostos identificados MEtf).dO Referéncias
geogréfica analitico
. < - A L . ESI-MS (Santos et
Bahia Acido gélico, Isbmero &cido communic E/Z UHPLC-MS/MS  al., 2017a)
8. Melipona seminigra
Orlg,e m Compostos identificados Metp (.jo Referéncias
geograéfica analitico
. . . . : . . (Silvaetal.,
Amazonas Naringenina, naringenna glicosilada, aromadendrina, miricetina glicosilada RMN 2013)
, . . - . : .. : (Oliveira et
Para a-Pineno, limoneno, b-cariofileno, a-terpineol, y-cadineno, trans-diidro-a-terpineol CG/EM al., 2012)
Santa Acido galico, 4cido protocatecuico, acido cafeico, 4cido vanilico, acido p-cumarico, acido HPLC-ESI- (Ferreira et
Catarina  ferulico, acido cindmico, &cido 4-aminobenzdico, catequina, aromadenfrina, vanilina MS/MS al., 2019)
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Sobre o grupo relacionado a espécie Melipona scutellaris, o primeiro grupo exposto na
Tabela2, Coutinho et al. (2023) conduziram um estudo para investigar a origem botanica, o
perfil fisico-quimico e as atividades bioldgicas da geopropolis dessa espécie, por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC, do inglés High-Performance Liquido
Chromatography), que foram colhidas durante as estagdes chuvosa e seca no estado da Bahia.
Os pesquisadores identificaram mais de 50 tipos de pdlen, provenientes de Schinus
terebinthifolius (Aroeira-vermelha, Fruto-de-sabia ou Cambui) e Cecropia (Embauba), e altas
concentracdes de fendis (25,13%) e de flavonoides (3,92%) na estacdo chuvosa. Em
comparacao a estacdo seca, os indices de fendis e de flavonoides marcaram 19,30% e 2,09%
respectivamente, com picos nos cromatogramas correspondentes a naringina, acido galico e
catequina. Ainda, no mesmo estudo, foram observados o potencial antioxidante, o
antimicrobiano, o anti-inflamatorio e o antimutagénico.

Ao realizar um estudo com a geoprépolis da mesma espécie de abelha (Melipona
scutellaris), Cunha et al. (2015) propuseram avaliar a atividade antiproliferativa do extrato de
geopropolis contra duas linhagens de células de cancer de colon (COLO205 e KM12). Durante
as investigacdes, foram descobertos de dois novos ésteres — Mammeisin e Mammein —
conforme descritos na Tabela 2. Esses compostos isolados (Mammeisin e Mammein) se
mostraram eficientes na inibicdo do crescimento celular de COLO205 e KM12. Os autores
sugerem que a presenca destes compostos provém de plantas da familia Clusiaceae,
especialmente dos géneros Kielmeyera (Pau-santo) e Clusia (Arvore de fumaca, Abaneiro ou
Mangue da Praia), que sdo incorporados durante a producédo de geopropolis por M. scutellaris.

No que se refere a M. marginata, segunda espécie apresentada na Tabela 2, a
composi¢cdo quimica da geoprdpolis produzida por essa abelha, na regido do Parana, foi
comparada por Cardozo et al. (2015) , com outras duas espécies de abelhas sem ferrdo nativas
do Brasil: T. angustula (nome popular: Jatai) e M. quadrifasciata (nome popular: Mandagcaia).
As amostras foram analisadas por Cromatografia Gasosa acoplado a espectrometria de massa
(GC-MS, do inglés Gas Chromatography Mass Spectrometry), e foram identificados 45
compostos, sendo 16 deles comuns as trés espécies de abelhas acima citadas. A partir da
comparacao entre as espécies, as pesquisas mostraram que o tipo de abelha e a época da coleta
influenciaram os teores de fenais totais, assim como os de flavonoides.

Partindo para a terceira espécie descrita na Tabela 2, no grupo da abelha M.
quadrifasciata, um estudo conduzido por Campos et al. (2022) com amostras provenientes do
estado Mato Grosso do Sul, se propuseram determinar a composi¢cdo quimica e avaliar a

atividade antimicrobiana e fungica da geopropolis desta abelha. Foram identificados compostos
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fendlicos, que incluiam o acido elagico e os flavonoides, bem como diterpenos e triterpenos.
Ao avaliar a atividade antimicrobiana contra bactérias: Staphylococcus aureus, S. aureus
resistente & meticilina, Enterococcus faecalis, E. faecalis resistente a vancomicina, Escherichia
coli, E. coli resistente a Cefalosporina, Pseudomonas aeruginosa e P. aeroginosa resistente a
imipenem e fungos: Cryptococcus neoformans, C. neoformans resistente a anfotericina B,
Candida albicans e C. albicans resistente a anfotericina B, isolados de cepas de referéncia ou
de origem hospitalar resistentes a antibioticos, o extrato de etandlico apresentou atividade
inibitdria e bactericida contra o crescimento das bactérias, principalmente aquelas resistentes a
vancomicina, assim como apresentou atividade inibitoria contra os fungos, tanto nas cepas de
referéncia quanto nas resistentes a anfotericina B.

Torres et al. (2018) também analisaram a composi¢do quimica, as propriedades
antioxidantes e antibacterianas de extratos de etanol de geopropolis de M. quadrifasciata
provenientes da regido do Rio Grande do Sul. Os compostos identificados foram flavonoides e
terpenos, como 0s principais constituintes. Para a atividade antimicrobiana foram utilizadas
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, S. aureus resistentes a meticiclina e
Enterococcus faecalis) e gram-negativas (Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae), e como
resultados, foram observados que o extrato de geopropolis de M. quadrifasciata apresentou
efeito inibitdrio contra bactérias gram-positivas, especialmente para S. aureus e S. aureus
resistente, uma vez que provocou a lise da parede celular bacteriana e liberacéo de constituintes
intracelulares de E. coli e S. aureus.

Em relacdo a M. interrupta, quarta espécie descrita na Tabela 2, Silva et al. (2013)
estudaram amostras de geoprépolis provenientes de abelhas da regido de Manaus. Os estudos
mostraram constituintes fendlicos e atividade oxidante da geopropolis dessa espécie de abelha
sem ferrdo. As extracOes da geoprépolis foram realizadas utilizando metanol e etanol,
evidenciando o isolamento e identificacdo de quatro flavonoides: naringina, aromadendrina,
naringina-4’O-b-D-glucopiranosideo e miricetina-3-O-b-D-glucopiranosideo. Ainda no estudo,
ambos os extratos (metanol e etanol) apresentaram atividade antioxidante evidenciado pelo
ensaio de capacidade de sequestro de radicais livres com 1,2-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH),
resultado esse, que o0s autores associaram a alta presenca de compostos fendlicos.

Referente a M. fasciculata, quinta espécie mencionada na Tabela 2, Aradjo et al. (2015)
realizaram um estudo com o objetivo de comparar e determinar as caracteristicas quimicas e a
capacidade antioxidante da geopropolis de M. scutellaris e de M. fasciculata, ambas
provenientes de Santa Maria, Tocantins. A identificacdo dos constituintes dos extratos em

etanol obtidos, evidenciou a presenca de compostos fenolicos similares em ambas as amostras
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investigadas, além de demonstrar atividade antioxidante, evidenciando acdo sequestrante de
radicais livres. Este estudo de Aradjo et al. (2015) enfatizam as investiga¢des de Dutra et al.
(2014), que sugeriu que os fenois presentes na geopropolis sdo responsaveis pela atividade
antioxidante e pela capacidade redutora de radicais. Os autores investigaram a atividade
antioxidante e a composicdo quimica dos extratos de geoprdpolis da mesma espécie de abelha,
que eram provenientes do Maranhdo. Como resultados, as amostras de geopropolis
apresentaram a presenca de acidos fenolicos e taninos hidrolisaveis.

Assim como os pesquisadores anteriores, Batista et al. (2016) estudaram a composicao
quimica e a atividade antioxidante da geopropolis produzida pela M. fasciculata, também do
estado do Maranhdo. Foram identificados compostos fendlicos, acidos graxos, aglcares e
esteroides. Ainda segundo o estudo, 0s ensaios para avaliacdo da atividade antioxidante se
mostraram promissores e com correlacdo positiva entre o teor de fendlicos totais e o poder
redutor de radicais livres.

Sobre a M. subnitida, sexta espécie citada na Tabela 2, o estudo de Souza et al. (2013)
relataram a identificacdo e isolamento de dois fenilpropanoides e sete flavonoides provenientes
das amostras de geoprépolis de M. subnitida, localizada no estado da Paraiba. O estudo
menciona que os dois compostos isolados, e caracterizados como fenilpropanoides, foram
relatados pela primeira vez em abelhas dessa espécie e que a flora influencia na composi¢édo
quimica da geopropolis. Souza et al. (2018) também conduziram um novo estudo para
caracterizacdo dos compostos fendlicos em amostras de geoprdpolis da mesma espécie de
abelha em mencéo. Foram utilizadas 9 amostras de geoprépolis na fracdo etandlica provenientes
da regido semiarida da Paraiba. Como resultado, o estudo apresentou 51 compostos fenolicos
nas amostras, dos quais alguns sdo mostrados na Tabela 2.

Em relacdo a M. mondury, sétima espécie mencionada na Tabela 2, o estudo de Santos
et al., (2017a) investigou as atividades antioxidante, antibacteriana, antiproliferativa e a
determinacdo do perfil quimico das amostras de geoprépolis provenientes da Bahia. De acordo
com 0s autores, os resultados se mostraram eficientes para todos os ensaios, dando destaque
para as atividades antibacterianas e para o efeito antiproliferativo. A fracdo em butanol
apresentou maior concentracdo de compostos fendlicos e propriedades antioxidantes, sendo
efetiva também na aplicacdo bacteriostatica e bactericida contra cepas de Pseudomonas
aeroginosa, Staphylococcus aureus e S. aureus resistente a meticilina. A fracdo hexanica
apresentou potencial antiproliferativo contra células da linhagem leucémica promielocitica

humana (HL-40) e células de linhagem leucémica mielocitica cronica humana (K562).
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Por fim, no que se trata da M. seminigra, oitava espécie descrita na Tabela 2, Silva et al.
(2013) investigaram os constituintes fenolicos e a atividade antioxidante da geopropolis
produzida por essa abelha no estado do Amazonas. No estudo foi observado a presenca de teores
de compostos fenolicos que indicaram atividade antioxidante e poder de reducdo de radicais
livres. Esse estudo corrobora com outros quando sugere que as espécies vegetais visitadas pelas
abelhas determinam os compostos presentes na geopropolis.

Ja a geoprépolis de M. seminigra obtida no estado do Para, foi avaliada por Oliveira et
al. (2012) que buscaram determinar o perfil quimico dos principais compostos volateis
presentes nas amostras. Segundo os autores, houve predominancia de dois compostos, que
juntos representam 37,7% do total e pertenciam a classe dos monoterpenos, classe de compostos
que tém propriedades aromaticas e sdo comumente encontrados em 6leos essenciais. Ademais,
Ferreira et al. (2019), em um estudo com a mesma espécie de abelha em mencéo, coletaram
amostras de geoprépolis em Santa Catarina para descrever 0s compostos quimicos e minerais
presentes no material. Os autores identificaram compostos da classe dos fenois, como os acidos
fenolicos, flavonoides e taninos. Ja os compostos minerais, como: aluminio, cromo, ferro,
potassio e selénio, também foram identificados nas amostras e estdo relacionados a presenca do
solo na geoprépolis, que, segundo a pesquisa, Sdo responsaveis por diversas funcGes
bioquimicas no organismo.

Por fim, conforme descrito na Tabela 2, o que se pode observar é que diversos estudos
buscaram identificar os compostos quimicos presentes em amostras de geopropolis da espécie
Melipona no Brasil, principalmente por serem abelhas nativas e manejadas em varias regides
do pais. Ainda, os compostos identificados apresentam as mais diversas propriedades,
beneficios e potenciais aplicacbes para a saude, que incluem a¢des antioxidantes (Silva et al.,
2013; Souza et al., 2013; Dutra et al., 2014; Ferreira et al., 2017; Santos et al., 2017a),
antimicrobianas (Campos et al., 2014; Cunha et al., 2013; Torres et al., 2018; Campos et al.,
2022), anti-inflamatdrias (Santos et al., 2017b; Lopes et al., 2019; Barboza et al., 2020) e
anticancerigenas (Cunha et al., 2013; Cunha et al., 2015; Santos et al., 2017a; Santos et al.,
2017b).

E inegével que a comunidade cientifica vem investigando o uso de produtos naturais e
seus compostos para a producdo de medicamentos que possam ser eficazes e seguros contra as

diversas enfermidades, principalmente em tratamentos contra o cancer (Sharma et al., 2010).
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2.3 Cancer

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Organizacdo das Nacoes
Unidas (ONU) e outros drgdos internacionais, o cancer representa a segunda principal causa de
morte em pais desenvolvidos e em desenvolvimento, isto é, 12,5% das mortes sdo provocadas
pelo cancer (Siegel et al., 2021; Bray et al., 2024). Estima-se que entre os anos de 2018 e 2040,
surjam 30 milhGes de novos casos, em ambos 0s sexos e em todas as faixas etéarias (Lopes-
Junior, 2021).

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional de Céancer (INCA), serdo
diagnosticados cerca de 704 mil novos casos entre 0s anos de 2023 e 2025. Ap6s o cancer de
pele ndo melanoma, que lidera com 483 mil casos, os canceres de mama feminina e prdstata se
destacam como os mais prevalentes, com 73 mil e 71 mil casos, respectivamente. Outros tipos
de cancer também apresentam alta incidéncia, como o célon e reto (45 mil casos), pulmao (32
mil), estbmago (21 mil) e cancer de colo do atero (17 mil casos) (Instituto Nacional de Cancer,
2023; Santos et al., 2023).

