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RESUMO

Inimeros estudos relacionados a formacdo de vaaoguiseos
abordam ocorréncia de atividade moduladora exarpimt produtos
naturais no microambiente das células endotelidigprépolis vem
sendo investigada como uma candidata & modulagiogé&mica. Entre
seus constituintes quimicos, encontram-se &cidoéli¢es, ésteres,
flavonoides,  terpenos, beta-esterdides, aldeidosomaticos,
sesquiterpenos e estilbeno-terpenos, entre outop®g sendo que sua
composicdo pode variar de acordo com a fonte lx#tétd exsudato
coletado, bem como das condi¢cdes ambientais. @textidroalcodlico
de propolis coletado no outono/2010 no planalteaser (municipio de
S&do Joaquim) teve a sua acédo investigada na datdi celular, na
capacidade de proliferacao, na fungdo migratéma éubulogénese de
células endoteliais de veia umbilical humana. Esdeato apresentou
teores elevados de &cidos fendlicos (acido gadicinlo protocatecuico,
acido clorogénico e seus ésteres como o acidoisagnico A e acido
isoclorogénico C) e do flavondide quercetina. Oraggt (100 - 200
pg/ml)  produziu citotoxicidade e diminuicdo dos carsmos de
proliferacdo, migracdo e tubulogénese. Ele taminémwefpaz de reverter
o efeito proliferativo do fator de crescimento uadac endotelial nas
células endoteliais. A atividade da metaloproterasido foi alterada
com 200 pg/ml do extrato. Porém, esta mesma caacdat inibiu a
atividade proliferativa da proteina quinase C enqmeeu um efeito
aditivo na inibicdo do efeito proliferativo da emzi cicloxigenase 1 e 2.

Além disso, a administracdo do composto puro qtiaecesoladamente



(40 uM) ou em associagcdo com o extrato (200 pg/mipiu a
proliferacdo celular. No ensaio de morte celulaigdenciou-se uma
tendéncia a acao pré-necrdtica do extrato. Quarekirato de propolis
foi administrado,jn vivo, em membranas extra-embrionariasGlus
domesticus observou-se significativa inibicdo dos processbs
vasculogénese e angiogénese. Os resultados dess@ssia vitro e in
vivo evidenciam o efeito modulador do extrato hidrodlico de
prépolis outonal catarinense na formacédo de vaswgusneos indicando
aplicacdo em condi¢des patolégicas caracterizadagseentadas por

uma angiogénese excessiva.

Palavras-chaves: Propolis. Flavonéide. Célula endotelial de veia
umbilical humana (HUVEC). Tubulogénese. Modulac&gi@génica.

Terapia antiangiogénica.



ABSTRACT

A number of studies regarding the formation of bla@ssels approach
the occurrence of modulatory activity exerted byunal products in the
microenvironment of endothelial cells. Propolis baen investigated as
a candidate for angiogenic modulation. Among theendbal
constituents of that complex matrix are phenolicdsc esters,
flavonoids, terpenes, beta-steroids, aromatic gldied) terpenes,
sesquiterpenes, stilbenes and others groups, sancbrbposition may
vary according to the botanical source of exudetdiected as well as,
the environmental conditions. Hydroalcoholic prap@xtract collected
at autumn/2010 in Santa Catarina State (S8o Joaquoimty) was
investigated regarding its action on the cell \ighiproliferation and
migration, and also on the tubulogenesis of humabilical vein
endothelial cells. This extract has showed a hightent of phenolic
acids (gallic acid, protocatechuic acid, chlorogeacid and its ester
derivates isochlorogenic acid A and isochlorogesmitd C) and the
flavonoid quercetin. Propolis extract displayedotykic activity (100 -
200 pg/ml) and decreased the mechanisms of piaider, cell
migration, and vascular tubulogenesis. The propeisact was also
able in to reverse the proliferative effects ofotdar endothelial growth
factor on endothelial cells. Activity of metallopemnase-9 was not
influenced by 200 pug/ml extract. However, this tmeent inhibited the
proliferative activity of protein kinase C and proted an additive effect
in the inhibition of proliferative effect carried/lryclooxygenase 1 and

2. Moreover, the pure compound quercetin when adieied alone (40



KM) or in association with the extract inhibitece thell proliferation.
Cell death assay showed a tendency a pro-necdtanaby the extract
under study. When administergdvivo in extra-embryonic membranes
of Gallus domesticysthe propolis extract promoted a significant
inhibition of the vasculogenesis and angiogendsiken together, thia
vitro andin vivo findings evidence the modulatory effects of prigol
extract studied on the blood vessels formation, sughest application

in morbidities characterized and sustained by esteesangiogenesis.

Key words: Propolis. Flavonoid. Human umbilical vein endotaktiell
(HUVEC). Tube formation. Angiogenesis modulatiomtidngiogenic

therapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DO PROJETO DE TESE

Produtos naturais constituem a fonte de investmaeidiversos
laboratdrios de pesquisa cientifica pré-clinicaliéversidade Federal
de Santa Catarina (UFSC), entre eles o LaboratieicEstudos em
Bioatividade e Morfogénese Animal (LEBIMA, Deptoe dBiologia
Celular, Embriologia e Genética/CCB), com abordagembre a
formacdo de vasos sanguineos e o Laboratério ddolymrese e
Bioquimica Vegetal (LMBV, Depto. de Fitotecnia/CCA)om énfase
em caracterizagdo bioquimica de plantas. No ark9@8, a proposta de
um projeto de pesquisa intitulado “Tipificacdo eiEfs Bioldgicos da
Prépolis Catarinense” foi submetida & Fundacdo peicAa Pesquisa
Cientifica e Tecnoldgica do Estado de Santa Cata(lFAPESC)
obtendo o apoio financeiro para a sua execucéadj@ivw principal da
proposta consistia no desenvolvimento de um baradedos voltado a
tipificacdo da propolis catarinense por meio dohesimento da sua
composicdo quimica e respectivas atividades bicddgiEsse tipo de
investigacdo tornou possivel a caracterizacdo dpesduto apicola
catarinense, de forma que o seu estudo sazonagienaé pode
identificar a qualidade da prépolis produzida ndafis. Para isso,
amostras provenientes de distintas regides geogsafie Santa Catarina
foram coletadas ao longo das estagfes do ano di €@halisadas,
inicialmente, através de metodologias cromatogréfic e

espectroscopicas. Subsequentemente, investigaglasionadas ao



21

efeito bioldégico dessas amostras nas mais variadasdagens, foram
conduzidas. Desta forma, surgiu a motivacdo pareabizacdo desta
tese. Assim, apds as analises do perfil quimicoadasstras, realizado
pela equipe de pesquisadores do LMBV (Nucleo ddiRos Naturais),

a amostra de propolis com niveis mais pronunciaoflavonodides e

acidos fendlicos totais foi selecionada, dentre¢alda grupo sazonal de
amostras, para 0s ensaios que envolviam formac&asis sanguineos

a serem conduzidos no LEBIMA, produto desta tese.

1.2 CONTEXTUALIZACAO

Um dos produtos naturais utilizados durante séculeta
humanidade tem sido a propolis, um composto regiradetado e
sintetizado pelas abelhas, a qual é administrabadsersas formas
(PEREIRA et al 2002). A préopolis € uma das poucas substancias
naturais a permanecer popular ao longo dos anes as® data de 300
a.C. (MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al.,, 2000; CASTAIID
CAPASSO, 2002; DA SILVA et al., 2006). O uso daépwlis pelos
humanos tem uma longa historia. Os egipcios coalmreeas atividades
anti-putrefativas da propolis e a empregavam panhatsamar suas
mumias (LUSTOSA et al., 2008). Além disso, foi neleecida por suas
propriedades medicinais por médicos da antiguidaseo Aristételes,
Dioscorides, Plinio e Galeno (CASTALDO; CAPASSO, 02D
Contudo, atualmente, devido as suas caracteristieapanacéia, 0s

profissionais da saude tendem a desconfiar da fcécia devido a
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serem atribuidas dezenas de atividades biol6giiasltaneamente
(PEREIRA et al., 2002).

