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Introducao

As abelhas que pertencem a Tribo Meliponini sdo popularmente conhecidas como “abelhas
indigenas sem ferrdo” (NOGUEIRA, 1997). A abelha Tetragonisca angustula (Jatai) é uma abelha
sem ferrdo nativa do Brasil, com ampla ocorréncia no Rio Grande do Sul (BLOCHTEIN; et al., 2009).
Esta abelha produz mel e propolis de excelente qualidade e com muitas propriedades biologicas que
devem ser estudadas.

A propolis é uma mistura complexa de substancias que as abelhas coletam de varias plantas,
modificam e depositam em seus ninhos, com o objetivo de proteger a colméia de correntes de ar, luz
solar, predadores e microorganismos (PEREIRA; et al., 2003). Sua composi¢do quimica ¢ muito
variada e depende de fatores climaticos. Os constituintes da propolis com agdo farmacoldgica mais
importante sdo os flavonoides, os fenois e os acidos aromaticos (UZEL; et al., 2005) em que se
destacam o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (ArtepelinC) (MATSUNO; et al., 1997) e o éster
fenetilico do acido cafeico (CAPE) (KUO; et al., 2006), que estdo descritos na literatura como agentes
que inibem o crescimento de células cancerigenas.

Mundialmente os canceres de pescoco e cabega correspondem a 10% dos tumores malignos e
aproximadamente 40% dos canceres dessa localizagdo ocorrem na cavidade oral (BRASIL, 2002). O
carcinoma epidermoide, também conhecido como carcinoma de células escamosas, ¢ uma neoplasia
maligna que se origina no epitélio de revestimento representando de 90% a 95% dos casos de cancer
de boca.

Existem muitos estudos sobre a atividade citotoxica do extrato de propolis da abelha Apis
mellifera, porém nao existem dados na literatura sobre esta atividade utilizando o extrato de propolis
da abelha Jatai. Desta forma, este trabalho tem por objetivo principal avaliar o potencial citotoxico do

extrato da propolis da abelha sem ferrdo Jatai em células escamosas de carcinoma oral.

Metodologia

A amostra de propolis da abelha Jatai foi coletada em meliponario localizado na Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS). A propolis foi triturada, homogeneizada e
pesada. Foi acrescentada a propolis a mesma quantidade de etanol 70% (v/v) e essa mistura

permaneceu em maceragdo durante 45 dias.
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Foram utilizadas células escamosas de carcinoma oral de rato (SCC-158) obtidas do Japanese
Cancer Research Resources Bank (JCRB) para a realizagdo dos ensaios. Para crescimento, as células
foram adicionadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) em garrafa para cultura de
células, suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina. As células foram
mantidas em incubadora umidificada a 37°C e mistura de ar com 5% de CO,. Para os experimentos, as
células estavam confluentes e foram transferidas para placas de fundo chato de 24 e 96 pocos, com
densidade de 1x10* e 2x10° células/pogo, respectivamente, contadas através da camera de Neubauer.
Nos ensaios, o crescimento celular foi bloqueado reduzindo a concentragdo de soro fetal bovino, a
cada 24 horas, até a concentragdo de soro 0,5%.

Para avaliacdo da atividade citotoxica, através da inibigdo da proliferagdo celular, foram
adicionadas concentragdes de 30ug/mL, 100pg/mL e 300pg/mL do residuo seco do extrato de propolis
em DMSO na cultura de células SCC-158. No controle adicionou-se DMSO a 1%. Apos 24 horas de
tratamento as células foram soltas da placa utilizando uma solugio de tripsina/EDTA e a proliferagéo
celular foi avaliada por contagem em cdmera de Neubauer.

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio utilizando 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
brometo de difenil tetrazélio (MTT). O método é baseado na conversdo do MTT em azul de formazan,
a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas (BURIOL, et
al., 2009). As células foram tratadas com diferentes concentra¢cdes do residuo seco do extrato de
propolis em DMSO (30pg/mL, 100pg/mL e 300pug/mL). No controle adicionou-se o0 DMSO a 1%.
Decorridas 24h da adi¢do do tratamento, o meio de cultura presente nos pocos foi desprezado e
substituido por 100ul de DMEM contendo 10% (v/v) de uma solugdo de MTT (5mg/ml). A seguir, as
células foram incubadas por 3 horas em estufa a 37 °C. Apds este periodo, o meio foi novamente
desprezado e os pocos foram preenchidos com 100ul de DMSO, para dissolugdo dos cristais de MTT.
A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro (Spectra Max M2°, SoftMax® Pro 5, Molecular
Devices) para leitura das placas em 595nm.

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio de andlise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguida pelo teste de Tukey. Valores de P menores que 0,05 (*P < 0,05) foram considerados

como indicativos de significancia.

Resultados

Na Figura 1 esta demonstrado o efeito do residuo seco do extrato de propolis sobre as células
SCC-158. Apds 24 horas de tratamento observou-se um decréscimo significante no numero de células
nas concentragdes de 100ug/mL e 300pg/mL quando comparado ao controle. A inibigdo maxima da
proliferacdo foi na concentragdo de 300ug/mL, inibindo aproximadamente 98%. Na Figura 2,

observa-se o resultado da viabilidade celular com diminuigao significativa, comparado ao controle, nas
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concentragdes 30pug/mL, 100pug/mL e 300pg/mL. A inibicdo maxima da viabilidade celular foi de 64 +
2% na concentragdo de 300pg/mL.
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Figura 2 Efeito do tratamento com o residuo seco de
propolis em DMSO (30, 100 e 300pg/ml), apds 24 h.
A viabilidade das células de carcinoma escamoso oral
SCC-158 foi avaliada pelo método MTT. Cada
coluna representa a média =+ e.p.m * P < 0,05.
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Figura 1 Efeito do tratamento com o residuo seco de
propolis em DMSO (30, 100 e 300png/ml), apds 24h.
O crescimento das células de carcinoma escamoso
oral SCC-158 foi avaliado por contagem em camara
de Neubauer. Cada coluna representa a média +
e.p.m * P <0,05.

Conclusio

Baseados nesse estudo, concluimos que o extrato de propolis da abelha Jatai inibiu a
proliferagdo e viabilidade das células SCC-158. Isto poderia sugerir uma possivel alternativa de
tratamento para tumores. Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para determinar estes

efeitos e também o mecanismo de agao.
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