E importante destacar que entre 5% e 10% de todos os canceres podem ser atribuidos a
fatores genéeticos, enquanto 90% a 95% tém suas causas relacionadas a fatores ambientais e

estilo de vida, sugerindo que as neoplasias tém causas multifatoriais (Anand et al., 2008).
2.3.1 Fisiopatologia do cancer

Embora ndo se tenha uma causa unica, o desenvolvimento e o aumento dos casos de
cancer é atribuido, principalmente a causas externas, como habitos nutricionais, nivel
socioecondmico, estilo de vida, agentes fisicos (radiacdo ionizante e ndo ionizante), compostos
quimicos e agentes bioldgicos, tais como: Helicobacter pylori, virus Epstein Barr, virus do
Papiloma Humano (HPV) e virus da Hepatite B, Schistosoma haemotobium, Clonorchis
sinensis e Opisthorchis vivarium (Oliveira et al., 2007; Efared et al., 2022; Bashir; Khan, 2023).
O consumo excessivo de alcool, o tabagismo e a ingestdo de alimentos contaminados com
agrotoxicos, também sdo considerados responsaveis pelo desenvolvimento dos variados tipos
de neoplasias, assim como os fatores endégenos, que incluem os danos ao sistema imunoldgico
e as inflamacgdes sem causa definida, a configuragdo genética, a idade, o desequilibrio enddcrino
e as condicdes fisioldgicas do individuo (Oliveira et al., 2007).

Assim, para ilustrar as alteracdes morfoldgicas e funcionais das células tumorais, é

preciso, primeiramente, compreender o comportamento bioldgico das células normais, uma vez
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que estas coexistem em harmonia citoldgica, histoldgica e funcional no sentido da manutencao
da vida, determinadas pelo seu prdprio codigo genético (especificidade), e sdo agrupadas em
tecidos (Fontoura et al., 2021).

Para isso, as células usam de mecanismos intracitoplasmaticos que regulam seu contato
e sua permanéncia ao lado da outra, se reconhecendo, assim como controlando de seu
crescimento. Para que ocorra o crescimento celular, as células respondem as necessidades do
corpo, envolvendo um processo meticulosamente regulado, que implica no aumento da massa
celular, na duplicacdo do acido desoxirribonucleico (DNA) e na divisdo fisica das células em
células filhas idénticas (mitose) (Tesch; Partridge, 2022).

O ciclo de divisdo celular poder ser dividido em dois estagios: ciclo cromossémico e
ciclo citoplasmatico. No primeiro, a duplicacdo do DNA acontece durante a mitose, quando as
copias do genoma sdo duplicadas e entdo separadas. Em segundo e em paralelo, outros
componentes da célula dobram em quantidade, se alternando com citocinese, para que a celula,
como um todo, possa se dividir em duas. Esses dois processos necessitam que 0 centrossomo,
principal organizador de microtubulos, seja duplicado para formar dois polos do fuso mitético
(Videira et al., 2002).

Esse evento se processa por meio das fases conhecidas como G1 —S - G2 - M e GO,
que integram o ciclo celular. Na fase G1 (gap 1), a célula aumenta de tamanho e prepara seu
DNA para ser copiado (Almeida et al., 2005). Durante essa fase, a célula apresenta um ponto
de checagem préximo ao final de G1/S, controlado pela ciclina. Uma vez que a célula passa por
esse ponto, ela esta pronta para replicar seu DNA (Rivoire et al., 2006).

A fase S (sintese) ocorre a copia (replicacdo) do DNA, permitindo que a célula duplique
precisamente seus cromossomos. Caso ocorra copia incorreta ou lesdo do DNA, a célula ndo
passara pelo ponto de checagem G2/M, levando a parada do crescimento e apoptose
(senescéncia e morte programada) induzido pelo gene p53 (Rivoire et al., 2006).

Seguindo para a fase G2 (gap 2), apds a replicacdo dos cromossomos, a célula se prepara
para entrar na fase M (mitose), fase essa em que a célula-mée, aumentada, finalmente se divide
ao meio para produzir duas células-filhas com nimero igual de cromossomos (Almeida et al.,
2005). Apos a producao das celulas-filhas, dependendo de suas funcGes, elas imediatamente,
entram em fase G1, podendo reiniciar o ciclo celular ou passar para a fase GO, quando
apresentam menor atividade metabolica, representando um longo periodo de repouso (Rivoire
et al., 2006).

Nas células normais, a existéncia de fatores regulatérios chaves para 0s processos

bioldgicos, realizam o controle genético, a inducdo do crescimento celular e, também, a
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progressao pelo ciclo cromossémico, portanto esses fatores regulatdrios estdo diretamente
relacionados com a estimulacdo da proliferacdo e divisdo celular (Videira et al., 2002).

O controle genético € desempenhado por classes de genes e fatores especificos
conhecidos como: oncogenes, que Sao genes normais, responsaveis pelo aumento nas taxas de
proliferacdo celular e na inibigéo da apoptose, e 0s genes supressores de tumor, que atuam
durante a divisdo celular, nos reparos de erros no DNA e no processo de apoptose celular, e os
fatores de crescimento, que atuam regulando a proliferagéo celular, a manutencéo da viabilidade
dessas células, sua diferenciacéo, a ativacio da resposta inflamatdria e o reparo tecidual. E
importante ressaltar que a secrecdo anormal de fatores de crescimento resulta em doengas
caracterizadas por resposta celular proliferativa (Videira et al., 2002).

Existem uma variedade desses reguladores que controlam a diferenciacgéo e proliferacdo
celular normal, assim sendo, eles funcionam como fatores de crescimento — transmitem sinais
de uma célula para a outra, receptores de fatores de crescimento — proteinas localizadas na
superficie da célula, transdutores de sinais celulares — emissor de moléculas que desencadeiam
séries de reacOes de fosforilacdo no interior da célula, enviando mensagens ao nucleo, e fatores
de transcricdo nuclear — regulam a atividade dos genes controladores do crescimento e
proliferacdo celulares, interagindo com os eventos da transdugdo de sinais. S&o exemplos de
oncogenes 0 ERBB (Receptor de Proteina Tirosina Quinase), ABL (Proteina Tirosina Quinase
ABL) e MYC (Proteina do Fator de Transcricdo MYC), dentre outros (Kontomanolis et al.,
2020).

As mutacbes que levam a ativacdo dos oncogenes podem ser de dois tipos: diferencas
na estrutura da proteina codificada e desregulacdo da expressao proteica. Essas alteragdes nos
genes que influenciam o comportamento ou a forma como as proteinas codificadas sdo
estruturadas, aparecem em ceélulas cancerosas como oncogenes ativados. Quando esses
oncogenes sao formados, eles impulsionam a multiplicacdo celular desordenada e assumem um
papel fundamental na patogénese do cancer (Almeida et al., 2005; Kontomanolis et al., 2020).

As mutacOes levam 0 oncogene a expressar em excesso sua proteina estimuladora de
crescimento ou produzir uma forma mais ativa. Os genes supressores tém a fungéo de inibirem
esse processo de divisao celular descontrolado, porém, quando estéo inativados por mutagdes,
eles contribuem para o desenvolvimento do céncer. Ou seja, hd perda da acdo de genes
supressores funcionais, privando a célula de controles fundamentais para a inibicdo de
crescimento inapropriado (Rivoire et al., 2006).

Os oncogenes sdo frutos de genes que sofreram mutacgdes, oriundos dos proto-

oncogenes, e sdo responsaveis pelo processo de malignizacdo das células, atuando em mutacdes
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de ganho de funcédo que leva a desregulacdo do controle do ciclo celular. Essas mutagdes sao
somaticas e levam ao desenvolvimento de canceres (Lopes et al., 2017). Esse desenvolvimento
é conhecido como carcinogénese ou oncogénese, caracterizado como um processo lento e
gradual, que pode levar varios anos para que seja detectado (Almeida et al., 2005)

Sobre o processo de oncogénese, Hanahan e Weinberg (2011) descreveram as seis
alteracdes essenciais na fisiologia celular que ditam o crescimento da malignidade, que séo: I.
autossuficiéncia em crescimento, Il. insensibilidade aos sinais de crescimento (inibidores de
crescimento — inativacdo de genes supressores de tumor), Ill. evasdo da morte celular
programada (apoptose), IV. potencial de replicacdo ilimitado (imortalidade celular), V.
angiogénese sustentada e VI. invasdo tecidual e metéstase. O processo inicial de um cancer
perpassa pelos estagios de iniciacdo, estagio de promocdo e estagio de progressao (Almeida et
al., 2005).

O estagio de iniciacdo é o estadgio em que a célula normal sofre danos em seu DNA,
passando a produzir uma célula mutada, e esse dano pode ter ocorréncia por meio das interagdes
com os carcinogénicos. Durante a proliferacdo celular, as muta¢es também podem ocorrer
devido ao reparo incorreto do DNA, resultando em células iniciadas espontaneamente
(mutadas). Nessa fase, as células se encontram geneticamente alteradas, portanto, ainda néo é
possivel a detec¢do clinica do tumor (Tanaka et al., 2013).

No estadgio de promocdo, apds as modificacdes genéticas, compostos fisioldgicos
enddgenos podem ativar o crescimento clonal seletivo da célula iniciada por meio do processo
de promocdo tumoral, classificados como onco-promotores. Esse processo ndo é direto ou
prejudicial ao DNA, mas esta diretamente ligado a modulacdo de expressao génica, resultando
no aumento do numero de células por meio da divisdo celular e diminuicdo da morte por
apoptose. A célula iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual, e para
que ocorra essa transformacao, o contato continuo com o agente cancerigeno promotor promove
essas alteracBes, mas havendo a suspensdo do contato, o processo de transformacgdo é
interrompido nesse estagio (Almeida et al., 2005; Tanaka et al., 2013).

O estagio de progressdao é a Ultima etapa e se caracteriza pela multiplicacdo celular
descontrolada, envolvendo danos adicionais ao genoma, e ao contrario do estagio anterior, é
um processo irreversivel. Nesse estagio, o tumor ja esta instalado e apresentando as primeiras
manifestacdes clinicas (Almeida et al., 2005). A partir das primeiras manifestac6es clinicas, a
buscar pelo tratamento para a doenca € indispensavel, uma vez, que o cancer é classificado de
acordo com o tipo de célula normal a qual se originou, e ndo de acordo com o tecido para qual
se espalhou (Lima Filho et al., 2020).
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2.3.2 Cancer de mama

E o tipo mais comum de cancer entre mulheres no mundo, apresenta, atualmente,
estimativas de diagnostico de cerca de 73.610 novos casos em mulheres no Brasil (Instituto
Nacional de Céncer, 2023b). Relativamente raro antes dos 35 anos, a incidéncia aumenta
progressivamente apds os 50 anos, porém, a idade ndo é o Unico fator de risco. A menarca antes
dos 12 anos, o histdrico familiar, a gravidez apos os 30 anos, o excesso de gordura corporal e 0
consumo de alcool também séo fatores de risco (Rocha et al., 2020). Exposic¢édo prolongada ao
estrogénio, terapia hormonal e alta densidade maméria também contribuem para o
desenvolvimento da patologia. Habitos saudaveis como exercicios regulares e dieta equilibrada
podem auxiliar na prevencdo (Rocha et al., 2020; Neres et al., 2024).

O diagndstico precoce é crucial para aumentar as chances de cura e reduzir a morbidade
do tratamento. Infelizmente, muitos casos no Brasil sdo diagnosticados em estagios avangados,
com tumores grandes e metastaticos (Thuler; Mendonca, 2005; Castaneda et al., 2019). Embora
programas de rastreamento, como a mamografia, sejam essenciais, muitas mulheres ainda tém
acesso limitado a esses servicos, especialmente em regides com menor desenvolvimento
socioecondmico (Ramos et al., 2018).

Os tipos mais comuns de cancer de mama incluem o Carcinoma Ductal Invasivo (CDI),
representando 80% dos casos, e o Carcinoma Lobular Invasivo (CLI) com 8% dos casos (Guo
etal., 2019; Hassan et al., 2019; Goransson et al., 2023). O Carcinoma Misto (Ductal/Lobular)
corresponde a cerca de 7% dos casos, enquanto tipos especiais, como Carcinoma Medular,
Mucinoso, Tubular e Papilar, somam os 5% restantes (Morales et al., 2020; Rabinovich et al.,
2020; Zhang et al., 2022; Gogoi et al., 2023).

Tanto o Carcinoma Ductal Invasivo quanto o Carcinoma Lobular Invasivo sao tipos de
cancer de mama que se originam em células diferentes e apresentam padrdes de crescimento
distintos. Enquanto o CDI se origina nos ductos mamarios e tende a formar massas palpaveis
(Guo et al., 2019), o CLI se origina nos I6bulos mamarios e se espalha de forma difusa,
dificultando sua deteccdo (Hassan et al., 2019).

Apesar dessas diferencas, ambos séo canceres invasivos, ou seja, as células cancerigenas
tém potencial para romper a parede do tecido original e espalhar-se pelo corpo. O tratamento
geralmente inclui cirurgia, quimioterapia, radioterapia e terapia hormonal, variando conforme
0 estdgio da doenga e as caracteristicas do tumor (Harake; Maxwell; Ssukumar, 2001; Moura;
Carvalho; Bacchi, 2015; Castaneda et al., 2019).
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A avaliacdo de biomarcadores como HER2, receptores hormonais (estrogeno e
progesterona) e proteina p53 € essencial para determinar o prognostico e orientar o tratamento
de CDI e CLI (Coradini et al., 2002; Neagu et al., 2023). No CDI, a superexpressao de HER2
ocorre em 15-20% dos casos, enquanto no CLI € menos comum. Receptores hormonais sao
encontrados em 60-70% dos casos de CDI, mas sdo menos frequentes no CLI. A mutacgéo da
proteina p53, que normalmente protege contra tumores, aparece em pelo menos 30% dos casos
de CDI e é menos frequente no CLI (Coradini et al., 2002; Guo et al., 2019; Neagu et al., 2023).
A E-caderina, responsavel pela adeséo celular, € expressa na maioria dos CDIs, mas quase
sempre ausente no CLI, contribuindo para o crescimento difuso e a deteccdo precoce dificil
(Neagu et al., 2023).

Além dos tipos mais prevalentes, CDI e CLI, existem carcinomas especiais menos
comuns, como 0s medulares, mucinosos, tubulares e papilares, que possuem caracteristicas
morfologicas e moleculares distintas, geralmente associadas a um prognostico mais favoravel.
O Carcinoma Medular é notavel por sua aparéncia macia e carnuda, semelhante a medula dssea.
Apesar da rapida proliferacdo das células tumorais, hd menor probabilidade de disseminacéo
para os ganglios linfaticos (Morales et al., 2020). O Carcinoma Mucinoso produz grandes
quantidades de mucina, um liquido viscoso que envolve as células tumorais, resultando em
crescimento lento e prognostico positivo (Rabinovich et al., 2020).