Nas ultimas décadas, as publicacdes na literatiertifica a
respeito da composicdo quimica da propolis e réspsgropriedades
biolégicas vém aumentando, revelando o seu polenu@a o
desenvolvimento de novos farmacos (SFORCIN; BANKOQ\2A11).
Essa substancia resinosa coletada da flora locelaleorada pelas
abelhas, bem como o0s compostos presentes evidendiaensas
atividades biologicas, entre elas pode-se citar agbes
imunomoduladora, antibacteriana, antifingica, #ativ antioxidante,
antitumoral e antiinflamatéria (MENEZES, 2005; LOFRT 2006;
SFORCIN, 2007; TEIXEIRA et al., 2008). De espediaeresse a
presente investigacdo destacam-se o0s efeitos giotigEmicos
demonstrados por amostras de propolis proveniatwe8rasil e de
territérios estrangeiros (HEPSEN et al., 1999; SGNI@&l., 2002; AHN
et al., 2007; OHTA et al., 2008; MOTOMURA et al.00B;
KESHAVARZ et al., 2009; KUNIMASA et al., 2009; MEERLI et
al., 2009; MOURA et al., 2009; BASINI et al., 201DHIKARAISHI et
al., 2010; DALEPRANE et al., 2012).

A angiogénese é considerada um alvo terapéuticortante em
diversas doengas nas quais evidencia-se um corgaitrescimento
irregular de vasos sanguineos contribuindo para comtexto
inflamatério crénico no qual, dentre outras candstieas, observa-se
uma exacerbada proliferagéo. As alteracdes vassulpodem afetar
diversos 6rgdos ou tecidos do corpo humano, seniais no cancer,

na retinopatia diabética, na psoriase, na artrégamatdide, na
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endometriose e na obesidade, entre outros (FERRARERBEL,
2005; FOLKMAN, 2007; OTROCK et al., 2007). Folkm@r®74), foi o
primeiro a considerar que o desenvolvimento dedammns terapéuticas
deveria concentrar-se diretamente nas respostasétidas endoteliais
aos diferentes agentes ou principios ativos.

Em uma revisédo de 2012, Sawicka et al., destacanaqudpolis
possui efeitos antitumorais por ser capaz de dimiauproliferacdo
celular através da inducdo de apoptose. Efeito lbamte foi
demonstrando no ano de 2009 por Kunimasa et al.,célmlas
endoteliais e, em 2008, por Motomura et al., enulaglleucémicas
humanas.

Em virtude disso, a investigacao da propolis prathuno Estado
de Santa Catarina, com o0 objetivo de caracterixperamentalmente
efeitos antiangiogénicos em modeiosivo ein vitro, torna-se oportuna
e necesséaria, uma vez que dados referentes a higlégicas da

prépolis catarinense séo escassos na literatura.

1.3 JUSTIFICATIVA

Embora pesquisadores ja tenham relatado as atésdadldgicas
de propolis coletadas em vérias partes do mundimsdsobre a prépolis
catarinense sao poucos, uma vez que € minimo ocsgumnhece a
respeito de suas caracteristicas quimicas, de farrasacteriza-la como
um produto potencial. O fato de que o conhecimerda® aprofundado
a respeito das acdes dessa propolis possa promoxebasamento a

sua caracterizagdo como produto apicola de us@sendolvimento de
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produtos farmacéuticos, torna-se uma virtuosa petisja. Tal assertiva
baseia-se em contexto etnofarmacoldgico, por eaplcientificamente
0s agentes biolégicos ativos, tradicionalmente eggmos ou
observados pelo homem (ELISABETSKY; SOUZA, 201®dgndo
constituir um valioso atalho a descoberta de faosiaPara tanto, os
resultados da pesquisa cientifica basica provenidat presente tese
acrescentam novos dados que, em conjunto com utackss referentes
ao perfil quimico, incrementam a qualidade da pi$pcatarinense,
além de seu valor de mercado, tornando-a uma m@dgiBma mais
atrativa ao desenvolvimento de produtos de interassalde humana e
animal.

Além do propoésito de gerar conhecimento técnicotifieo que
venha a impactar positivamente os setores produtt@ propolis
catarinense e seus derivados, torna-se desej&rejuadramento como
farmaco de modo a substituir o conceito de preteasedio universal
para todos os males fisicos. Portanto, o presetiele visa contribuir
cientificamente para as potenciais aplicacdes dlaglis catarinense.

Ressalta-se ainda, que hd uma década, a propaditelna ja era
considerada de alto valor ndo somente pelas pozoiés
farmacolégicas atrativas, mas pelo menor teor daism@esados e
demais poluentes ambientais. De fato, dados da rdgite de
Apicultores de Minas Gerais revelam que a proguoisluzida naquele
Estado foi considerada a melhor do mundo no mergagonés
(PEREIRA et al., 2002). Sendo assim, é impresceidfaracterizar a
prépolis catarinense para gerar subsidios capagemseri-la nesse

mercado.
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A diminuta quantidade de dados referentes ao cdatgiimico
bem como acdes farmacoldgicas constituem um exypoesbjeto de
estudo importante da prépolis catarinense. Umaquezo controle das
respostas de células endoteliais constituem um efucial para a
terapia de inUmeros distirbios e, também, que aawoste prépolis
oriundas de outras regides evidenciaram modulagigsogénicas,
encontrou-se a motivacdo para buscar um maior cagnbeto sobre a
prépolis do Estado de Santa Catarina quanto as agiie as células
formadoras de vasos sanguineos. E importante desjae os Estados
Unidos da América tém investido mais de quatrodeithde dolares na
pesquisa e desenvolvimento de farmacos tanto pdeair quanto para
reduzir a angiogénese, tornando-se uma das éareiss foneemente
financiadas de pesquisa médica (DEWITT, 2005).

Portanto, para que haja insercdo da propolis oat@sé no
abrangente conjunto de substancias que exercetnsefes processos
de formacédo de vasos sanguineos, é necessario pim @mnhecimento
cientifico acerca das propriedades desse proditolapuma vez que a
Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 24 deé4unho de 2010
(ANVISA), afirma que a propolis pode ser consideradim
medicamento, desde que atingida as condi¢des asigiol registro. Isso
demanda inumeros estudos bioquimicos, biol6gicdarmacoldgicos
subsidiados por metodologias adequadas, de modonquiituro, se
alcance um conhecimento satisfatério ao enquadtanasn propolis

como farmaco.
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1.4 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.4.1 Formacéao de vasos sanguineos

Os vasos sanguineos séo formados por artérias, egtariolas,
vénulas e capilares. E importante esclarecer qpéaces sdo tubos
formados por células endoteliais as quais sédo w@gaw pelos pericitos
vasculares. As paredes finas dos capilares permiertroca de
substancias entre 0 sangue e os tecidos do cospartdtias transportam
0 sangue do coracdo para outros 0rgdos. As gramtirfas elasticas
originam-se no coracgéo e dividem-se em artériasutares de tamanho
médio que se ramificam para as diversas regioesg. As artérias de
tamanho médio ramificam-se em artérias menoresnathas arteriolas.
A medida que as arteriolas entram em um teciddficam-se em uma
miriade de vasos minusculos, chamados capilaremoSrde capilares,
no interior do tecido, reinem-se para formar pegsiemias, chamadas
vénulas. Estas por sua vez, se fundem para forsnaias, 0s quais sdo
vasos sanguineos gue transportam o sangue pamagicdFigura 1;
TORTORA, 2007). Os vasos linfaticos formam uma res@erede com
capilares de fundo cego que drenam o excessoudddiantersticial dos
tecidos. Essa linfa rica em proteinas é devolvidar@ulacdo venosa
através de ductos (ADAMS; ALITALO, 2007).
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Figura 1 —Tipos de vasos sanguineos
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Fonte: Adaptada de Adams; Alitalo (2007, p. 465n ¥ermelho ha as artérias que
se ramificam em arteriolas. Em azul ha as veias sgueamificam em vénulas.
Ambas, arteriolas e vénulas, se ramificam em vas8sculos, os capilares. Vasos
linfaticos séo ilustrados em verde.