O Carcinoma Tubular é caracterizado pela formacdo de estruturas tubulares,
semelhantes aos ductos mamarios normais (Zhang et al., 2022), enquanto o Carcinoma Papilar
forma projecdes semelhantes a dedos dentro dos ductos, € € mais comum em mulheres pos-
menopausa (Gogoi et al., 2023). Ambos apresentam crescimento lento e baixa probabilidade de
metastase.

Em contraste com esses subtipos menos agressivos, o carcinoma ductual invasivo deu
origem a importantes ferramentas para pesquisas in vitro: as linhagens celulares MCF-7 e
MDA-MB-231. A linhagem MCF-7, isolada de um derrame pleural metastatico, expressa
receptores de estrogénio e progesterona, o que a tornando um modelo celular sensivel a
hormdnios (Zhang et al., 2020). Essa caracteristica permite investigar o papel da sinalizagdo
enddcrina na progressao do cancer de mama e na resposta a terapias hormonais (Comsa;
Cimpean; Raica, 2015; Lee; Oesterreich; Davidson, 2015).

A MDA-MB-231 apresenta o fenétipo “triplo negativo”, ou seja, ndo expressa
receptores de estrogénio, receptores de progesterona e proteina HER2 (Neagu et al., 2023). Essa

caracteristica a torna um modelo para estudo de subtipos mais agressivos de cancer de mama,
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com prognostico desfavoravel, e para a avaliacdo de novas abordagens terapéuticas (Zhang et
al., 2020).

Ambas as linhagens sdo frequentemente utilizadas em estudos in vitro para investigar
0s mecanismos moleculares do cancer de mama, testar a eficacia e toxicidade de drogas e
avaliar o impacto de disruptores enddcrinos no desenvolvimento e progressdo do cancer de

mama (Lee; Oesterreich; Davidson, 2015; Zhang et al., 2020; Hermansyah et al., 2022).
2.3.3 Cancer de figado

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular ¢ um tipo de cancer que também
representa um desafio para a satde publica (Cukier et al., 2022), pois € um cancer com alta
incidéncia, sendo o sexto tipo mais comum no mundo e o terceiro mais mortal, com uma taxa
de sobrevida de 5 anos. O diagnostico geralmente ocorre em quando a neoplasia estad em
estagios avangados (Yousef; EI-Fawal; Abdelnaser, 2020).

No Brasil, o Instituto Nacional de cancer estima que serdo diagnosticados 10.700 novos
casos de hepatocarcinoma, sendo 6.390 em homens e 4.310 em mulheres (Instituto Nacional de
cancer, 2023c).

Os principais tipos de cancer de figado sdo: carcinoma hepatocelular, mais comum em
adultos, se origina nos hepatocitos e esta associado a doencas hepaticas cronicas;
colangiocarcinoma intra-hepatico, € menos comum gue o anterior, se origina nos ductos biliares
do figado; angiossarcoma e hemangiossarcoma, tipos raros de tumores, que se originam nos
vasos sanguineos hepaticos, sdo de crescimento rapido e dificeis de tratar; por fim, o
hepatoblastoma, comum em criancas, sao originados nas células embrionérias do figado e séo
trataveis com cirurgia e quimioterapia (Yousef; El-Fawal; Abdelnaser, 2020; Cukier et al.,
2022).

Ele pode ser de dois tipos: primario, que inicia no préprio 6rgdo, e secundario ou
metastatico, tendo origem em outro 6rgéo, e com a evolugdo da doenca, acomete o figado. O
tipo secundario esta frequentemente relacionado com tumores malignos no intestino grosso ou
reto, e essa forma agressiva ocorre em mais de 80% dos casos (Chedid et al., 2017; Instituto
Nacional de Cancer, 2023c).

Diversos fatores de risco podem contribuir para o desenvolvimento do hepatocarcinoma,
como as infecgdes cronicas pelos virus das hepatites B e C (principal causa em todo o0 mundo),

esquistossomose, exposicao a toxinas fungicas, esteatose hepatica nao alcoolica (gordura no
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figado), excesso de gordura corporal e abuso de alcool (Raza et al., 2019; Taniai, 2020;
Wangensteen; Chang, 2021; Instituto Nacional de Cancer, 2023c; Von Bilow et al., 2024).

As infecgdes virais cronicas da hepatite B e C sdo importantes fatores de risco para o
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (Chedid et al., 2017). O virus da hepatite B
(VHB) pode se integrar ao genoma humano, afetando a carcinogénese atraves de mecanismos
de ativacgdo cis e trans e induzindo necroinflamacdo hepatica e fibrose/cirrose (Cheng; Chan,
2012; Chedid et al., 2017; Cukier et al., 2022). Os fatores virologicos como alta carga viral,
genétipo C do VHB e mutacdes no promotor do core basal aumentam o risco de
hepatocarcinoma (Cheng; Chan, 2012; Wangesnsteen; Chang, 2021). O virus da hepatite C
(VHC), que ndo se integra ao genoma do hospedeiro, contribui para a hepatocarcinogénese
através da necroinflamacao hepatica e cirrose, bem como alterando o metabolismo lipidico e as
vias de transducdo de sinal (Lee et al., 2009; Cheng; Chan, 2012; Wangensteen; Chang, 2021).

Ambos os virus, VHB e VHC, também estdo ligados ao desenvolvimento do
colangiocarcinoma intra-hepético, indicando processos compartilhados de carcinogénese e
potencial origem em células progenitoras hepaticas (Lee et al., 2009). Além disso, a presenca
do gene do VHB em pacientes com lesdo hepatica cronica associada ao VHC parece promover
a hepatocarcinogénese (Yousef; El-Fawal; Abdelnaser, 2020; Wangensteen; Chang, 2021).

Por tanto, fatores virais, hospedeiro e ambientais provavelmente interagem para
promover a oncogénese. O VHB e o VHC séo fatores de risco bem estabelecidos para o
hepatocarcinoma, operando através de mecanismos diretos e indiretos. A infeccdo viral crénica
leva a inflamacdo e danos no figado, culminando em cirrose, que € o penultimo passo na
progresséo do carcinoma hepatocelular (Wangensteen; Chang, 2021; Cukier et al., 2022).

O tratamento antiviral e o rastreamento do hepatocarcinoma em individuos de risco sdo
considerac@es clinicas cruciais para reduzir o risco de desenvolvimento do cancer (Vezali et
al., 2011; Wangensteen & Chang, 2020).

A esquistossomose é um fator de risco para o desenvolvimento de hepatocarcinoma,
conforme evidenciado pela correlacdo entre a infec¢do por Schistosoma e 0 aumento no risco
de carcinoma hepatocelular (Palumbo, 2007; Chai; Jung, 2024). Estudos demonstram que a
esquistossomose, especialmente por S. japonicum, aumenta o risco de hepatocarcinoma,
possivelmente potencializando infecgdes pelos virus da hepatite B e C (Sheng et al., 2024). Essa
relacdo é reforcada por analises moleculares e bioinformaticas, além de relatos de caso, como
a ocorréncia simultdnea de carcinoma hepatocelular e colangiocarcinoma em paciente com
esquistossomose (Palumbo, 2007; Zaghloul; Gouda, 2012; Sheng et al., 2024). Em relagéo ao

S. mansoni, evidéncias apontam uma ligacdo ao hepatocarcinoma, também aumentada por



41

infecgBes pelos virus da hepatite B e C. Estudos no Brasil identificaram fibrose hepatica
esquistossomotica em 6 pacientes com hepatocarcinoma submetidos a transplante de figado,
sem outros fatores de risco (Filgueira et al., 2018). Estudos em modelos animais mostram que
S. mansoni pode acelerar a oncogénese quando combinado com infeccdo por hepatite C ou
carcindgenos (Filgueira et al., 2018; VVon Bilow et al., 2024).

A exposicao a toxinas fungicas, especialmente as aflatoxinas, tem uma forte relagdo com
o desenvolvimento de hepatocarcinoma, ja que essas toxinas sdo consideradas carcindgenos do
tipo | e sua interacdo com fatores genéticos levam ao desenvolvimento do cancer de figado
(Long et al., 2018). Essas toxinas induzem danos ao DNA, que incluem quebras de fita, danos
oxidativos e mutacdes génicas, por isso a exposicdo as aflatoxinas estd completamente
envolvida na sequéncia patologica do hepatocarcinoma, desde a lesdo hepatica crénica até os
estagios iniciais do cancer (Long et al., 2018; Chong, 2022; Dhakal; Hashmi; Sbar, 2023).

A esteatose hepética ndo alcodlica esta associada ao desenvolvimento do carcinoma
hepatocelular, sendo um fator de risco emergente para este cancer primario do figado
(Degasperi; Colombo, 2016; Raza et al., 2019). A progressdo da esteatose hepatica para o
hepatocarcinoma envolve lipotoxicidade, estresse oxidativo, inibicdo da autofagia hepatica e
inflamacédo (Raza et al., 2019).

O acumulo de gordura nos hepatocitos, tipico da esteatose hepatica esta frequentemente
ligada a obesidade, diabetes mellitus e sindrome metabdlica, que promovem a oncogénese via
remodelacdo de adipdcitos, secrecdo de adipocinas, lipotoxicidade e resisténcia a insulina
(Shetty et al., 2015; Udoh et al., 2021). O aumento do risco de hepatocarcinoma na esteatose
hepética ndo alcodlica representa um desafio para as estratégias de vigilancia, especialmente
devido & ocorréncia de carcinoma hepatocelular ndo cirrético (Thomas et al., 2024).

Por fim, outro importante fator de risco para o desenvolvimento do carcinoma
hepatocelular é o consumo excessivo de alcool (Burra; Zanetto; Germani, 2018). Esse consumo
em excesso pode resultar em uma série de alteracdes hepaticas, levando ao desenvolvimento de
esteatose, hepatite aguda/cronica e cirrose, mostrando que o abuso de alcool aumenta o risco de
hepatocarcinoma em 3 a 10 vezes (Matsushita; Takaki, 2019).

O élcool pode induzir a carcinogénese hepatica por meio de diversos mecanismos,
incluindo a deplecéo de retinodides hepaticos (Matsushita; Takaki, 2019), os efeitos mutagénicos
do acetaldeido (Taniai, 2020), o estresse oxidativo gerado pelo acimulo de ferro no figado e a
aceleracdo da tumorigénese induzida pelos virus da hepatite B e C (Burra; Zanetto; Germani,
2018; Matsushita; Takaki, 2019; Seo et al., 2019).
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Dada a gravidade do hepatocarcinoma e a influéncia de multiplos fatores de risco em
relacdo a patogenicidade, pesquisas in vitro sdo essenciais para aprofundar a compreensdo da
doenca e desenvolver novas terapias. Nesse contexto, a linhagem celular HepG2, derivada de
hepatocarcinoma humano, tem se mostrado uma ferramenta frequentemente utilizada em
estudos in vitro (Liu et al., 2021).

A linhagem HepG2 exibe caracteristicas de malignidade (Shi et al., 2023), tornando-a
um modelo adequado para uma variedade de estudos, como: investigacdo dos mecanismos
moleculares do cancer, compartilhando caracteristicas moleculares com células cancerigenas in
vivo, como a suscetibilidade a apoptose, sensibilidade ao estresse oxidativo e capacidade de
resposta a vias apoptoticas intrinsecas e extrinsecas (Rajivgandhi et al., 2019; Shi et al., 2023;
Ibrahim et al., 2024); desenvolvimento de medicamentos, permitindo a triagem em larga escala
de potenciais farmacos anticancerigenos, avaliando sua eficacia e toxicidade in vitro (Ibrahim
et al., 2024); e estudos de mecanismos de acdo de drogas, ao elucidar os mecanismos
moleculares pelos quais os medicamentos atuam, fornecendo informagdes valiosas para o

desenvolvimento de terapias eficazes (Shi et al., 2023).
2.3.4 Tumor cerebral

Tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) representam de 1,4 a 1,8% de todos 0s
tumores malignos no mundo, e cerca de 88% desses tumores de SNC estdo localizados no
cerebro (Instituto Nacional de Cancer, 2022a).

Os tumores do SNC sdo neoplasias solidas e sdo classificados em trés subgrupos
principais: gliomas (tumor cerebral mais comum em adultos), tumores embrionarios (comum
em criancas) e tumores ependimarios (originario de células ependimarias, podem ocorrer em
qualquer idade) (Ordéfez-Rubiano et al., 2018; Vasiljevic, 2018). Dentro do subgrupo dos
gliomas sdo encontrados os astrocitomas, geralmente comuns e variam de grau — | (menos
agressivo) a IV (altamente agressivo), oligodendrogliomas, menos incidentes e se originam nos
oligodendrdcitos, e oligoastrocitomas, originados nas células ependimaérias, revestem o0s
ventriculos cerebrais e o canal central da medula espinhal (Reddy et al., 2023).

Relacionado ao tipo comum e altamente agressivo do SNC, o glioblastoma é o principal
responsavel pela morte de pacientes com tumores cerebrais primarios (Pan; Magge, 2020). O
glioblastoma é conhecido por um progresso intracraniano devastador e de prognostico

extremamente desfavoravel, relacionado a uma sobrevida de menos de 2 anos apés o
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diagnostico e altamente invasivo e resistente a terapia (Basmaci et al., 2013; Malik, 2021,
Mooney et al., 2021).

Embora o glioblastoma ocorra com maior frequéncia na regido supratentorial do
cérebro, ele pode surgir em outras areas do SNC, como o cerebelo (4% dos casos) (Yalamarty
et al., 2023) e a medula espinhal (1 a 3% dos casos) (Chen et al., 2022).

A fisiopatologia do glioblastoma envolve diversos mecanismos moleculares e celulares
complexos, como a proliferacdo descontrolada, invasividade e angiogénese (Afshari;
Mollazadeh; Sahebkar, 2020; Gupta et al., 2023; Sarkar; Patranabis, 2024). Vias de sinalizacdo
como a PI3K/Akt, MAPK, Nanog, STAT3 e Wnt, estdo envolvidas na progresséo e invasao do
glioblastoma (Khabibov et al., 2022; Karkon-Shayan et al., 2023), enquanto processos
bioldgicos anti-apoptoticos, autofagia e angiogénese promovem sua malignidade (Karkon-
Shayan et al., 2023).