Artérias e veias sdo vasos sanguineos formados @tiplas
camadas onde, da profunda para superficial, term-samada intima, a
qual é composta por uma Unica camada de célulastediais e uma
membrana basal de sustentacdo; a camada média, ostamp
principalmente de células musculares lisas e madxizacelular; a
camada adventicia ou externa, a mais larga, compasicipalmente de
fibroblastos e matriz extracelular (Figura 2; SENEA\ 2007). A
camada média € a mais varidvel uma vez que atmeésspessura
podem-se distinguir artérias e veias em relag&araanho do limen do

vaso, bem como através da presenca de valvulgsanedes (MOORE;
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DALLEY, 2007). Diferengas na pressédo sanguineaceemnas paredes
desses vasos também constituem caracteristicgsequéem distingui-

los.

Figura 2 - Camadas que constituem os vasos sanguine
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Fonte: Adaptada de Adams; Alitalo (2007, p. 471eshessura da parede vascular,
o limen do vaso e a presenca de valvulas séo edsticas que distinguem artérias
e veias.

As células endoteliais sdo células alongadas, deut@ws
maleavel, no interior da arvore vascular, podendguiir espessura
inferior a 0,1um em capilares e veias, a 1 um m@adaIRD, 2012).
Essas células constroem canais que nao colapsanistréugm
eficientemente sangue para varias partes do cBgasuem longevidade
de diversos anos porém, quando estimuladas, sdazempde
rapidamente produzir brotamentos de maneira coaddene
direcionada. Essas células conseguem desempenhargssas funcdes
porgue as células dentro da parede do vaso conmisieaimas com as
outras e com as células de dentro e de fora donlime células

endoteliais detectam mudancas na pressdo e flunguseo e
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interagem com o citoesqueleto interno e com a maxiracelular
circundante (CARMELIET, 2003).

Ao estudar a formacao de vasos sanguineos, umpridasiras
estruturas funcionais desenvolvidas no embrido,mpoitante que
conhecamos o0s conceitos de neovascularizagdo, g@ngise,
arteriogénese e vasculogénese, além do perioduerasges processos

ocorrem no organismo vivo (Figura 3).

Figura 3— Esquema dos tipos de neovascularizagao

Vasculogénes‘ Formagéo de vasos sanguineos primordiais

. Angiogénese i i
Neovascularizaca giog ‘ Crescimento de novos capilares

Arterlogenese‘ Remodelamento de uma artéria existente

A neovascularizacdo € definida como o crescimestanavos
vasos sanguineos que pode ocorrer como resultademdeu mais
processos distintos, como a vasculogénese, a &mgieg e a
arteriogénese (TIRZIU; SIMONS, 2005).

Os primeiros vasos sanguineos de um embrido s@owdgidos
por vasculogénese, processo no qual os hemangmhlasélulas
progenitoras endoteliais e hematopoiéticas, migpama 0s sitios de
vascularizacdo (SEMENZA, 2007). Nesses locais elesnam
agregados celulares ou ilhotas sanguineas nosauaipulacdo celular
interna diferencia-se em precursores hematopogéteaa populacao
externa em células endoteliais (KUWANO et al., 2001RZIU;
SIMONS, 2005; WACKER; GERHARDT, 2011).



30

Ap6s a formacdo da rede vascular primordial, ocarrgue
Yancopoulos et al., (2000) denomina de “remodelamangiogénico”,
ou seja, essa rede inicial € modificada por meiorefiressdo ou
alargamento de vasos para formar um padrdo de ramos
intercomunicantes, caracteristica de uma vascalaastabilizada e
madura. Durante esse tempo, a parede dos vasosneanbadurece. As
células endoteliais ficam firmemente unidas as laglue suporte
sobrejacentes (células de mdusculo liso e pericita#®m de
desenvolverem uma matriz extracelular circundaBterante a vida
adulta, essa rede vascular torna-se quiescentecfiedias atividades de
crescimento e desenvolvimento, ou seja, periodepeuso) e estavel
podendo, contudo, sofrer processos de remodelamento

O processo de angiogénese, portanto, refere-saramlelamento
angiogénico que ocorre logo ap6s a formacdo da redEular
primordial (para um melhor entendimento observaréeB da Figura 9,
pagina 48) e ao crescimento de novos capilaresdwaisos; parte F da
Figura 9). A angiogénese ocorre em respostas praget(reparo
tecidual), mas, também, em eventos como inflamat¢épdxia e
isguemia (KUWANO et al., 2001; TIRZIU; SIMONS, 2005Esse
processo se da por brotamento e intussuscepcaordFyg PRIOR;
YANG; TERJUNG, 2004). Contudo, existe uma divergé&nentre
autores, pois h4 os que consideram ainda a exstéiscum terceiro
processo de angiogénese: o crescimento longitu@@BBONS, 2010).
Para estes autores, o conceito de angiogénese rmgscincento
longitudinal € muito similar ao conceito o qual,tros autores,

atualmente empregam para se referir a intussuszepca
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Figura 4—Processos de angiogénese

Fonte: Adaptada de Prior; Yang; Terjung (2004, p2Q). A angiogénese pode

ocorrer por brotamento (lado esquerdo da figurg)anintussuscepc¢éo (lado direito

da figura). Em ambos os movimentos morfogenéticbsadimento do nimero de

microvasos. Recentes evidéncias tém sugerido intassuscepgdo pode ser 0 meio
principal de formacgéo de capilares durante o dedeimvento.

Em relacdo ao processo de angiogénese, o brotangerdo
movimento morfogenético mais estudado e envolveavéetapas
(Figura 4; GIBBONS, 2010). O brotamento ocorre gieampartindo de
um capilar existente, as células endoteliais atisafdrmam estruturas
semelhantes a corddes que se estendem sobre unma extrtbcelular
distinta (DJONOV; GALLI; BURRI, 2000). Ele dependscialmente
da ativacdo celular endotelial, degradacédo da Earbasal (através da
secrecdo de proteases permitindo a entrada no cegegiyascular),
migracdo e proliferacdo de células endoteliais,uladénese e
maturacdo vascular através do recrutamento deitpsrie células

musculares lisas que resultard no surgimento do neago (Figura 5;
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PHILLIPS et al., 1991; YANCOPOULQOS et al., 2000;NES et al.,
2001; KALLURI, 2003; CHUNG; FERRARA, 2010; XU; CLBAR,
2011; POTENTE et al.,, 2011; RIBATTI; CRIVELLATO, 2@;
HERBERT; STAINIER, 2012).

Figura 5 - Etapas envolvidas na angiogénese ptarbemto

Matriz Células endoteliais
extracelular‘ r

E

7 matriz
#degradada

Al - Al &l fal -
Degradagao Migragéo Proliferagao Formagéo do capilar

Fonte: Adaptada de Bischoff (1995, p. 70). Etapagokidas no brotamento
angiogénico. Tem inicio com a degradacdo da larbasal permitindo que as

células migrem, proliferem e formem novos capilaté®ma vez formado o capilar,
ocorre deposicao de nova lamina basal.

O termo intussuscepcdo significa “crescendo por s&f
(DJONOV; GALLI; BURRI, 2000) e refere-se ao moviren
morfogenético no qual um Unico capilar divide-se dois capilares de
dentro para fora, por meio da formacéo de umatasrisemelhante a
um pilar longitudinal sobre o lado luminal. Célukrsdoteliais ativadas
estendem-se intraluminalmente, formando dois talh@vés do quais o
sangue pode passar (Figura 6). Trata-se de umgsmeauito eficiente

para a multiplicacdo de capilares, o qual requenomeroliferacdo
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celular endotelial e oferece maior simplicidade reenodelacdo da
matriz extracelular, quando comparado a angiogépesdrotamento
(PRIOR; YANG; TERJUNG, 2004).

Nos musculos esqueléticos, a superexpressédo do &0
crescimento vascular endotelial (VEGF), desencadeierescimento
vascular mais por intussuscepc¢do do que por beotEm O fluxo
sanguineo e o0 estresse de cisalhamento existemte petentes
desencadeadores da intussuscepcao (GIANNI-BARRERA,e2013).
A partir de estudos utilizando modelos computadggneerificou-se que
as redes intussusceptivas sdo mais eficazes recforento de oxigénio
sob condicbes de alta demanda metabdlica. Além o,diss
intussuscepcao tem o potencial para proporcionarlivio funcional

mais rapido em condicdes de isquemia (JI et aDgR0

Figura 6 - Crescimento intussusceptivo

Ir

Insergao de um|
plar tecidual

— Proliferagéo de
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Fonte: Adaptada de Adams; Alitalo (2007, p. 469a iNtussuscepcdo ocorre o
crescimento de um pilar longitudinal no Iimen aapidividindo-o em dois. Requer

menor proliferacédo celular endotelial. Ao final glmcesso ha a divisdo de um Unico
vaso em outros dois capilares.

O termo arteriogénese refere-se ao processo deledsmneento de

uma artéria existente para aumentar o diametronaingm resposta a
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um fluxo sanguineo aumentado (HEIL et al., 2006 VBEA; CHOI;

YANG, 2012). Um importante estimulador da arterivgge é o
aumento do estresse de fluido no sitio proximabdaséo arterial e o
subsequente acumulo de células mononucleares (TIRZIMONS,

2005). De acordo com Heil et al., (2006), devidoldis fisicas da
mecanica dos fluidos, apenas a arteriogénese foroe@ resposta
equivalente a déficits de fluxo de sangue causpalasclusdes arteriais.

Durante o desenvolvimento do embrido existe um atomea
demanda de oxigénio e os tecidos secretam molésinalizadoras que
estimulam a proliferacdo, a migracdo e a diferedicade células
endoteliais, o que resulta no surgimento de uma wadcular em um
tecido previamente avascular. A vasculogénese,opdiamente, e a
angiogénese s&o responsaveis pelo desenvolvimeassa drede
(BISCHOFF, 1995).

Uma vez formada a rede vascular no adulto, asase&ridoteliais
permanecem quiescentes ou proliferam em um ritmdonlanto.
Estima-se que em um organismo adulto somente 0@d86células
endoteliais encontram-se normalmente em processoivik&io, valor
bastante diferente daquele observado em outra8liepiftHANAHAN;
FOLKMAN, 1996). Contudo ha casos em que esta ektade vascular
sofre remodelamento, como em doencas, durantecageagao tecidual
e no processo reprodutivo (BISCHOFF, 1995; KUWANGle 2001).
As células endoteliais atuam também na formacéaante barreira que
exerce funcdo importante na integridade dos tecidtavés da
regulacdo de passagem de moléculas, liquidos daséimunes
(RAZAKANDRAINIBE et al., 2013). Um exemplo é o eatrasamento
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leucocitario, no qual ocorrem mudancas na superfi@m endotélio

através do aumento da expressdo de moléculas déoadmmo a P-
selectina e a E-selectina. A transmigracdo de unclkto pode

acontecer de forma paracelular (entre células efidis) ou transcelular
(através de células endoteliais individuais). Alintp¢do ou disfuncao
dessa barreira leva ao edema, inflamacdo e patslogssociadas
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

A célula endotelial de veia umbilical humana (HUVEC uma
célula altamente dinamica, pois, além de mostrapaddade
angiogénica, participa ativamente na regulacdo @wst vascular
(através da producdo de substancias como Oxiddconite
prostaglandinas, pelas enzimas eNOS e COX, regpa@te),
responsavel pelo trafego de células sanguineas es@ngue e tecidos,
manutencdo da fluidez do sangue, permeabilidadenitdade inata e
adaptativa (AIRD, 2012). Além disso, essas céljfanostraram serem
dotadas de alto grau de plasticidade (MAURO; BUSGEBERBINO,
2010), podendo detectar sinais angiogénicos e mespo

Atraidas por sinais pré-angiogénicos, as céluladotefiais
também podem tornar-se mdveis e invasivas atraaéforthacdo de
prolongamentos citoplasméaticos longos e delgadofilopddios. Estes
prolongamentos contém filamentos de actina, ossguaravés de
contracdo, impulsionam a célula para frente. Afakiese da origem do
broto no sentido distal, essas células denomirfgdedudas” (ip celly
guiam os novos brotamentos e exploram o ambiergeabdo os sinais
pré-angiogénicos para a respectiva orientacao (&igyh Seguindo as

célulastip ha as células “suporte’stalk cell3 que estendem menos
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filopédios, mas estabelecem um limen e proliferara gpuportar o
alongamento do brotamento (Figura 7). H& ainda uew@eira
classificacdo, que sdo as células "falanggsialanx celly que se
alinham em monocamada, formando a camada maisiantds novo
vaso sanguineo, onde nado ocorre mais proliferagdo.célulastip
anastomosam-se com brotamentos vizinhos para uoonstedes
vasculares. O inicio do fluxo sanguineo, o estabainto de uma
membrana basal e o recrutamento de células peuieass de suporte e
formacdo das juncOegap, estabilizam as novas conexdes. O processo
de brotamento ocorre até que os sinais pré-angog@diminuem e a
quiescéncia é entdo reestabelecida (Figura 7; POEES al., 2011,
RIBATTI; CRIVELLATO, 2012; SIEMERINK et al., 2012).

No tecido normal (ndo-patoldgico), para uma formag@lenada
de vasos sanguineos, as células endoteliais recgibaim provenientes
de angiocininas secretadas localmente por vanos ttelulares como
células do tecido conjuntivo e das préprias céldadoteliais, mas
podem também derivar do sangue e da matriz extitacéLIECKENS;
CLERCQ; NEYTS, 2001; COULTAS; CHAWENGSAKSOPHAK;
ROSSANT, 2005). Ap6s o recebimento desse sinaiainio endotélio
secreta enzimas especificas, como as metalopre¢sindMPs), que
resulta na degradacdo da membrana basal que coétéas proteinas
da matriz extracelular (MEC). Subsequentementea dsgradacdo €
seguida pelas mudancas sequenciais vasculare€ldéss endoteliais.
As células endoteliais podem entdo projetar-sevédrados novos
espacos criados e organizar novos tubos de capitpre crescem em
direcao a fonte de suprimento sanguineo (ESFAHANARI., 2012).
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Figura 7 - Diferencia¢des da célula endotelial dtga@ angiogénese

célula pontudatip)

célula suporte (stalk)

célula falange (phalanx)

lamina basal

Fonte: Adaptada de Siemerink et al., (2012, p.1@Bavés dos sinais angiogénicos,
as células endoteliais podem se diferenciar emtipds de acordo com a sua
posi¢céo no vaso sanguingip;, stalke phalanx

Por outro lado, no estroma tumoral, a angiogénése
caracterizada pela expressao de proteinas proggmgias, coordenada
pelos oncogenes (neoangiogénese). A formacédo da neole vascular
ocorre em etapas sequenciais. As células precisalifepar, migrar e
penetrar no "estroma hospedeiro”. A rede vasclidamditos tumores
nao é idéntica a do tecido normal, podendo reseitarmicrovasos
irregulares e tortuosos o0s quais sdo parcialmeatestidos com
endotélio e membrana basal. Nessas condicdes, adées
arteriovenosas com fundo cego sdo comuns (CARMELIEAIN,
2000; AIRD, 2012). Um pré-requisito para a progiiesdo tumor é o
recebimento de nutricdo e oxigénio através do feeaguineo. Quando
a massa tumoral alcanca cerca de 1 a 2, mndifusdo de oxigénio e

nutrientes através das células é dificultada, phiasdo pode ocorrer a
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partir dos capilares a uma distancia de apenasal800 um. Desse
modo, forma-se um centro de hipdxia/necrose dedtratumor em

crescimento. Portanto, a expansdo da massa turdende do
desenvolvimento de novas redes de suprimento ssmwufornando

evidente o fato de que a angiogénese é essenciabparogressao do
tumor (CARMELIET, 2005; FOLKMAN, 2007).