O glioblastoma apresenta alteracdes genéticas e epigenéticas significativas, com fatores
de transcricdo desregulados ou mutados resultando em expressdo génica aberrante, que
promovem a iniciacdo, progressdo e resisténcia do tumor as terapias convencionais
(Papavassiliou; Papavassiliou, 2022). Estudos mais recentes relacionam a presenca de RNAs
circulares como importantes reguladores da patogénese do glioblastoma, atuando
principalmente como esponjas de microRNAs (Zhang et al., 2023).

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento do glioblastoma ainda nédo estéo
completamente estabelecidos, mas fatores como a etnia e a localizacdo geogréafica parecem
influenciar (Urbanska et al., 2014), a faixa etaria (incidéncia em adultos entre 40 e 60 anos)
(Ghani et al., 2022), a predisposicdo genética hereditaria (Ejma et al., 2014; Urbanska et al.,
2014), os horménios sexuais, as infeccBes virais e a exposi¢do a radiacdo ionizante é fator de
risco com maior nivel de evidéncia (Urbanska et al., 2014; Instituto Nacional de Céancer, 2022a,
2022b).

Frequentemente descrito como “o tumor mais agressivo originado no sistema nervoso
central” (Ortiz-Pla et al., 2016), o glioblastoma representa um desafio significativo no campo
da neuro-oncologia. Embora sua ocorréncia comum seja no cérebro, locais como medula
espinhal e cerebelo sdo raras, mas podem ali se desenvolver, reforcando a importancia de
considerar o glioblastoma no diagnostico diferencial de tumores em diferentes regides do SNC
(Caro-Osorio et al., 2018). O tratamento do glioblastoma envolve uma abordagem multimodal,
incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia. No entanto, o progndstico permanece

desafiador, enfatizando a necessidade de pesquisas continuas para o desenvolvimento de
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melhores estratégias de tratamento (Ramirez et al., 2013; Afshari; Mollazadeh; Sahebkar, 2020;
Gupta et al., 2023; Sarkar; Patranabis, 2024).

Diante desse cenario, a linhagem celular U251, derivada do glioblastoma humano, surge
como uma ferramenta de modelo in vitro para aprofundar a compreensdo da neoplasia e
impulsionar o desenvolvimento de novas terapias (Urbanska et al., 2014; Papavassiliou;
Papavassiliou, 2022).

A linhagem U251 é utilizada em pesquisas para investigar a eficacia de novos farmacos,
avaliando a atividade antitumoral, nos mecanismos moleculares do glioblastoma, permitindo
investigar os processos celulares e moleculares que impulsionam o crescimento e invasdo do
glioblastoma e na busca por novas estratégias terapéuticas, servindo de plataforma para testar
novas abordagens de tratamento, como as terapias-alvo e as imunoterapias. Seu uso em
pesquisas in vitro é essencial para compreensdo desse tumor cerebral e desenvolver tratamentos
mais eficazes (Ortiz-Pla et al., 2016; Neves et al., 2017; Caro-Osorio et al., 2018; Cavalheiro et
al., 2023).

2.3.5 Tratamentos

Como o céncer é uma doenca complexa e multifacetada, estratégias foram
desenvolvidas para combater as diversas neoplasias, que inclui as estratégias convencionais:
cirurgia, quimioterapia e radioterapia, e mais recentemente foram desenvolvidos métodos como
imunoterapia, terapias hormonais e terapias alvo (Pucci; Martinelli; Ciofani, 2019; Wang et al.,
2020; Li et al., 2022)

Os métodos convencionais de tratamento do céancer (cirurgia, quimioterapia e
radioterapia), apresentam varias limitac6es, que incluem excisdo incompleta do tumor, baixa
eficacia terapéutica, efeitos colaterais graves e desenvolvimento de resisténcia a terapia (Li et
al., 2022).

O procedimento cirargico permanece como uma abordagem importante no tratamento,
especialmente para tumores sélidos localizados e em estagios iniciais, apresentando vantagem
curativa quando o tumor € completamente removido, porém, embora seja eficaz, ndo é possivel
para todos os casos de cancer, além de ser limitada a localizacao e extensdo do tumor, podendo
resultar em remocdo incompleta, levando a recorréncia da doenca (Baskar et al., 2012).

Além disso, tratamentos sisttmicos, como a quimioterapia e a radioterapia, enfrentam
desafios relacionados a toxicidade sistémica e a baixa disponibilidade dos farmacos, levando a
complicagdes que dificultam sua eficacia (Yang et al., 2020).
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A quimioterapia, por exemplo, tem como objetivo destruir as células cancerosas por
meio de medicamentos citotoxicos, que sdo administrados por via intravenosa, oral ou
intratecal. Essa técnica pode ser utilizada antes da cirurgia (neoadjuvante), apos a cirurgia
(adjuvante) ou como tratamento principal (Li et al., 2022). No entanto, apesar desses agentes
serem capazes de atacar as células em rapida divisdo, o uso de quimioterapicos apresenta baixa
solubilidade, metabolismo acelerado e incapacidade de atingir especificamente o local das
células tumorais, resultando em efeitos colaterais sisttmicos severos, como nauseas, fadiga,
queda de cabelo e danos aos oOrgdos, além de resisténcia adquirida aos medicamentos,
sucedendo em recaidas e progressdo da doenga (Pial et al., 2022).

Relacionado a radioterapia, técnica que utiliza de radiacdo ionizante para destruir as
células de cancer, séo utilizados dois métodos de entrega da radiacdo na localizac¢do do tumor:
radioterapia externa (teleterapia) e braquiterapia (fonte de radiacdo préxima ao tumor). A
radioterapia pode ser utilizada como tratamento principal, adjuvante ou paliativo (Benavente et
al., 2020; Debela et al., 2021). Embora os resultados sejam eficazes na reducdo do volume
tumoral, a radioterapia pode induzir danos as células saudaveis adjacentes e desencadear efeitos
colaterais indesejados, como fadiga e problemas de pele, além de afetar negativamente a fungéo
imunolégica do paciente (Liao et al., 2021).

Assim, visando mitigar os efeitos no sistema imunoldgico dos pacientes com cancer, um
dos métodos mais atuais de tratamento contra as neoplasias, a imunoterapia emergiu como uma
estratégia promissora, pois estimula o sistema imunoldgico do paciente a induzir uma resposta
sistémica, reconhecendo e destruindo as células cancerigenas. Alguns exemplos incluem a
utilizacdo de anticorpos monoclonais (anti-CTLA-4 e anti-PD-1), vacinas terapéuticas
(compostas por células dendriticas apresentadoras de antigenos tumorais) e terapias celulares
(células T modificadas), e sdo indicadas para diversos tipos de neoplasias, especialmente
aquelas em estagios avancados (Marshall; Djamgoz, 2018). A exemplo da terapia com células
T modificadas (células T CAR), sdo utilizadas células do sistema imunol6gico do préprio
paciente, que sofrem, por meio de modificacbes genéticas de células T, alta especificidade
contra as células de cancer (Wang et al., 2020). Outra vantagem dessa abordagem terapéutica é
a presenca de menos efeitos colaterais em comparacdo as técnicas convencionais contra 0
cancer, como por exemplo a quimioterapia, em que os planos de tratamento s&o
individualizados, abordando as caracteristicas bioldgicas Unicas do cancer de cada paciente
(Chodon et al., 2018; Daei Sorkhabi et al., 2023). Embora a imunoterapia ofereca perspectivas

promissoras, as limitacGes dessa técnica incluem respostas variaveis entre 0s pacientes, riscos
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de efeitos colaterais imunes e evasdo imunoldgica por parte das células de cancer (Marshall;
Djamgoz, 2018).

A terapia hormonal também surgiu como uma alternativa interessante no tratamento
contra alguns tipos de neoplasias, como o cancer de mama e de prostata, que sdo hormonio-
dependentes, reduzindo ou blogueando, assim o crescimento das células cancerigenas. A
vantagem dessa técnica reside em poder ser eficaz no controle do crescimento tumoral, na
prevencdo de recorréncias e metastases, porém efeitos colaterais relacionados ao desequilibrio
hormonal séo limitacdes a serem consideradas (Chodon et al., 2018; Benavente et al., 2020).

Por fim, as terapias-alvo, sdo esquemas medicamentosos que atuam em alvos
moleculares especificos, envolvidos no desenvolvimento e progressdao do cancer, como
mutacdes genéticas, vias de sinalizacdo celular e angiogénese. Essa técnica tem demonstrado
resultados promissores em diversos tipos de neoplasias, geralmente ap0s ensaios genéticos para
identificacdo de alvos moleculares, como o cancer de pulméo e o melanoma (Cerezo; Rocchi,
2020). A utilizagdo de terapia-alvo revela potencial de abordagem personalizada, maior
especificidade contra as células de cancer, melhorando a eficacia do tratamento, e minimizando
os efeitos adversos, especialmente quando combinada com estratégias imunoterapicas, mas,
infelizmente, limitagbes como alto custo e desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos
sdo obstaculos (Zhang; Chen, 2018).

Sendo assim, buscando abordagens terapéuticas eficazes e com possibilidade de
minimizar os efeitos adversos dos diversos tratamentos contra o cancer, atualmente existem
pesquisas voltadas para o uso de produtos naturais (Sharma et al., 2010), com foco em
potencializacéo dos tratamentos convencionais, como a reducao dos efeitos colaterais, aumento
da eficacia da terapia alvo e melhora da resposta imunolégica em combinacdo (Hajjar et al.,
2017), e abordagens terapéuticas independentes, como acdo citotoxica direta em ceélulas
tumorais, inibicdo da angiogénese e inducdo de apoptose em células cancerigenas (Prabhu et
al., 2019).

Portanto, identificar os mecanismos de agdo dos produtos naturais (compreender
atuacdo a nivel molecular) podem auxiliar nos tratamentos convencionais, 0s potencializando
ou complementando, assim como investigar a biodisponibilidade e farmacocinética desses
produtos (absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo) para otimizar a administragdo e
dosagem, séo fatores criticos a serem considerados (Kure et al., 2019; Huang et al., 2023).

Por fim, as fontes naturais seguem disponiveis e oferecem possiblidades de encontrar
compostos de interesse terapéutico. Varios compostos derivados desses produtos naturais estdo

em fase de testes clinicos (Newman; Cragg, 2016).
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2.4  Cancer e geopropolis

O estudo com produtos naturais teve um grande desenvolvimento no século XX,
especialmente na area da oncologia, propiciando a descoberta e identificacdo de diversas
substancias que sdo utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica. Cerca de 60% dos
medicamentos anticancer que se entraram em uso nas Ultimas décadas sdo derivados de
produtos naturais, como por exemplo a vimblastina e vincristina (alcaloides isolados da planta
Catharanthus roseus), Etoposideo e Teniposideos (derivados da podofilotoxina, substancia
encontrada em plantas do género Podophyllum) e Topotecano e Irinotecano (sdo derivados da
camptotecina, substancia encontrada na planta (Camptotheca acuminata) (Costa-Lotufo et al.,
2010).

Esses farmacos sdo apenas alguns exemplos de como os produtos naturais tém
contribuido para o desenvolvimento de novos tratamentos contra o cancer. No entanto, €
importante ressaltar que, embora esses medicamentos sejam derivados de produtos naturais,
eles sdo produzidos e administrados sob rigorosos padrdes farmacéuticos e médicos (Kure et
al., 2019).

Os produtos naturais continuam sendo uma fonte rica e diversificada de moléculas
bioativas com potencial farmacoldgico, a exemplo dos varios estudos que tém explorado o
potencial antitumoral da geoprdpolis por meio de ensaios in vitro em linhagens celulares
tumorais, humanas e animais, e tais estudos indicam que a geoprépolis possui efeitos
citotoxicos contra diversas células cancerigenas (Cinegaglia et al., 2013; Campos et al., 2014).

Os estudos destacam ainda que os principais mecanismos pelos quais a geopropolis
interfere nas células tumorais sdo por meio dos efeitos na inibi¢do do crescimento celular e a
apoptose (Sforcin, 2007). Os principais dados das atividades antitumorais de geopropolis de
abelhas sem ferréo estdo sumarizados na Tabela 3.



Tabela 3. Atividade antitumoral dos extratos de geopropolis em linhagens celulares tumorais in vitro
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Espécies
1. Melipona fasciculata
Origem Extrato Células tumorais Resultados Referéncia
. Citotoxicidade tempo-dependente e dose- (Cinegaglia
Osteossarcoma canino (OSA) dependente etal., 2013)
Carcinoma epidermoide de laringe Efeito inibitério tempo-dependente e dose- (Araujo et
humano (HEp-2) dependente na viabilidade das células de HEp-2 al., 2015)
« . - Carcinoma epidermoide de laringe Inibigao de crescimento das celulas H,Ep-2 dose- (Bartolomeu
Maranhdo  Hidroalcoolico h dependente e tempo-dependente, apos 72h nas
umano (HEp-2) N et al., 2016)
concentragdes de 50 e 100 pg/mL
Citotoxicidade do extrato em ambas as linhagens.
Carcinoma pulmonar (A549 e H460) e Acdo na viabilidade celular de forma dose- (Barboza et
cancer de ovario (ES2 e A2780) dependente e tempo-dependente. Efeito citotdxico al., 2020)
entre 48h e 72h, a partir de 31,25 pg/mL
2. Melipona scutellaris
Origem Extrato Células tumorais Resultados Referéncia
Glioma (U251), melanoma (UACC-62),
mama (MCF-7), cancer de ovario . . . .
Etandli multirresistente (NCIOADR/RES), cancer Alividade antlpr_ollfe_rayva contra as linhagens (Cunhaetal.,
tanolico . A < celulares tumorais, inibindo o crescimento total
Bahia de rim (786-0), cancer de pulmao (NCI- em concentragdes menores de 35 pg/mL 2013)
H460), cancer de prostata (PC-3) e cancer
de ovério (OVCAR-03)
Hidroalcéolico Cancer de colon (COLO205 e KM12) Atividade inilt?itéria do crescimento contra as (Cunhaetal.,
inhagens celulares 2015)
3. Melipona mondury
Origem Extrato Células tumorais Resultados Referéncia
Melanoma de camundongo (B16-F10),
. - carcinoma hepa_toce_l ula_r humAa no Atividade antiproliferativa contra as todas as (Santos et al.,
Bahia Etandlico (HepG2), leucemia mieloide crénica . .
linhagens tumorais 2017a)

humana (K562), leucemia promielocitica
humana (HL-60)
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Foram identificadas 7 (sete) pesquisas relacionadas a geoprépolis de abelhas sem ferréo
da espécie Melipona.