Em condi¢bes fisiolégicas como reproducéo, desemashto
embrionario e regeneragdo tecidual, a angiogénesen éprocesso
altamente controlado, ou seja, é desencadeadagasiperiodos e em
seguida €& completamente inibida (KUWANO et al, 200
CARMELIET, 2003). Entretanto, em condi¢cdes patatagi o
crescimento de novos vasos sanguineos pode virr aargiEmalo,
tornando-se um fator importante para a patogénese deencas
caracterizadas por uma angiogénese excessiva (FGDKML974;
RISAU, 1997; PANDYA; DHALLA; SATANTI, 2006). Entreessas
doencas angiogénicas podemos citar, além do crestntumoral, a
retinopatia diabética, a psoriase, a artrite regGid@t a obesidade, a
endometriose e outras condi¢cdes cronicas nas @uasgiogénese
sustentada contribui para o seu desenvolviment8GBIOFF, 1995;
CARMELIET, 2003; EVCIMENT; KING, 2007; FOLKMAN, 20D,
HEIDENREICH; ROCKEN; GHORESCHI, 2009; RODRIGUEZ-
CASO et al., 2012).

Estudos recentes sugerem que o0s processos de dgfane
angiogénese estdo inter-relacionados. Os vasosuisapng recém-
formados permitem o recrutamento continuo de c®inflamatorias, as

quais liberam uma variedade de citocinas pro-adgiogs,
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guimiocininas e fatores de crescimento promotorasadgiogénese.
Estas séries dieedbackgositivos, por fim, criam um circulo vicioso
gue exacerba a inflamacéo, transformando-a em weegso cronico
(KIM; WEST; BYZOVA, 2013). Evidéncias convincentgglicam que

angiogénese e inflamagdo s&o componentes essenuiEs a

manutencdo de uma variedade de condi¢cfes patatogiaencteristicas
de morbidades crénicas (MOURA et al., 2009).

Na retinopatia diabética, ocorre vascularizacacetina devido a
obliteracdo dos capilares, uma das disfungbes lassuencontradas
nessa doenca, sendo a hiperglicemia o principatl f&lacionado as
mudancas estruturais e funcionais. Essa obstrug8oular promove
perfusdo inadequada da retina e isquemia, a quamuls a
angiogénese. Uma suprarregulacdo de diversos noee#adpro-
inflamatérios produzidos pelas préprias células rdana pode ser
induzida através da hiperglicemia continuada, dedderda capilar e
vasoconstriccdo, caracteristicos dessa doenca (BANO et al.,
2013).

Da mesma forma, na psoriase ha aumento da vaseutirmal
com capilares dilatados e alongados, com diversasliatiores
angiogénicos suprarregulados. Fatores derivadosgudatindcitos,
mastocitos e outras células imunes contribuemaarayiogénese sendo
gue, nessas condi¢des patoldgicas, ela é necessadaaez que trata-se
de uma condicgdo inflamatoria crénica (HEIDENREICRIOCKEN;
GHORESCHI, 2009).

Portanto o "disparo angiogénico" (WANG; DUBOIS, 2DpMha

maioria dos distlrbios cronicos parece ser ativgdando ocorrem
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mudangas no balanco entre inibidores e estimuladangiogénicos
(SAGAR; YANCE; WONG, 2006).

1.4.2 Fatores inibidores e estimuladores da angiaggse

As células requerem sinais extracelulares paraifenagao e
sobrevivéncia. A maioria das moléculas de sindliaaextracelulares
que influenciam a divisdo celular, o cresciment sobrevivéncia das
células endoteliais sao proteinas sollUveis. Todoprocesso de
neovascularizacao é criteriosamente controladdewdos normais por
uma sequéncia de polipeptideos enddgenos e angiogfmue sdo
secretados durante o crescimento, reparo e rermtegidual (SAGAR;
YANCE; WONG, 2006). Os fatores conhecidos até o emim estdo

listados na Figura 8.

Figura 8 —Ativadores e inibidores da angiogéness ommhecidos

ATIVADORES INIBIDORES
VEGF-A, -B, -C, -D VEGFR-1
PLGF Ang2
Ang1, Tie2 Angiostatina
PDGF-B Endostatina
TGF- p1 Vasostatina
TGF- B receptores Tunstatina
FGF Arrestina
Integrina avB3 Trombospondina-1, -2
PECAM (CD31) Inibidores de MMPs
Efrinas Prolactina
MMPs NOS, COX-2 IFN- o

A

Fonte: Adaptada de Mundell; Kalluri (2007, p.2).n€0 avang¢o das pesquisas na
area de angiogénese, esta lista de fatores atemdoinibidores vem crescendo
proporcionalmente.
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Quando os fatores de crescimento angiogénicos situzpdos
em excesso, o0 balanco se da a favor do crescimdgatorasos
sanguineos. Quando os inibidores estdo presenteexe@sso, a
angiogénese é bloqueada. Em condi¢6es normais,nenatencdo de
um equilibrio de moduladores. Em geral, a angiogg€né, com
frequéncia, ndo desencadeada, com mais inibideremgproduzidos do
que fatores ativadores (PANDYA; DHALLA; SATANTI, 26).

A rede vascular priméaria, organizada no processo de
vasculogénese, consiste apenas em células endotalimaturacao dos
vasos sanguineos requer a presenca de diversossfatgyiogénicos de
modo que as células endoteliais possam recebewneastimento de
células-suporte perivasculares (pericitos) e matxizacelular. Quando
fatores pré-angiogénicos, tais como fatores de cinesto,
angiopoietinas e MMPs estéo presentes, os tubosétldas endoteliais
permanecem descobertos, ou seja, ndo mantém urstineveto de
matriz extracelular e de células perivascularesug@rte. Esta condicao
€ requerida para que ocorra a proliferacdo e aagagr celular, e
formagédo de um microvaso por angiogénese. Por dadim esta é a
mesma condi¢éo que pode promover a regressao daleasstabilizado
(apoptose de células endoteliasioikis) devido a sua estrutura fragil,
sujeita, inclusive, a rupturas. Este segundo degtiagressao) pode
advir de predominancia de fatores antiangiogénmmsnesmo cenario
da angiogénese, a exemplo da auséncia de fluxouisemg ou da
presenca de sangue no ambiente extravascular (fEgi)r juntamente
com moléculas inibidoras de angiogénese como trepdiaina-1 e
interferons (Figura 8; CARMELIET, 2003). Portards,interacdes entre
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pericitos e células endoteliais resultam na exgesde inibidores
teciduais de MMPs (TIMPs), reduzindo a protedlisellesequentemente
estabilizando os vasos (SIEMENRINK et al., 2012¢s§a forma, a
atividade angiogénica é determinada pela desprapoettre fatores
pré6- e antiangiogénicos (KUWANO et al., 2001; MUNDE
KALLURI, 2007).

Dentre os agentes ativadores enddgenos, destactasdlia das
MMPs, que consiste em 26 membros. No processo giegémese, as
MMPs tém fungéo pro-angiogénica por aumentar aodigidade de
fatores como o fator de crescimento de fibrobldsisico (FGFb), o
fator de crescimento transformante (T@®F-o VEGF e outros fatores
angiogénicos através da degradacéo de componemtesetulares, tais
como o colageno tipo IV, que se liga a esses fat@sdentes da matriz
(SIEMERICK et al., 2012); mas também antiangiog&nessociada a
clivagem de componentes da matriz extracelularracge de peptideo
com acdo antiangiogénica. As MMP-2, 9 e 14 regulin@tamente a
angiogénese (CHANG; WERB, 2001). Elas contribuenrapa
degradacdo e reorganizagdo dos componentes da AEE(Soformas,
MMP-2 e MMP-9 sdo expressas predominantemente elmasé
endoteliais e estdo diretamente envolvidas na gagracelular
endotelial e remodelamento vascular durante a gégéase
(ESFAHANIAN et al., 2012). Ambas as MMPs séo reffjaidas em
processos fisiolégicos como remodelamento da MECarde o
crescimento e o desenvolvimento, reparo de les@egiogénese e
extravasamento leucocitario. Elas estdo também hddae em

processos fisiopatologicos tais como cancer e d@edggenerativas
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neurais e vasculares (SHIRVAIKAR et al., 2011). &demente, foi
demonstrado que compostos naturais tém a capacittadiEminuir a
expressao de MMP-2 e MMP-9, como é o caso da moanidina, que
reduz de forma dose-dependente a atividade deseaginpses
(HUANG et al., 2012).

Outro fator de crescimento muito conhecido e corande
especificidade para células endoteliais é o VEG@# tamilia de cinco
membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E
(YANCOPOULOS et al., 2000). O VEGF foi descrito cmom fator de
crescimento endotelial bem como um regulador dangabilidade
vascular, sendo originalmente denominado de fatopetmeabilidade
vascular (FPV). Em particular, a isoforma VEGF-8apaz de induzir a
proliferacdo, o brotamento e a tubulogénese déaséhindoteliais. Ela é
expressa na maioria das células, mas esta supradagia hipéxia. Em
tumores, por exemplo, o VEGF é produzido pelaslz€ltumorais
hipoxémicas, pelas células endoteliais e por magao¥ associados ao
tumor (WELSH; WELSH, 2013). O VEGF-A ja mostrou sapaz de
induzir a expressado de MMP-2 e MMP-9. Em contragero VEGF-C
e VEGF-D estdo envolvidos no desenvolvimento e iteagédo de vasos
linfaticos (CHUNG; FERRARA, 2010).

Membros da familia VEGF ligam-se e sinalizam atsagté trés
receptores do tipo tirosina quinase: VEGFR-1 (FIVEGFR-2 (KDR)
e VEGFR-3. As respostas angiogénidasvivo do VEGF-A séo
mediadas pela ativacdo de VEGFR-2, enquanto quE®@FR-1 parece
ter uma atuacdo negativa através da supressdondizaiéo de

VEGFR-2 (Figura 8). O VEGFR-3 é 0 Unico receptojacexpressao
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ocorre nos vasos linfaticos. O VEGF é um potergeleglor vascular e
a sua concentracdo deve ser altamente reguladaiagspemporal e
gquantitativamente para evitar erros nas estruteaasulares. Apesar da
sua especificidade na organizacdo do sistema as@VEGF deve
atuar em conjunto com muitos outros fatores angicgé
(YANCOPOULOS et al., 2000; WELSH; WELSH, 2013).

Outra superfamilia muito conhecida é o FGF, congpqsir
elementos envolvidos no processo de vascularizag@@sar de suas
acOes ndo serem especificas apenas do endotéiGF2 ou FGFb é
um membro dessa familia e esta ligado a moléculas d
glicosaminoglicanas (GAGS) na matriz extracelut@mo o sulfato de
heparana. Essa ligacdo eventualmente aponta paracamplexo
mecanismo bioquimico de regulacdo desse fator dsscionento
(YAYON et al., 1991).

Quase todas as GAGs estédo ligadas a proteinasasoquais
formam glicoproteinas complexas, as proteoglicaagroteoglicanas
formadas pelo sulfato de heparana, encontradaspaficie celular e
na matriz extracelular, interagem com o FGFb motidaa sua
distribuicdo e sua fungéo (10ZZ0, 1998). A atividamhgiogénica do
FGFb é atribuida a ativacdo de receptores de rt@osjuinases
(BIKFALVI et al.,, 1997). Alteracbes na interacdo HE&s — matriz
extracelular promovidas por proteoglicanas, a pddisua degradagéo
proteolitica, podem aumentar a liberacdo de mtdécde FGFb dos
seus sitios da matriz extracelular. Além dissotgmglicanas podem
aumentar significativamente a afinidade do FGFbo pedspectivo
receptor (NUGENT; 10ZZ0O, 2000).
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As angiopoietinas sao outra familia composta poatrqu
isoformas (Angl, Ang2, Ang3 e Ang4), ligantes deseptor Tie,
expresso no endotélio vascular, porém parecemdigaxclusivamente
ao receptor tirosina quina3ée2 Curiosamente, esses ligantes parecem
ter acdes opostas nas células endoteliais. A ArggArg4 atuam como
agonistas, ou seja, ativadores do recepig?, enquanto a Ang2 e Ang3
comportam-se como antagonistas (JONES et al., 2001)

A Angl possui uma atuagdo importante na estabdlizaga
parede dos vasos sanguineos. Ela ndo apenas foshwie que
organizam os eventos especificos de remodela¢c&alagsmas também
atua maximizando a interacéo entre células endeiom as células de
suporte e matriz extracelular (SURI et al., 199 EMERINK et al.,
2012).

A Ang2 parece ser requisitada em eventos de relgételvascular
através da promocao da desestabilizacdo da vaseylaecessaria para
subsequente remodelacdo angiogénica (parte D daraFid®;
YANCOPOULOS et al.,, 2000). Convém comentar que pressado e
atividade de fatores angiogénicos tais como a Aréfin grande
variacdo nos diferentes tecidos. Por exemplo, alAagtimula a
angiogénese na pele, mas suprime 0 crescimentol®as® coragéo
(CARMELIET, 2003). A producdo de Ang2 pelas célutasloteliais
estimula a angiogénese na presenca de VEGF. Etaeexen papel
importante na angiogénese retiniana (fisiologiqaamldgica). Recente
estudo identificou ainda uma superexpressdo de AamgXélulagip
(SIEMERINK et al., 2012).
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O receptor de tirosina quinase, Eph, compreende famdlia
conhecida de receptores de fatores de crescimargane varias efrinas
como ligantes. Esses receptores estdo ancoradgmedisie da célula.
A efrina B2 exerce importantes papéis no desenvaato vascular e
angiogénese pos-natal (SALVUCCI; TOSATO, 2012). Brab
inicialmente caracterizado no sistema nervoso,desttem modelos
knockouttém sugerido papéis para o ligante efrina B2 erseaptor
EphB4 durante o desenvolvimento vascular. Eledaavem padréo de
distribuicdo reciproco, com a efrina B2 marcandendotélio de vasos
arteriais primitivos enquanto o receptor EphB4agaas endotélio de
veias primitivas. Essas distribuicbes sugerem quefrima B2 e o
receptor EphB4 estdo envolvidos no estabelecimdatadentidade
vascular arterial ou venosa (Figura 9; YANCOPOUL&Sal., 2000).
Sabe-se que as células endoteliais arteriais e s&enosao
molecularmente distintas nos estagios iniciais dgiogénese. Essa
distincdo ocorre pela expressdo, nas células @gedo ligante efrina
B2 cujo receptor, EphB4, é expresso sobre célidassas. O bloqueio
do geneefrina B2 previne o remodelamento de veias, bem como,
também, interrompe o0 remodelamento de artériaserislp que
interacbes reciprocas entre células endotelia@iaig e venosas séo
necessarias para a angiogénese (WANG; CHEN; ANDEBR3Q98).
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Figura 9 — Atuacdo de fatores angiogénicos na \@gnese e

angiogénese
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Fonte: Adaptada de Yancopoulos et al., (2000, g).2Hustracdo da atuacédo do
VEGF, Angl/2 e efrina B2 no desenvolvimento da uks@zacdo primaria, no

remodelamento angiogénico e na posterior estapliizaou regressdo do vaso
sanguineo.

O fator de crescimento placentario (PIGF), um hogdl do
VEGF, contribui para o disparoswitch angiogénico crucial em
numerosas doencas (CARMELIET et al, 2001; BOCK;
CAUWENBERGHS; CARMELIET, 2011). O PIGF aumenta o
crescimento colateral, ndo apenas porque recrutadeiios no
microambiente vascular, mas também porque ao camepet o VEGF-

A pelo receptor VEGFR-2, estimula diretamente osdmento de
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células endoteliais e células musculares lisas ppomover maior
ligacdo de VEGF-A em sitios de VEGFR-2. Os mon@&c#éapressam
fatores de crescimento e proteinases de matrizjuags permitem a
migracao e a divisdo celular (LUTTUN et al., 2002).