No primeiro grupo, relacionado a M. fasciculata, Cinegaglia et al. (2013), utilizando o
extrato hidroalcoodlico da geopropolis dessa abelha, proveniente do Maranhao, realizou ensaios
em células de osteossarcoma (OSA) caninos. O extrato apresentou efeito na viabilidade das
células de OSA ap0s periodo de 6h, a partir da concentracdo de 50 pg/poco.

O extrato de geoprépolis da mesma espécie e mesma localidade (Maranh&o) apresentou
diminuicdo na viabilidade celular de celulas HEp-2 apds 6 horas de incubacdo, nas
concentragdes de 50 pug/mL e 100 pg/mL de extrato (Araujo et al., 2015).

Em ambos os estudos, os extratos eram hidroetanodlicos e ndo apresentaram efeitos
citotoxicos sobre as células tumorais. O antitumoral carboplatina também foi utilizado para
avaliar o efeito na viabilidade celular nas concentrac6es de 100, 200 e 300 umol/L, porém se
mostrou ineficiente, sugerindo resisténcia das células ao medicamento.

A pesquisa realizada por Bartolomeu et al. (2016) com extrato de geopropolis de M.
fasciculata avaliou a combinacao do extrato com drogas antineoplasicas, como a carboplatina,
metotrexato e doxorrubicina sobre células HEp-2. A geoprépolis apresentou inibicdo da
proliferacdo e da migracdo celular, e a combinacdo do extrato de geoprdpolis com a droga
doxorrubicina intensificou a atividade citotdxica, induzindo a apoptose e provocando a perda
da integridade da membrana celular.

Ainda sobre M. fasciculata, a pesquisa de Barboza et al. (2020) com extratos
hidroalcoolicos de geopropolis mostrou que os extratos diminuiram a porcentagem de
viabilidade celular para os canceres de ovario (A2780 e ES2) e cancer de pulméo (A549 e H460)
de maneira dose e tempo-dependente, além de efeito citotoxico e inibicdo do crescimento
celular. Foi avaliado também o efeito citotoxico dos extratos contra células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC) ndo malignas. Como resultado, foi observado que até a
concentracdo mais elevada (500 pg/mL) por 72h, as células HUVEC se mantiveram viaveis em
mais de 80%, demonstrando auséncia de efeitos toxicos do extrato de geopropolis sobre células
nédo tumorais.

No segundo grupo, M. scutellaris, pesquisas foram realizadas por Cunha et al. (2013),
com geopropolis provenientes da Bahia, frente a atividade antiproliferativa contra linhagens de
células tumorais. O extrato apresentou atividade contra todas as linhagens tumorais, inibindo o
crescimento em contragcdes menores que 35 pg/mL. Cunha et al. (2015), utilizou extrato de
geopropolis de M. scutellaris sobre linhagens celulares de cancer de célon (COLO205 e KM12)

para avaliar a atividade inibitdria do extrato. Como resultados, houve a atividade de inibi¢éo do
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crescimento em uma porcentagem média de 56% e 83% respectivamente. De acordo com 0
estudo, a presenca de dois novos compostos (mammeisina e mammeina) isolados, foram
atribuidos a maior porcentagem media de inibi¢do do crescimento das linhagens tumorais.

Ainda nessa mesma perspectiva, Santos et al. (2017a) avaliaram o potencial
antiproliferativo do extrato de geoprdpolis de M. mondury, em quatro linhagens celulares
tumorais (B16-F10, HepG2, HL-60 e K562). O extrato de geopropolis apresentou atividade
antiproliferativa contra todas as linhagens tumorais, sugerindo que a geopropolis de M.
mondury é fonte promissora de compostos com efeito antiproliferativo.

Portanto, observa-se que as pesquisas relacionadas a acdo antitumoral da geopropolis e
seus constituintes tém carater promissor de aplicabilidade, sendo necessarios mais estudos que

possam vir a contribuir de forma efetiva, aproveitando o potencial antitumoral desses produtos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial antitumoral do extrato de geopropolis de Melipona seminigra da

Amazonia Ocidental em células humanas de cancer in vitro.

3.2 Especificos

. Realizar a caracterizacdo fitoquimica do extrato de geopropolis de Melipona seminigra
para identificar as classes de compostos presentes no extrato;

. Determinar o efeito do extrato de geoprépolis de Melipona seminigra sobre a
proliferacéo relativa de células de cancer humano;

. Analisar os efeitos do extrato de geoprépolis de Melipona seminigra sobre a viabilidade
celular de células de cancer humano;

. Analisar o efeito genotdxico e antigenotoxico do extrato de geopropolis em células

eucarioticas.



52

4. MATERIAL E METODOS

Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo fitoquimica do extrato de geoprépolis para
identificar as classes de compostos presentes. Posteriormente, o efeito do extrato sobre a
proliferacdo relativa das células tumorais foi avaliado pelo ensaio de reducdo do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazélio (MTT), seguido pelo ensaio de proliferacéo
relativa — contagem de células por microscopia automatizada para confirmar a indugdo de morte
celular, e por fim, o potencial citotoxico e genotdxico do extrato foi avaliado pelo ensaio com

Allium cepa.

4.1 Coleta da geopropolis

A coleta da amostra de geopropolis foi realizada no periodo de outubro de 2022 a margo
de 2023 no municipio de Rio Branco — Acre. A coldnia de abelhas se encontra no perimetro
urbano, na seguinte localizacéo: 9°57'04.0"S 67°51'42.4"W, Rua W-03, Rua do Tucuma, n° 276.
O material coletado foi guardado em sacos plasticos de ziplock e posteriormente armazenados

em refrigerador a -80°C.

4.2  ldentificacdo das abelhas

Dez individuos foram coletados a partir da mesma colmeia da qual se coletou a
geopropolis. As abelhas foram eutanasiadas em frasco contendo solugédo de alcool 70% (v/v) e
enviados para a Universidade Federal de Vicosa (UFV), onde o pesquisador Dr. Helder Canto

Resende realizou identificacdo da espécie como sendo Melipona aff. seminigra.

4.3  Preparo do extrato

4.3.1 Limpeza da geopropolis

Antes da producéo do extrato de geopropolis (EG) de M. seminigra, foi realizada uma
limpeza da geoprépolis utilizado hexano como solvente, objetivando retirar os lipidios (cera)

presentes nas amostras. O batume de geopropolis foi pulverizado e pesado na proporcéo de
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300g do material para 100 mL de hexano. Em seguida, o material foi filtrado para retirada do
solvente. A filtragem foi realizada por 7 vezes, até que o solvente ndo apresentasse nenhuma
coloracdo apds o contato com a geopropolis. Apds esse processo, 0 material foi colocado para
secagem em estufa, temperatura de 45°C, por 5 dias. O material foi armazenado em freezer -
80°C para posterior uso (LACERDA et al., 2012).

4.3.2 Extrato hidroalcoolico de geoprdpolis de Melipona Seminigra (EG)

A geopropolis que passou pela etapa de limpeza com o hexano foi submetida a
maceragdo com solucao de alcool 70% (v/v) em banho-maria a 60°C, por 1h, com agitacdo em
intervalos de 5 minutos. A solucdo alcdolica foi filtrada com papel filtro (didmetro de 185mm
e 80 de gramatura). O filtrado passou pelo processo de evaporacdo rotativa (Evaporador
Rotativo, Quimis®, Diadema, SP, Brasil) para obtencdo do extrato concentrado. Por fim, o
material foi submetido a liofilizagéo (Liofilizador L101, Liobras®, S&o Carlos, SP, Brasil) por
periodo de 24h e armazenado em frasco de vidro, protegido da luz, em refrigerador -80°C e

identificado como Extrato Hidroalcoolico de Geopropolis de M. seminigra (EG).

4.4  Caracterizacdo fitoquimica

Foi realizada uma caracterizacdo fitoquimica de aliquotas do EG para deteccédo
qualitativa colorimétrica dos seguintes grupos de metabdlitos secundarios: acidos fendlicos,

alcaloides, aldeidos, fendis, flavonoides, saponinas, taninos e terpenos (Matos, 2009).
4.4.1 Acidos fenolicos

Em tubo de ensaio contendo solugdo de 1 mL de EG etandlico, foram adicionadas 2-3
gotas de cloreto férrico (FeClz) a 1%. Apds a adigdo da solugdo, foi observada a mudanca de
cor, que indicaria a possivel presenca de grupos fendlicos. Os resultados observados podem ser:
positivo, quando ha formacao de cor intensa, geralmente azul a violeta, e negativo, quando ha
auséncia de mudanca de cor, ou uma leve mudanca para amarelo claro (caracteristica da solugéo
de FeClI3).
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4.4.2 Alcaloides

Foram adicionados 2 mL do EG etandlico em tubo de ensaio, em seguida, foram
gotejadas 15 gotas de hidroxido de sédio a 1% para alcalinizagdo, acrescidos de 2 mL de agua
e 2 mL de cloroférmio. A fracdo aquosa foi desprezada e na fracdo cloroférmica foram
adicionadas 15 gotas de acido cloridrico a 1%, e extraido com 2 mL de agua. A fracédo
cloroférmica foi desprezada e o ensaio foi realizado com a fragdo aquosa &cida, por tanto, trés
tubos de ensaio foram separados, contendo 2 mL da fracdo aquosa &cida, e em cada tubo 3 gotas
dos reagentes de Dragendorff, Mayer e Bouchardat foram gotejadas par a verificacdo da

presenca de alcaloides.
4.4.3 Aldeidos

Em um tubo de ensaio foram adicionados cerca de 1 mL do reagente de Tollens recém-
preparado. A este tubo, foram adicionadas algumas gotas da solucéo aquosa do EG. Em seguida,
0 tubo foi suavemente agitado para solubilizagdo. A formacéo de um espelho prateado na parede
do tubo de ensaio é um indicativo da possivel presenca de aldeidos no extrato, enquanto a
auséncia desta reacdo sugere que esses compostos podem nao estar presentes na amostra em

analise.
4.4.4 Fenbis

Em um tubo de ensaio contendo 5 mL do EG aquoso, foram adicionadas 3 gotas da
solucdo alcdolica de FeCls, e agitada fortemente a solugdo. A mudanca de coloragdo entre o

azul, violeta, verde ou vermelho-amarronzado é um indicativo da presenca de fenais.
4.4.5 Flavonoides

Foi fervido em banho-maria, 1,6 g do EG em 10 mL de alcool a 70% por 2 minutos, e
em seguida, a solucdo foi filtrada. A identificacdo foi realizada por meio da reacdo de Shinoda,
portanto, 2 mL do extrato alcéolico foram adicionados a um tudo de ensaio, seguido por 6
fragmentos de magnésio (Mg) metalico e 1 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado. O

desenvolvimento de coloragdo résea a vermelha, a pesquisa é positiva.
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4.4.6 Saponinas

Foi fervida em banho-maria, 2 g de geoprépolis em p6 em 10 mL de agua destilada, por
3 minutos. Apds a fervura, a solucdo foi agitada energicamente, no sentido vertical por 15
segundos, e em seguida deixada em repouso, por 15 minutos para observar a presenca de
espuma persistente. A reacdo deve ser considerada positiva, quando ha permanéncia da espuma
por tempo superior a 15 minutos, e a reacdo € negativa, quando ha o desaparecimento da

espuma.
4.47 Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 5 mL do extrato alc6olico, foram gotejadas 3 gotas de
solucéo alcdolica de FeCls e a solucdo foi fortemente agitada. A formagéo de precipitado de
tonalidade de coloracdo azul-esverdeada indica a presenca de taninos hidrolisaveis e a

tonalidade verde ou preto-azulada, presenca de taninos condensados.
4.4.8 Terpenos

Este ensaio tem como principio o teste de Salkowski, em que se adiciona a um tubo de
ensaio 1 mL do EG na fracdo cloroférmica, posteriormente, lentamente, foi feita a adicdo do
acido sulfarico concentrado a solucdo da amostra no tubo de modo a formar duas fases distintas.
Apos a formacgéo das fases, foi observado o desenvolvimento de um anel colorido na interface
das fases cloroférmica e acida. O desenvolvimento de um anel de coloragdo vermelho a purpura
na interface das fases, indica a possivel presenca de terpenos, especialmente esteroides e

triterpenos, e a auséncia de desenvolvimento de cor, evidencia um resultado negativo.

4.5 Cultivo de células

Para o cultivo celular foi realizada a padronizacdo do cultivo das linhagens MCF-7
(adenocarcinoma de mama — ATCC: HTB-22), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama —
ATCC: HTB-26), U251 (glioblastoma— ATCC: HTB-17) e HepG2 (hepatocarcinoma - ATCC:
HB-8065). As células foram cultivadas em garrafas de cultura de células aderentes, com filtro,
de 25 cm?, estéril, com meio de cultura Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, do

inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium), acrescido de 3,5 g/L de glicose, 3,7 g/L
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bicarbonato, 3,5 g/L HEPES, 10% de soro fetal bovino (SFB) e solucéo de antibidticos (50
Ul/mL de penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina). Os frascos foram mantidos em estufas para
cultivo de células, com controle de temperatura em 37°C, atmosfera Umida e ambiente com 5%
de CO.. Com a aderéncia das células, estas foram repicadas com uma confluéncia maxima de

80% para a aplicacdo dos ensaios in vitro (Freshney, 2010).

4.6  Ensaio de proliferacdo relativa

Para determinar a citotoxicidade do EG nas linhagens celulares humanas, foi utilizado
0 ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazélio (MTT). Este
é um método colorimétrico que quantifica a reducéo do sal MTT em cristais de formazan. O
ensaio detecta de forma indireta as células viaveis através da metabolizacdo do MTT,
conferindo, assim, uma coloracdo parpura no interior das células (Pascua-Maestro et al., 2018).