Outro fator de crescimento de grande importancasbformap
do fator de crescimento derivado de plaguetas (PB)GBecretado
pelas células endoteliais e, juntamente com s@apt@cPDGFRB, tem
papéis importantes na estabilizacdo de vasos ss@giiprimarios
através do recrutamento de pericitos (Figura 10TEMNDE et al.,
2011). Embrides desprovidos de PDEXxibem fragilidade vascular,
vasodilatacdo, perda sanguinea com perfusdo defaite hipoxia
(HELLSTROM et al., 2001).

Figura 10 —Disposi¢éo de um pericito justapostélala endotelial

PDGFB
Y PDGFRb

|| ™= Efrina B2
| | == pericito

Proliferagéo, migragéo e adeséo
Deposigdo de membrana basal (TIMP)

Fonte: Adaptada de Potente et al., (2011, p. 8&%naturacéo vascular depende do
recrutamento de pericitos envolvendo PDGKRefrina B2 e outros fatores
sinalizadores. O depésito da membrana basal édfeidor através dos inibidores de
metaloproteinases (TIMP).
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Outras moléculas sao capazes de regular o cregoimen
endotelial, incluindo membros da superfamilia do FG
quimiocininas, citocinas [interleucina-8, interlea:17 e fator de
necrose tumoral (TNF)], mediadores lipidicos, harmé e
neuropeptidios (KERBEL; FOLKMAN, 2002; CARMELIET0Q3). A
angiogénese pode, ainda, ser induzida por isquenm®, resposta
fisiolégica do tecido a hipéxia, definida como aduedo nha
concentracdo de Ano ambiente. A maioria dos tecidos respondem a
hipdxia por meio do fator de indugéo de hipoxia (HIF-1a). Ele induz
a liberacédo de VEGF, PDAK-PIGF, Ang 1 e MMPs (HADJIPANAYI;
SCHILLING, 2013).

Uma caracteristica fundamental da maturacdo do ¥aso
recrutamento de células suporte. Essas célulasref@ddas como
pericitos e células musculares lisas vasculareg estabilizam e
contribuem para a maturagdo de novas redes vassulas pericitos
estdo associados principalmente com vasos de peqeafibre
(capilares) e as células musculares lisas vassutama vasos maiores
como as artérias e veias (HERBERT; STAINIER, 20Brtanto, a
maturacéo vascular depende da sinalizacdo dofl®GFual estimula a
inducdo, a diferenciacdo, a proliferacdo e a mapage células de
suporte e promove a producdo de matriz extrace|RI@QTENTE et al.,
2011). O contato e a interacao entre células elmiste células suporte
levam a ativacdo de TGK-o qual estimula a gradual organizacdo da
membrana basal, para a estruturacdo dos vasos-recémados (Figura
11; CHUNG; FERRARA, 2010).



50

Figura 11 - Maturacéo e regresséo do vaso sanguineo

Estabilizagdo do vaso
Recrutamento de
= _células musculares lisas

q \ Ang-1, PDGF células musculares lisas
TGF-p, PIGF

Estreitamento do vaso

Regress&o do vaso

macréfage hemorragia

'ﬁf_ﬂ & Disfungao endatelial ‘
v . 7Y
/ (=)
K ;T
i ’(y == Regressdo do vaso

<"\ VEGF, PIGF, Ang-1, PDGF
# TSP, IFN, Ang-2, inibidores

Fonte: Adaptada de Carmeliet, (2003, p.656). Abdiitacdo do vaso € importante
para a passagem do fluxo sanguineo e envolve angeesle Angl, PDGB; TGF-

B e PIGF que irdo requisitar células de suporte €Ntitiadro superior). Quando os
inibidores da angiogénese estdo presentes, osscamaddteliais permanecem sem
revestimento, frageis, podendo romper e levar @essgo do vaso (quadro inferior).

E importante destacar que ambas as propriedades pndti-
angiogénicas tém sido relacionadas ao PGRtravés de efeitos sobre
células endoteliais e outros tipos celulares (GUISSON et al.,
2007). Em baixas concentrac¢des, o T@Feontribui para a angiogénese
através da expressao de fatores pro-angiogénipaeinases; contudo,
em altas concentragdes, o T@E-inibe o crescimento de células
endoteliais (CARMELIET, 2003). Conflitos nesse cange pesquisa
aparecem com certa frequéncia, talvez devido &dadie de linhagens
celulares e métodos experimentais usados em catiog&IBBONS,
2010).

Outros compostos que também despontam, desempenhgies

inibidoras ou estimuladoras sobre a angiogénese osdgrodutos
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naturais (DIAS et al., 2005; SAGAR; YANCE; WONG,d8) DIAS et
al., 2008a; DALEPRANE et al., 2012; LU et al., 2D1&s quais podem
constituir-se em agentes biologicamente ativos pateatamento de
desordens angiogénicas.

Ha uma gama de produtos naturais que nado estaddstna
Figura 8 e que tiveram sua atividade antiangiogéd@monstrada mais
recentemente, sdo exemplos: secrecdes glandutares, a melatonina
(ALVAREZ-GARCIA et al., 2013), proantocianidinas (JANG et al.,
2012), quercetina (PRATHEESHKUMAR et al., 2012aviindides de
frutas citricas como nobiletina (LAM et al., 201dgsveratrol (DIAS et
al., 2008a; CHEN; EASTON, 2011Artemisia annua, Viscum album,
Curcuma longa, Ginkgo biloba, Panax ginserigamellia sinensis
dentre outros. Os produtos naturais contém umadedie de compostos
guimicos que podem exercer atividade sinérgicas Rtelem inibir a
angiogénese, interagindo em multiplas vias, de margue podem
afetar a sinalizacéo celular, a via apoptoticareeaacao entre células e
o0 sistema imunolégico (SAGAR; YANCE; WONG, 2006).

No contexto acima, a prépolis, uma substancia osairgque as
abelhas coletam e sintetizam a partir dos exsudigoglantas, € um
produto natural que ja demonstrou, em varios estuddividade

inibitoria da angiogénese em estudosivoein vitro.

1.4.3 Mecanismos de sinaliza¢do da angiogénese

Os mecanismos que desencadeiam a angiogénese esnvaig

grande nimero de proteinas efetoras incluindo imasgs reguladas por
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sinais extracelulares (ERK1/2), fosfoinositol 3 rase (PI3K/AKkt),
qguinase de adeséao focal (FAK), 6xido nitrico simtasdotelial (eNOS)
e proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK)aHEsdtima exerce
papéis fundamentais na regulagdo da angiogénese,ctano a
estimulagdo da proliferagdo celular, migracdo allagénese (Figura
12). As ERKs jA mostraram papéis importantes naesol&ncia e
migracdo de células endoteliais (TSUCHIYA et a80132). Além dessas,
outras proteinas conhecidas por atuarem na trafisdde sinais de
proliferacdo, diferenciacéo, migracéo e tubulogénesscular tém sido
estudadas quanto a acdo patogenética em distiudsosilares. Dentre
estas destacam-se a proteina quinase C (PKC), p8BSp53, Akt, Bcl-
2, Bax, caspase-3, dentre outras (SCHAAN, 2003; GHAIUANG,;
XU, 2004; KUNIMASA et al., 2009).

O receptor VEGFR-2 exerce uma importante acdo neseie
permeabilidade de células endoteliais. A ativac@sse receptor
contribui para a fosforilacdo de mudltiplas vias siealizagdo que
incluem ERK, JNK, PI3K, Akt, P70S6K e p38MAPK que
subsequentemente promovem a proliferagdo, a migragd a
tubulogénese de células endoteliais (Figura 12 RARA et al., 2003).