O ensaio foi realizado utilizando placas de 96 pocos, onde as células tumorais foram
plagueadas em densidade celular de 1x10* células/poco, com volume de 200 pL de meio de
cultura completo. As placas foram incubadas em condicdes de cultivo celular, como descrito
no item 4.5 por periodo de 24h ou até a obtencdo de uma confluéncia de cerca de 80%.
Transcorrido esse periodo, 0 meio de cultura foi retirado e adicionado em novo meio, com
volume de 100 pL com as diferentes concentracdes ja descritas de EG e controles apresentada
no item 4.6.1. Completado o periodo de incubacdo, 0 meio de cultura de cada pogo foi
novamente removido, realizada uma lavagem com PBS e, em seguida, foram adicionados 100
pL/pogo da solugdo de MTT (5 mg/ml), diluido em PBS glicosado (1 g/L). A placa foi incubada
em estufa com 5% de CO2, em 37°C por 3h. A solucdo de MTT e PBS foi retirada dos pocos e,
em seguida, as células foram lavadas mais uma vez com PBS e, em seguida, foram adicionados
50 uL/poco de dimetilsulfoxido (DMSO) para lise celular. A placa foi agitada, incubada por
aproximadamente 10 min e, ap6s esse tempo, levadas para leitura em espectrofotdmetro de
placas para afericdo dos valores de absorbancia com comprimento de ondas de 492 nm
(Gongalvez; Sobral, 2020).

4.6.1 Controles e tratamentos

Para avaliar o potencial antitumoral do EG, foram realizados os seguintes tratamentos:
(i) Controle do Solvente: meio de cultura contendo 0,5% de DMSO; (ii) Controle Negativo:

células cultivadas sem adicdo de tratamento (0 pg/mL); (iii) Controle Positivo: droga
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antitumoral vincristina (Vin) a 320 umol/L; e (iv) Concentragdes de EG: 25, 50, 100, 250, 500
e 1000 pg/mL. As células foram incubadas com os tratamentos por 24h em triplicatas.

4.7  Proliferacdo relativa — Contagem de células por microscopia automatizada

Para avaliar a proliferacdo celular relativa baseando-se na contagem de células por
microscopia automatizada, foi aplicada a metodologia do item 4.5, onde as células foram
plagueadas em placas de 96 pogos com densidade de 1x10* células por poco. Apds 24 horas de
incubacdo para adesdo celular, as células foram submetidas as diferentes concentracbes do
extrato de geoprdpolis, como descritos no item 4.7.1 por 24 horas.

Ap0s o periodo de incubagdo, 0 meio contendo o tratamento foi retirado, os pogos com
células foram lavados 2 vezes com PBS e, em seguida, as células foram fixadas com metanol
absoluto gelado (-20°C), por 20 minutos. Essas placas foram marcadas com iodeto de propidio
(PI) (10pug/mL), num volume de 100 pL por poco. As imagens foram obtidas na plataforma de
microscopia de fluorescéncia automatizada ImageXpress XLS, na Central de Equipamentos e
Servicos Multiusuarios da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), da Universidade

de S&o Paulo (USP). As imagens foram analisadas utilizando o software CellProfiler (4.2.6).
4.7.1 Controles e tratamentos

Para avaliar o potencial antitumoral do EG, foram realizados os seguintes tratamentos:
(i) Controle do Solvente: meio de cultura contendo 0,3% de dimetilsulfoxido (DMSO); (ii)
Controle Negativo: células cultivadas sem adigdo de tratamento (0 pg/mL); (iii) Controle
Positivo: droga antitumoral doxorrubicina (DXR) a 10 pg/mL; e (iv) Concentrac6es de EG: 30,
100, 300, 500 e 1000 pg/mL. As células foram incubadas com os tratamentos por 24h em
triplicatas.

4.8 Ensaio de citotoxicidade e genotoxicidade
4.8.1 Cultivo

Vinte e nove bulbos de Allium cepa foram cultivados em agua destilada sob Becker a
temperatura de aproximadamente 23°C, durante 4 dias. Nesse periodo, a &gua foi trocada todos

os dias para que as raizes pudessem se desenvolver. A partir do 5° dia, quando as raizes
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apresentaram de 2 — 4 cm de comprimento, 0os meristemas foram tratados com diferentes

concentragdes do EG.
4.8.2 Controles e tratamentos

O ensaio iniciou pelos grupos controles, em que o controle positivo (5% de peroxido de
hidrogénio (H20.) foi utilizado para lesdo genotoxica, controle negativo (agua destilada) e
controle do solvente (1% de DMSO). As concentragdes de EG utilizadas foram: 25, 50, 100,
250 e 500 pg/mL. Todos os tratamentos foram realizados em triplicatas e por periodo de 24h
(Jothy et al., 2013).

4.8.3 Fixacdo, hidrolise e coloragdo

Os meristemas de cada bulbo sdo coletados e fixados com solu¢do de Carnoy por 60
minutos e, posteriormente, submetidos a hidrolise com HCL a 3N para rompimento das paredes
celulares. A coloracdo foi realizada com Orceina Acética a 1%, que se liga ao DNA e facilita a
visualizacdo das células em divisdo. ApOs a coloracdo, as amostras foram lavadas e

posicionadas em laminas para andlise (Fiskesjo, 2008).
4.8.4 Preparagdo e fixagdo das laminas

Sobre cada lamina foram colocadas de 2-3 raizes, que tiveram a parte mais distal dos
meristemas seccionados em aproximadamente 2mm. Uma gota de solucdo de acido acético a
45% foi gotejada sobre os cortes e uma laminula foi cuidadosamente baixada e prensada,
amassando as amostras e evitando a entrada de ar. As laterais das laminas foram seladas com

esmalte base transparente (Jothy et al., 2013).
4.8.5 Leitura das laminas

As laminas foram observadas no microscépio Optico Leica com aumento de 40x em
busca dos eventos cromossdmicos. Foram preparadas duas laminas de cada grupo de
tratamento, analisadas 1000 células por lamina e relatadas as morfologias normais e anormais
(Fiskesjo, 2008; Jothy et al., 2013).

O Indice Mitético foi obtido por meio da formula:

numero de células em mitose
IM = - - x100
namero total de células
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E a Frequéncia Relativa dos eventos cromossémicos anormais foi obtida por meio da
formula:

numero de células anomais

namero total de células

4.9 Analise estatistica

Foi analisada a distribui¢do gaussiana dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados com distribuicdo paramétrica foram analisados por meio de teste ANOVA (analise de
variancia) de um fator, seguido pelo teste post-hoc de Dunnett. Os dados com distribuicdo nédo
paramétrica foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguindo pelo Uncorreted Dunn’s
test. Foram considerados estatisticamente significantes valores com p<0,05. Os gréaficos foram

representados com média + desvio padréo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo Fitoquimica

Ao submeter o EG a analise fitoquimica colorimétrica por meio da mudanca de
coloragéo, formacédo de precipitado e/ou formacgdo de espuma, os seguintes resultados foram
obtidos e resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da caracterizacdo qualitativa do extrato de geoprépolis.

Classe dos compostos Metodologia Resultados
Acidos fendlicos Cloreto Férrico +
Alcaloides Dragendorff, Mayer e Bouchardat -
Aldeidos Tollens -
Fendis Cloreto Férrico +
Flavonoides Shinoda +
Saponinas Espumacéo +
Taninos Cloreto Férrico +
Terpenos Salkowski +

Presenca (+) ou auséncia (-)

Os éacidos fenolicos sdo compostos amplamente distribuidos no reino vegetal, e sdo
classificados em diferentes categorias, como os acidos hidroxibenzédicos, hidroxicindmicos e
fenilpropandides, encontrados em frutas vermelhas, grdos integrais, uvas e vinho tinto,
respectivamente (Soares, 2002; Kumar; Goel, 2019).

Alguns estudos comprovaram a presenca desses compostos em amostras de geopraépolis,
como Coutinho et al. (2023), que identificaram em amostras de M. scutellaris o &cido galico,
conhecido por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, e o 4cido p-cumarico, com
potencial anticancerigenos. Similarmente, Campos et al. (2022) encontraram em geopropolis
de M. quadrifasciata o acido elagico, reconhecido por sua acdo antioxidante e capacidade de
inibir o crescimento de células cancerigenas. Assim como Ferreira et al. (2019), que
identificaram em M. seminigra o acido cafeico e o acido fertlico, ambos com atividades
antioxidantes e anti-inflamatorias.

Esses achados refor¢cam o potencial da geopropolis como fonte de compostos bioativos

com atividades benéficas a saude, incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
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anticarcinogénica e cardioprotetoras (Soares, 2002; Oliveira; Bastos, 2011; Kumar; Goel,
2019).

Os alcaloides, por sua vez, apesar de serem reconhecidos por seus potentes efeitos
fisioldgicos e atividades bioldgicas diversas, como estimulantes e depressores do sistema
nervoso central, alucindgenos, anti-inflamatérios e produtos de agentes quimioterapicos
(Richard et al., 2013; Adefegha; Oboh; Oluokun, 2022), sua presenca em amostras de
geopropolis nao tem sido relatada na literatura.

Os ensaios fitoquimicos realizados com o extrato de geoprdpolis de M. seminigra,
utilizando os métodos de deteccdo de alcaloides de Dragendorff, Mayer e Bouchardat, ndo
indicaram a presenga desses compostos. Entretanto, a auséncia de alcaloides na amostra
analisada nao diminui a importancia da pesquisa com o0 EG de M. seminigra. A especificidade
quimica e geografica da flora local, que influencia diretamente a composicdo da geoprépolis
(Popova; Trusheva; Bankova, 2021), abre caminhos para a descoberta de novos compostos
bioativos com potencial farmacoldgico, mesmo que ausente em outras espécies. Essa pesquisa
contribui para a construcdo de um perfil fitoquimico mais completo e preciso da geopropolis
Melipona seminigra, com potencial para futuras descobertas.

Assim como o composto anterior, a classe dos aldeidos também néo € tipicamente
encontrada em amostras de geoprépolis (Sforcin et al., 2017), e essa constatacdo foi corroborada
pela presente pesquisa. A partir da triagem fitoquimica realizada em amostras do EG de M.
seminigra, por meio do método de detec¢do de aldeidos de Tollens, os ensaios ndo revelaram a
presenca desses compostos.

Embora os aldeidos ndo sejam tradicionalmente considerados constituintes da
geopropolis, a busca por esses compostos, mesmo que incomuns, foi importante para ampliar o
escopo da andlise e contribuir para um levantamento fitoquimico mais abrangente, ja que se
sabe que a influéncia da espécie de abelha e da flora local justifica a investigacdo de compostos
além daqueles tradicionalmente encontrados (Popova; Trusheva; Bankova, 2021), o que
enriquece o conhecimento sobre a composicéo da geopropolis de Melipona seminigra.

No que diz respeito aos fendis, estes estdo presentes em plantas e microrganismos,
atuando como metabolitos secundarios em processos de defesa, protecdo e pigmentagdo
(Marcucci et al., 2021), estando também presentes na geopropolis de diversas espécies de
abelhas sem ferr&o, incluindo a Melipona seminigra.

Como um exemplo de agdo dos metabolitos secundéarios, a pigmentagdo avermelhada

do EG de M. seminigra reforca a presenca de fendis, corroborando com observacdes anteriores
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de Absy e Kerr (1977) e Nogueira-Neto (1997), que relacionaram a coloragdo vermelha da
geopropolis a presenca de latex do fruto da arvore pau-de-lacre.

E estudos como o de Bankova et al. (1998) com trés amostras de geopropolis brasileira
coletadas de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo (M. compressipes, M. quadrifasciata e
Tetragona clavipes) identificaram mais de 50 compostos, com destaque para fendis e terpenos.
Similarmente, Batista et al. (2016) também identificaram a presenca de fendis em geoprépolis
de M. fasciculata, assim como Cunha et al. (2015), Silva et al. (2013), Souza et al. (2013) e
Ferreira et al. (2019) em amostras de geopropolis de M. scutellaris, M. interrupta, M. subnitida
e M. seminigra, respectivamente, corroborando com os resultados encontrados neste estudo.

Outrossim, a diversidade estrutural dos fendis confere a este grupo uma gama de
propriedades terapéuticas, que incluem atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas e anticancerigenas (Bankova; Castro; Marcucci, 2000; Silva et al., 2013;
Marcucci et al., 2021).

Os flavonoides, por sua vez, polifendis presentes no reino vegetal, sdo caracterizados
em subclasses, como: flavonas, flavonois, flavanonas, flavan-3-0is, antocianidinas e
isoflavonas, sendo encontradas em diferentes fontes vegetais e sdo reconhecidas por suas
propriedades farmacoldgicas (Wang; Li; Bi, 2018; Ballard; Mardstica, 2019; Marcucci et al.,
2021).

A presenca de flavonoides em geoprdpolis de abelhas da espécie Melipona ja foi
reportada em estudos anteriores, como em Silva et al. (2013), Campos et al. (2022), Souza et
al. (2013) e Ferreira et al. (2019), que identificaram diferentes subclasses de flavonoides em
amostras de geoprépolis de espécies de M. interrupta, M. quadrifasciata, M. subnitida e M.
seminigra, respectivamente, corroborando com este estudo.

As pesquisas relacionadas as propriedades farmacologicas dos flavonoides,
evidenciaram atividades antioxidantes, anti-inflamatoria, cardioprotetora, anticancerigena e
neuroprotetora (Mir et al., 2024). Portanto, a identificacdo de flavonoides na geopropolis de
Melipona seminigra reforga o potencial farmacoldgico deste produto natural.

Na sequéncia, as saponinas sdo classificadas como glicosideos anfipaticos (parte
hidrofobica e parte hidrofilica) encontradas no reino vegetal, em raizes, folhas, sementes e
frutos (Kaiser; Pavei; Ortega, 2010; Elekofehinti et al., 2021), o que lhe confere a capacidade
de formar espuma em solucdo aquosa. Esses compostos tém despertado o interesse cientifico
devido as suas atividades bioldgicas, que incluem acdo antioxidante, anti-inflamatoria,

imunomoduladora, antimicrobiana e anticancerigena (Lacaille-Dubois; Melzig, 2016).
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Embora a literatura consultada ndo reporte muitos estudos sobre a presenga de saponinas
em geopropolis, até o presente momento, apenas Dutra et al. (2008) relataram a presenca de
saponinas em amostras de geopropolis de M. fasciculata. Assim, corroborando com este estudo
sobre a deteccdo desses compostos no EG de M. seminigra. A formacdo de estuma persistente
e abundante no teste de espuma evidenciou a presenca dessas moléculas.

De certo que as saponinas estejam presentes no EG, é crucial destacar que as atividades
bioldgicas e a toxicidade destas variam conforme a estrutura quimica, dose e via de
administracdo (Kaiser; Pavei; Ortega, 2010). Portanto, mais estudos sd80 necessarios para
caracterizar as saponinas presentes na geopropolis de Melipona seminigra e avaliar seu
potencial terapéutico e seguranca.

Por outro lado, os taninos sdo compostos fenolicos classificados em duas categorias
principais: hidrossollveis e condensados, e podem ser caracterizados como acido galico e &cido
elagico, catequina e epicatequina, respectivamente. Sdo amplamente encontrados em frutas
vermelhas, como: roma, morango, framboesa, uvas, além de cacau e vinhos tintos (Chung et
al., 1998; Fraga-Corral et al., 2021).

A presenca de taninos em geopropolis de abelhas Melipona ja foi reportado na literatura,
por meio de Dutra et al. (2014), que identificaram taninos hidrossollveis, como corilagina,
pedunculagina e telimagrandina | e Il, em amostras de geopropolis de M. fasciculata, e
similarmente, Souza et al. (2018), que também identificaram taninos, como galhoil hexosideo
e acil-(cinamoil/cumaroil)-galoil-hexosideos, em geopropolis de M. subnitida.

Conhecidos por sua adstringéncia (sensagdo de “amarrar” na boca), resultado da
interacdo dos compostos com as proteinas salivares, os taninos também apresentam diversas
propriedades farmacoldgicas, que incluem atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antiviral, cardioprotetora e anticancerigena (Bahramsoltani et al., 2020; Fraga-
Corral et al., 2021; Desam; Al-Rajab, 2022).

Por fim, os terpenos constituem uma vasta classe de compostos, que sdo classificados
em: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos (Arora et al., 2023).
No reino vegetal, os terpenos desempenham funcGes cruciais, que incluem comunicacdo e
sinalizagéo (Teja et al., 2021; Arora et al., 2023).

Portanto, a presenca de terpenos em geopropolis de abelhas da espécie Melipona esta
documentada na literatura, a exemplo de Cunha et al. (2014), que identificaram o triterpeno
ent-nemorosona em amostras de geopropolis de M. scutellaris, assim como Campos et al.
(2021) encontraram &cido abiético em EG de M. quadrifasciata e Oliveira et al. (3265), que

relataram monoterpenos e sesquiterpenos, como a-pineno, limoneno, B-cariofileno, a-terpineol,
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y-cadineno e trans-di-hidro-a-terpineol, em geoprépolis de M. seminigra, corroborando os
resultados do presente estudo.

Foi observado que os terpenos apresentam acdo farmacoldgicas e bioldgicas, como:
atividade antioxidante — acdo contra radicais livres, atividade anti-inflamatdria — reducdo de
inflamacdo e dor, atividade analgésica e atividade antitumoral — inibicdo do crescimento de
células cancerigenas (Teja et al., 2021; Arora et al., 2023).

A identificacdo da presenca ou auséncia de classes de compostos sdo ferramentas
importantes na triagem preliminar de metabdlitos secundarios em amostras naturais, pois
oferecem um perfil fitoquimico rapido e de baixo custo, posteriormente, auxiliando na escolha
dos métodos analiticos mais especificos (Menezes Filho et al., 2022). Porém, é importante
destacar que os ensaios colorimétricos possuem limitagdes, como por exemplo: baixa
especificidade, em que a mudanca de cor pode ser causada por diferentes compostos, levando
a resultados falso-positivos; resultados semiquantitativos, onde ha apenas uma estimativa da
presenca dos compostos, ndo sendo possivel determinar a concentracdo exata, e por fim,
influéncia de interferentes, como a presenca de outros compostos na amostra que podem
interferir na reacdo, levando a resultados falso-positivos ou inconclusivos (Matos, 2009).

No entanto, a caracterizagdo fitoquimica da geoprépolis de M. seminigra da Amazonia
representa uma importante etapa para a elucidacdo de sua composicdo quimica e potenciais
atividades bioldgicas (Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

5.2 Ensaio de proliferacéo relativa

Para esta avaliacdo metabdlica, foram utilizadas as linhagens celulares tumorais MCF-
7 (adenocarcinoma de mama — ATCC: HTB-22) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama
— ATCC: HTB-26), incubadas com diferentes concentra¢des de EG (0, 25, 50, 100, 250, 500 e
1000 pg/mL) e controles (solvente e positivo).

Conforme demonstrado na Figura 2, relativo a linhagem celular MCF-7, o controle do
solvente (DMSO 0,5%) ndo apresentou diferenca em comparacdo ao controle negativo
(p>0,05), demonstrando que ndo houve efeitos toxicos do solvente sobre as células. O controle
positivo (vincristina a 320 uM) diminuiu a proliferacdo relativa em comparagdao ao controle
negativo (p<0,05), demonstrando que as células sdo capazes de responder a uma droga
antitumoral conhecida, e a administracdo do EG resultou em uma reducéo na proliferacdo das

células na concentracdo de 1000 pg/mL (59,8 + 7,1%).
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Figura 2. Resultado de proliferacdo relativa por meio do ensaio de MTT para a linhagem celular MCF-7 ap6s
tratamento com diferentes concentragdes do extrato de geoprépolis de Melipona seminigra, pelo periodo de 24
horas. DMSO: 0,5% de dimetilsulfoxido. Vin: 320 umol/L de vincristina. * p<0,05 em comparagao a concentragao
zero.
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Na Figura 3, relativo a linhagem celular MDA-MB-231, o controle do solvente (DMSO
0,5%) também ndo apresentou diferenca em comparacdo ao controle negativo (p>0,05),
demonstrando que ndo houve efeitos toxicos do solvente sobre as células, ja o controle positivo
(vincristina a 320 uM) diminuiu a proliferagdo relativa (p<0,05), demonstrando que as células,
novamente, respondem a uma droga antitumoral conhecida. Quanto a administracdo do EG,
observa-se uma reducdo dependente da dose na viabilidade das células nas concentracdes de

500 pg/mL (82,5 + 2,9%) e 1000 pg/mL (61,3 + 3,9%).
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Figura 3. Resultado de proliferacdo relativa por meio do ensaio de MTT para a linhagem celular MDA-MB-231
apos tratamento com diferentes concentrages do extrato de geoprépolis de Melipona seminigra, pelo periodo de
24 horas. DMSO: 0,5% de dimetilsulféxido. Vin: 320 umol/L de vincristina. * p<0,05 em comparacdo a
concentragéo zero.
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O EG da abelha M. seminigra apresentou efeitos antiproliferativos sobre as linhagens
celulares de cancer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, corroborando com o estudo de Barboza
et al. (2020), que utilizou extratos hidroetanolicos de geopropolis de Melipona fasciculata
Smith, apresentando efeitos citotoxicos contra as mesmas linhagens celulares (MCF-7 e MDA-
MB-231). Nesse estudo, os autores observaram que os extratos atuaram diminuindo a
viabilidade das células cancerigenas, modularam o ciclo celular e induziram a apoptose através
da ativacdo da caspase-3 e da clivagem da proteina PARP (Barboza et al., 2020). Resultados
semelhantes foram observados com a geopropolis de Melipona scutellaris, que exibiu atividade
antiproliferativa contra as linhagens de cancer MCF-7 e a MDA-MB-231 (Cunha et al., 2013).

Embora poucos estudos tenham centrado na geopropolis de espécies do género
Melipona, a investigacdo do potencial antiproliferativo se estende a propolis de outras origens
de abelhas, como por exemplo, o extrato de prépolis chinesa que induziu a apoptose em células
MCF-7 e MDA-MB-231, aumentando os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
diminuindo o potencial da membrana mitocondrial (Xuan et al., 2014).

O extrato DMEM de propolis turca apresentou atividade antiproliferativa contra células
MDA-MB-231, com a maior atividade na concentracdo de 10 mg/mL por 24-72 horas (Ugar;
Deger, 2019). J& o estudo sobre a prépolis de abelha sem ferrdo indiana revelou que o seu
extrato etandlico exibiu efeitos citotoxicos e apoptoticos em células MCF-7, a uma
concentragdo de 250 pg/mL, apresentando >50% de mortalidade (IC50) sobre as células de

cancer de mama (Choudhari et al., 2013). Outro estudo sobre produtos de abelhas sem ferrdo
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da Malésia, incluindo prépolis, demonstrou atividade antiproliferativa contra a mesma
linhagem celular (MCF-7), com propolis inibindo o crescimento das células em um IC50 de
38,9 ug/ml (Ismail et al., 2018).

E importante destacar que a variabilidade da composicao da geopropolis e da propolis,
dependendo da espécie da abelha e da origem geogréfica, pode influenciar nos efeitos
antiproliferativos, e como exemplo a isso, Campos et al. (2021) discute o potencial
anticancerigeno da prépolis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo, como as abelhas do
género Trigona, em diversas linhagens celulares de cancer, como o carcinoma ductual (BT474),
adenocarcinoma de cdlon (SW620 e HT-29), adenocarcinoma colorretal (Caco-2),
hepatocarcinoma (HepG2), céancer de pulmdo (ChaGo), céancer gastrico (KATO-III) e
adenocarcinoma de mama (MCF-7). No estudo, os autores mencionam que a propolis produzida
pelas abelhas sem ferrdo tem demonstrado potencial antiproliferativo por meio de varios
mecanismos, incluindo eventos apoptoticos, modulacao de proteinas como BAX, BAD, BCL2-
L1 e BCL-2, despolarizacdo da membrana mitocondrial, aumento da atividade da caspase-3,
clivagem da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e inducdo de morte celular por necrose
através da ativacao da proteina quinase 1 que interage com o receptor (RIPK1) (Campos et al.,
2021). Isso destaca a potencial variabilidade nos efeitos antiproliferativos, dependendo do tipo
de céncer e da fonte da propolis.

Apesar da falta de estudos sobre a acdo da geoprépolis de Melipona seminigra em
linhagens celulares de cancer de mama, na literatura existente, as pesquisas realizadas tiveram
como propdsito avaliar os efeitos antiproliferativos de outras prépolis. Esses efeitos sdo
potencializados pela composicdo Unica e rica em compostos bioativos, que podem atuar por
meio de varios mecanismos, como a inducdo de apoptose, a modulagdo do ciclo celular e a

interferéncia no metabolismo da célula (Cunha et al., 2013; Dutra et al., 2014).

5.3 Proliferacdo relativa — Contagem de células por microscopia automatizada

A fim de avaliar o efeito citotoxico do EG, as linhagens celulares HepG2
(hepatocarcinoma — ATCC: HTB-8065), MCF-7 (adenocarcinoma de mama — ATCC: HTB-
22) e U251 (glioblastoma — ATCC: HTB-17) foram tratadas com concentragdes crescentes do
EG (30, 100, 300, 500 e 1000 pg/mL) durante 24h, e transcorrido esse periodo, a viabilidade

celular foi entdo determinada utilizando um microscépio automatizado de alta resolucéo.
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Conforme demonstrado na Figura 4, a administracdo do EG resultou em uma reducao
dependente da dose na viabilidade das células HepG2. As concentragfes de 500 pg/mL (82 +
5,8%) e 1000 pg/mL (64 + 7,7%) do extrato promoveram reducéo na proliferacdo celular em

comparacado ao controle negativo (p < 0,05).

Figura 4. Resultado da proliferacdo relativa por meio do ensaio de viabilidade celular para a linhagem celular
HepG2 ap6s tratamento com diferentes concentracfes do extrato de geopropolis de Melipona seminigra, pelo
periodo de 24 horas. DMSO: 0,5% de dimetilsulfoxido. DXR: 10 umol/L de doxorrubicina. * p<0,05 em
comparagao a concentragéo zero.
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Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, Frion-Herrera et al. (2019)
utilizou prépolis marrom cubana, e observou efeito inibitorio sobre a proliferacdo de células
HepG2. Os autores atribuiram essa atividade antiproliferativa a presenca de nemorosone, um
terpeno identificado na composicéao da propolis. Adicionalmente, Liu et al. (2021) investigou o
efeito da prépolis chinesa na viabilidade e proliferacdo de células HepG2. Foram identificados
flavonoides e ésteres como componentes bioativos da prépolis chinesa, e associaram a esses
compostos a capacidade de inibir a proliferacdo e induzir a apoptose nas linhagens celulares de
carcinoma hepatocelular humano.

Enquanto alguns estudos evidenciaram a inibi¢do da proliferacdo de células HepG2,
outros, como Jiang et al. (2020), por exemplo, ndo observaram o mesmo efeito de redugédo na
proliferacdo das células ao utilizar um extrato de propolis chinesa, composto rico em
flavonoides e &cidos fenolicos, como o benzil p-cumarato e o &cido p-cumarico. Curiosamente,
0 mesmo extrato demonstrou inibir seletivamente a proliferacdo de células SGC-7901 (cancer

gastrico humano).
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A discrepancia nos resultados enfatiza a importancia de caracterizar quimicamente a
composi¢do presente na propolis utilizada, para melhor compreensao dos efeitos biologicos.
Adicionalmente a isso, a investigacdo com diferentes linhagens celulares, auxilia na
identificacdo de potenciais efeitos seletivos da prépolis e direciona seu uso para diferentes tipos
de céancer, assim como fez Jiang et al. (2020), ao incluir células SGC-7901.

Na linhagem celular MCF-7 (Figura 5) foi observado efeito citotoxico. Observou-se
reducdo da proliferacdo celular nas concentracdes de 500 pg/mL (59 £ 33%) e 1000 pg/mL (29

+ 19%) em comparacdo ao controle negativo (p < 0,05).

Figura 5. Resultado da proliferacdo relativa por meio do ensaio de viabilidade celular para a linhagem celular
MCF-7 apo6s tratamento com diferentes concentragdes do extrato de geopropolis de Melipona seminigra, pelo
periodo de 24 horas. DMSO: 0,5% de dimetilsulfoxido. DXR: 10 umol/L de doxorrubicina. * p<0,05 em
comparacao a concentragao zero.
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Consonante com os resultados apresentados na Figura 5, diversos trabalhos tém
demonstrado a agdo antitumoral da propolis em células de cancer de mama, como os estudos
com extratos de prépolis turca, polonesa e indonésia, por exemplo, que apresentaram a
capacidade da propolis de inibir a proliferacdo celular e induzir a apoptose em células MCF-7
de forma dose-dependente. Seyhan et al. (2019), observaram que a prépolis turca, rica em
flavonoides, exerceu efeito inibitorio sobre a proliferacdo de células de cancer de mama, tanto
em linhagens do tipo ndo agressivo (MCF-7) quanto agressivo (SK-BR-3 e MDA-MB-231).
Esse efeito antiproliferativo mostrou-se dependente da dose e do tempo de exposicao.
Corroborando esses achados, Misir et al. (2020) também observaram que a prépolis turca

induziu a morte de células MCF-7 por apoptose.
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Da mesma forma, a propolis polonesa, por sua vez, demonstrou citotoxicidade contra
quatro linhagens de cancer de mama, incluindo a MCF-7, em um estudo conduzido por Gogacz
et al. (2023). Os extratos de prépolis polonesa apresentaram citotoxicidade contra as linhagens
cancerigenas nas concentragdes de 50, 75 e 100 pg/mL, reduzindo a viabilidade celular.
Também foram obtidos bons resultados com a propolis proveniente da abelha sem ferrdo
Trigona spp., da Indonésia. Amalia; Diantini; Subarnas (2020), relataram que essa prépolis
apresentou atividade antiproliferativa em células MCF-7, induzindo alteracbes morfoldgicas e
apoptose apds 24 horas de tratamento.

Outrossim, além da agdo do EG contra as células MCF-7, a geopropolis também
demonstrou resultado promissor contra as células de glioblastoma (U251) (Figura 6), em que 0
EG apresentou efeito citotoxico na concentracdo de 1000 pug/mL (50 * 2,3%), em comparagao

ao controle negativo (p < 0,05).

Figura 6. Resultado da proliferacdo relativa por meio do ensaio de viabilidade celular para a linhagem celular
U251 apo6s tratamento com diferentes concentracdes do extrato de geopropolis de Melipona seminigra, pelo
periodo de 24 horas. DMSO: 0,5% de dimetilsulfoxido. DXR: 10 umol/L de doxorrubicina. * p<0,05 em
comparacao a concentragao zero.
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Como pode ser observado em um estudo conduzido por Borges et al. (2011), utilizando
geopropolis de tubi-abelhas (Scaptotrigona sp.) do Maranhdo em células de glioblastoma
humano, o estudo determinou a proliferacdo e a apoptose das células apds tratamento com
concentracdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL do extrato em diferentes periodos. A combinacdo do
extrato com temozolomida (TMZ), droga utilizada no tratamento de glioblastoma, apresentou

efeito antiproliferativo acentuado.
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Na mesma linha investigativa, a prdpolis libanesa de Noureddine et al. (2017) contra
células U251, obteve como resultado a reducdo da viabilidade das células de glioblastoma de
maneira dose-dependente apds 48 e 72 horas. Houve um aumento na porcentagem de células
U251 na fase SubGO0 apds 24 h de exposicdo ao extrato hexanico, além da presenca de apoptose
nesta linhagem.

Os resultados demonstram que o EG possui atividade citotoxica contra as linhagens
celulares tumorais HepG2, MCF-7 e U251 de forma dose-dependente da concentragéo,
confirmando a hipdétese inicial da pesquisa, indicando maior sensibilidade nas células U251 e
MCF-7 em comparacgdo as células HepG2. A reducdo na viabilidade celular em concentracdes
especificas do extrato corrobora com pesquisas anteriores que investigaram os efeitos
citotoxicos de extratos de geopropolis contra células cancerigenas (Damiani et al., 2019; Silva
et al., 2020).

Nesse sentido, o potencial antitumoral da geopropolis tem sido atribuido a sua
composicdo quimica rica em compostos fenolicos e flavonoides, os quais exibem atividades
antioxidante, anti-inflamatéria e citotoxica (Seyhan et al., 2019; Silva et al., 2020), sugerindo,
portanto, com esses resultados, que o EG pode ser uma fonte promissora de moléculas bioativas
com aplicacdo potencial no desenvolvimento de terapias contra o cancer.

Em suma, os resultados apresentados reforcam o potencial da geoprépolis como agente
terapéutico no combate ao cancer, além de abrir caminhos para o desenvolvimento de terapias
combinadas com extrato, e se faz importante considerar que a composicao quimica da prépolis
varia de forma consideravel a depender da sua origem boténica e geogréafica, resultando em

diferentes respostas bioldgicas.

5.4 Ensaio de citotoxicidade e genotoxicidade

Os resultados da exposicdo do EG sobre as células do Allium cepa (Figura 7)
demonstrou efeito antiproliferativo, indicado nas concentragdes de 250 pug/mL (9,3 £ 0,8%) e
500 pg/mL (10 = 0,2%), em que houve reducdo no indice mitotico dose dependente em
comparacéo ao controle negativo (p <0,05). A condigéo de 1000 pg/mL (dado néo apresentado)
causou alteragdes celulares intensas, o que prejudicou sua analise, possivelmente devido a sua

alta toxicidade para o sistema biologico utilizado.
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Figura 7. Resultado do indice mitdtico do ensaio de citotoxicidade e genotoxicidade por meio do sistema teste
Allium cepa ap6s tratamento com diferentes concentrag@es do extrato de geoprépolis de Melipona seminigra, pelo
periodo de 24 horas. DMSO: 1% de dimetilsulfoxido. * p<0,05 em comparag&o a concentragdo zero.
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Estudos com extratos de prépolis indicam auséncia de citotoxicidade e mutagenicidade
em ensaios com Allium cepa, como o estudo realizado por Nieva Moreno et al. (2005). Os
resultados demonstraram que em condicdes com comprovada atividade antibidtica e
antioxidante (100 pg/mL), o extrato de prépolis ndo apresentou toxicidade, genotoxicidade ou
mutagenicidade, ainda, este estudo demonstrou que a propolis de Apis mellifera exibiu efeito
antimutagénico, inibindo a mutagenicidade induzida por compostos como isoquinolina e 4-nitro
o-fenilenodiamina. Esses dados sugerem a presenca de compostos na propolis capazes de
neutralizar a acdo de agentes mutagénicos diretos e indiretos, o que Ihe confere potencial
protecdo contra danos ao DNA (Nieva Moreno et al., 2005).

Da mesma forma, Roberto et al. (2016) avaliaram o potencial genotdxico e mutagénico
de extratos etandlico de propolis verde brasileira utilizando o sistema teste Allium cepa.
Contrariando a hipdtese de citotoxicidade, os resultados demonstraram que 0s extratos nédo
apresentaram potencial genotdxico ou mutagénico. A propolis verde apresentou efeito protetor
contra os danos celulares induzidos pelo metilmetanossulfonato, agente mutagénico conhecido.
A acdo protetora foi evidenciada pela reducdo de aberra¢fes cromossémicas e microndcleos,
comprovando a capacidade da prépolis em atenuar os efeitos dos agentes mutagénicos (Roberto
et al., 2016).

A ocorréncia de alteracdes cromossémicas e nucleares nas células meristematicas de
Allium cepa estad associada a lesGes diretas a dupla fita de DNA, segregacdo anormal dos

cromossomos durante a divisdo celular, dispersdo cromossémica e presenca de cromossomos
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retardatérios. Dessa forma, os dados aqui apresentados sugerem que o extrato de geopréopolis
de M. seminigra possui potencial genotdxico, induzindo danos no DNA ou interferindo na
dindmica cromossdmica durante o ciclo de divisdo celular (Bagatini et al., 2009; Kumar et al.,
2015; Dieterich; Gaete, 2021).

Observa-se que o EG nas concentragfes de 100, 250 e 500 pg/mL aumentou as
aderéncias cromossomicas (Figura 8A) em comparagéo ao controle positivo (p<0,05 para todas
as comparagdes). Observou-se um aumento na porcentagem de pontes na concentracao de 100
pg/mL do EG em comparacao ao controle positivo (p<0,05, Figura 8B). A porcentagem de C-
mitose aumentou nas concentraces de 100, 250 e 500 pg/mL de EG em comparacdo ao
controle positivo (p<0,05 para todas as comparagOes, Figura 8C). Observou-se que a
porcentagem de cromossomos vagantes (Figura 8D) aumentou nas concentracdes de 100 e 250

png/mL de EG em comparacdo ao controle positivo (p<0,05 para ambas as comparacoes).

Figura 8. Resultado da proliferagdo relativa do ensaio de citotoxicidade e genotoxicidade por meio do sistema
teste Allium cepa para identificagdo de aberragdes cromossdmicas apds tratamento com diferentes concentragdes
do extrato de geoprépolis de Melipona seminigra, pelo periodo de 24 horas. A) Aderéncias cromossdmicas. B)
Pontes cromossdmicas. C) C-mitose. D) Cromossomos vagantes. DMSO: 1% de dimetilsulféxido. * p<0,05 em
comparacao a concentragao zero.
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As aberragdes cromossémicas, a exemplo das aderéncias (Figura 9A), pontes (Figura
9B), c-mitose (Figura 9C) e cromossomos vagantes (Figura 9D), sdo importantes sinais de
danos genéticos e estdo relacionados com a reducéo do indice mitético, um indicador que reflete
a taxa de células em divisdo (Teerarak et al., 2009; Ibrahim; Sowemimo; Odukoya, 2015). E

possivel observar que o EG de M. seminigra exerceu diminui¢do da atividade mitotica das
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células de Allium cepa, sugerindo uma possivel interferéncia no ciclo celular, com implicacGes

para a estabilidade genémica.

Figura 9. ldentificagdo das aberra¢Bes cromossdmicas encontradas durante o ensaio de citotoxicidade e
genotoxicidade por meio do sistema teste Allium cepa, apds tratamento com diferentes concentracfes do extrato
de geopropolis de Melipona seminigra, pelo periodo de 24 horas. A) Aderéncias cromossdmicas. B) Pontes
cromossémicas. C) C-mitose. D) Cromossomos vagantes.

A ocorréncia de aderéncias cromossémicas, frequentemente encontradas em estudos de
genotoxicidade, podem resultar na formagdo de pontes e fragmentos cromossdmicos,
comprometendo o ciclo de divisdo adequado dos cromossomos durante a mitose (Dizdari;
Kopliku, 2013; Mansour; Mahfouz; Maher, 2017). Essa desregulacdo, por sua vez, pode levar
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a morte celular ou a perpetuacdo de células com instabilidade gendmica (Kabala-Dzik et al.,
2018).

As pontes cromossdmicas sdo caracterizadas pela ligacdo fisica entre cromossomos
durante a divisdo celular, formando uma estrutura semelhante a uma ponte entre os polos
opostos. A presenca de células com pontes cromossémicas € um importante biomarcador de
genotoxicidade, indicando danos no DNA e possiveis erros de replicacdo (Talukder et al.,
2021).

As C-mitoses resultam da inibicdo da formacdo do fuso mitdtico, essencial para o
alinhamento e segregagdo dos cromossomos. Na C-mitose, 0S Cromossomos permanecem
dispersos na célula, sem alinhamento na placa equatorial. Essa aberragdo é frequentemente
induzida por substancias que interferem diretamente na dindmica dos microtdbulos, impactando
na progressdo da mitose (Ylzbasioglu, 2003; Li; Xia, 2019), ou seja, a interferéncia na
formagéo do fuso mitotico ou na citocinese, resulta em células com cromossomos condensados,
mas ndo alinhados na placa metaféasica, caracteristico das c-mitoses.

Os cromossomos vagantes, conhecidos como cromossomos retardatarios, refletem erros
da ligacdo dos microtibulos do fuso aos cinetdcoros, estruturas proteicas que conectam 0s
cromossomos aos microtubulos (Forma; Brys, 2021). Sua presenca indica danos no DNA e
instabilidade gendmica, podendo levar a perda ou ganho de material genético durante a divisdo
celular (Alaguprathana et al., 2022).

A investigacdo da frequéncia da aberracdo cromossdmica aderéncias em diferentes
concentracdes do EG sdo perspectivas promissoras para aprofundar o entendimento sobre o
potencial citotdxico e genotoxico da geopropolis. Sendo assim, dois pontos devem ser levados
em consideracao: i. os estudos disponiveis se concentram apenas em extratos de prépolis, e ii.
a auséncia das informacdes sobre os extratos de geopropolis ndo significam auséncia de efeitos,
ja que a geopropolis, por apresentar uma composicao diferenciada em relacao a propolis, pode
apresentar resultados distintos aos esperados, e a falta de estudos especificos sobre estratos de
geopropolis e o sistema teste Allium cepa, indicam a necessidade de pesquisas futuras,
investigando o potencial citotoxico, mutagénico e genotoxico desses extratos. A disparidade
dos resultados reforca a sensibilidade e a confiabilidade do teste Allium cepa como ferramenta
para a avaliacdo de produtos naturais até contaminantes ambientais (Feretti et al., 2007; Pohren;
Costa; Vargas, 2013; Chowdhury; Biswas, 2024).
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que extrato de geopropolis de Melipona seminigra da Amazénia Ocidental
apresentou efeitos antiproliferativo, citotdxicos e genotdxicos em diferentes linhagens celulares
de cancer. Esses resultados contribuem para o conhecimento cientifico sobre o potencial
terapéutico da geopropolis de M. seminigra e abrem caminhos para futuras investigacdes, como
a caracterizacdo fitogquimica detalhada da geopropolis, a elucidacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na atividade antitumoral e a avaliacdo da eficcia e seguranca do
extrato em modelos animais. A descoberta de novos compostos com atividade antitumoral é
essencial para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras contra o cancer. Nesse
contexto, a geopropolis de M. seminigra desponta como uma fonte promissora de novos agentes
terapéuticos, contribuindo para a melhoria da qualidade de vida de pacientes oncoldgicos.
Enquanto, é importante notar que os efeitos antiproliferativos, citotoxicos e genotdxicos
observados no extrato de geopropolis em células de cancer também foram observadas no
sistema Allium cepa, sugerindo potenciais riscos de toxicidade nao seletiva que precisam ser

cuidadosamente avaliados antes de considerar aplicagdes terapéuticas.
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