A fosfolipase C (PLC) é um mediador importante daiferacao
dependente de VEGFR-2. PLC ¢ ativada ap6s a ftagfad de VEGFR-
2, resultando em hidrélise do fosfatidil inositgbdifosfato (PIP2). A
hidrélise de PIP2 gera inositol 3,4,5 trifosfat®3) e fluxos de G
bem como diacilglicerol, o qual ativa a PKC, segumtla inducdo da
atividade de ERK1 e ERK2 que culmina em prolifeca¢@ bloqueio da

PKC, através da utilizacdo de inibidores farmadoligy reduz a
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tubulogénese induzida por VEGF em co-culturas deVEU e
fibroblastos (GLIKI; WHEELER-JONES; ZACHARY, 2002).

A PKC é uma familia de enzimas multifuncionais déwdas na
apoptose, migracdo e adesdo celular, génese tynargiogénese,
funcdo plaquetaria e inflamacdo. Essas enzimas émmbxercem
importante papel na transducdo de sinal, proliferacelular e
diferenciacao através de regulacdo do ciclo cel(8®BHIA et al.,
2013). Dentre as isoformas identificadas constarfil, Bll, v, 6, ¢, 0 e
n***° Muitas destas estéo presentes dentro de uma nuednta e s&o
ativadas por meio do mesmo estimulo. As isoforihas 0 e n sdo
ativadas pelo diacilglicerol, embora quatro isofasmconvencionais
(PKC o, Bl, Bll e y) também requerem o &apara sua ativacao.
Ativacdo aumentada de isoformas de PKC tem sideredda no
cancer, diabetes, doenca cardiaca, insuficiénciengmar e renal,
psoriase e doencgas auto-imunes (MOCHLY-ROSEN; DBBIMES,
2012).

A PI3K é outro importante regulador da angiogén@se¢EGF-A
ativa a PI3K através de diversas vias, sendo utaa de=AK. PI3K tem
sido relacionada a formacdo de estruturas tubulareitro por células
endoteliais e, em proliferacao, sobrevivéncia enpebilidade vascular.
A Akt, por sua vez, consiste numa molécula inteifr@lda sinalizacdo
apos a PI3K, sendo um elemento de consideravel ritamia na
regulacdo da célula endotelial pelo VEGF. A forrtigaada Akt tem
sido relacionada a angiogénese através da acdoeverstos de
sobrevivéncia. A ativacdo da eNOS contribui panaeaneabilidade

vascular pela producéo de 6xido nitrico (NO) seguld vasodilatacéo.
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Constitutivamente, a Akt na sua forma ativa prompeemeabilidade
vascular independente de VEGF e seu efeito enwlfieesforilacdo de
eNOS (WELSH; WELSH, 2013).

A ativagcdo sustentada da proliferacdo celular ebmesivéncia
das células sem, contudo, desencadear a migragdoedanas produzira
estruturas vasculares caoticas com células eraistedimpilhadas e
projetadas em direcao ao limen. A migracdo dadasékndoteliais é
regulada através de mdultiplas vias, convergindo frequéncia para a
estimulagéo de PI3K que, por sua vez, induz aglivala familia Rho
de proteinas G. A invasdo das células endotelieisre® através da
liberagdo de MMPs, as quais degradam a membrarsd &as matriz
extracelular permitindo a migracéo das células/ando a formacédo de
brotamentos capilares (WELSH; WELSH, 2013).

Determinados componentes inflamatérios também ibomim
para a promocdo da angiogénese através do desammade de
mecanismos de sinalizacdo em células formadoraasites sanguineos.
Um exemplo é a cicloxigenase, uma enzima que satalconverséo do
acido araquidbnico em prostaglandina. A isoforma(CIOX-1) é
expressa em todos os tecidos e a isoforma 2 (COpaBcipa nas
diferentes etapas da angiogénese tumoral. A ptastiiga & (PGE)
derivada da conversdo pela COX-2 pode estimulaordat pro-
angiogénicos, além de exercer também uma acaoripar&obre as
células vasculares (WANG; DUBOIS, 2004; CLEMENTEakt 2013).
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Figura 12 - Vias de sinalizacdo que promovem acgyégiese
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Fonte: Disponivel em: http://www.cellsignal.comipatiys/angiogenesis.jsp Acesso
em: 16 setembro 2012. Figura adaptada contendoeganismos envolvidos na
angiogénese bem como as proteinas envolvidas reataade sinalizagdo. As
proteinas no final da via de sinalizagdo sao as maestigadas no estudo da acéo
antiangiogénica da propolis. Ex.: ERK, MAPK, AkK®@.

As investigacdes enfocando as cascatas de sird@izayolvidas
na acdo antiangiogénica da propolis sdo recentagnto diversas
hip6teses quanto a acdo desempenhada nas céldddsliais.

Em 2008, Ohta et al. sugeriram que 0 mecanismoapsbwde
supressao da angiogénese pela prépolis se damigstda inducédo de
apoptose. No mesmo ano, essa hipotese foi commpq@dMotomura
et al. (2008) que demonstraram que a prépolis noodakgativamente
0s niveis da proteina antiapoptética Bcl-2, estimud ativacdo da
caspase-3, sem contudo influenciar a proteina Bava proteina proé-
apoptética. Entretanto, em uma revisdo de Sawitkal.e(2012) ha

evidéncias de que a prépolis induz vias apoptdtieas linhagens
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tumorais, pela ativacdo das proteinas Bax, p53, 2 e das proteinas
quinases MAPK, JNK e ERK. Em contrapartida, o estdd Xuan et
al., (2010) utilizando a prépolis chinesa, demamstem tratamentos
com concentracfes de 6,25; 12,5 e 25 pg/ml, dumtel?2 horas de
exposicao, diminuicdo significativa da atividaddos niveis da enzima
fosfolipase C especifica para fosfatidilcolina (PICZ) assim como dos
niveis de p53.

Kunimasa et al. (2009) demonstraram que mudancasinais de
sobrevivéncia (ERK1/2) estdo diretamente envolvidas efeito
antiangiogénico da propolis. A deteccdo, atravésvestern blotting,
revelou que a propolis suprimiu a fosforilacdo dRKE/2, mas ndo da
Akt. A inibicdo farmacoldgica através do uso deinibidor especifico
de ERK1/2, U0126, demonstrou que essa inativacfufiéiente para
bloguear a tubulogénese e induzir a apoptose. @mtemto com
quercetina (40 puM), reduziu a fosforilacdo da Alts nHUVECS,
mantendo, contudo, a quantidade total dessa paptamelterada
(PRATHEESHKUMAR et al., 2012).

Chikaraishi et al. (2010) mostraram que a propalede
brasileira e seus constituintes (derivados do &dadfeolquinico),
suprimiram a fosforilagdo de ERK e p38 induzida MEGF, em
HUVEC. Os autores sugerem que o efeito angiostaticia dependente
da inibicdo da via MAPK estimulada pelo VEGF.

As MAPKSs transduzem sinais envolvidos em divers@s v
celulares e fungdes em resposta a uma variedalitgadees e estimulos
celulares. Funcdes inapropriadas das MAPKs témidettificadas em

condicbes como cancer e doencas como obesidadebeta. Em
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muitos tipos celulares, MAPKs e ERK1/2 estdo relaadas a
alteracbes no mecanismo de proliferacdo celulaMW(RENCE et al.,
2008).

A propolis também induziu a apoptose por meio dzaefio da
vias das caspases. Em especial, a caspase-3, ifadaatapds o
tratamento com extrato de prépolis (MOTOMURA et, &008;
KUNIMASA et al., 2009; SAWICKA et al., 2012). Orsole Basic
(2003) avaliaram a acdo de extratos de propoligemientes da Croacia
e Brasil sobre diferentes linhagens celulares.iNeajem de carcinoma
mamario (MCa) houve um aumento de 24% e 26% delasélu
apoptéticas apos exposicdo a préopolis (50 pg/ndsileira e croata,
respectivamente, em comparacdo ao controle. Nadarh de células
epiteliais de carcinoma humano (HelLa) o percent@l células
apoptéticas foi de 10% nos grupos tratados condpofis croata e de
9,5% nos tratamentos com a propolis brasileira fayado aos 2% do
controle). Porém, o percentual de células apop®t@ linhagem nao-
neopléasica de fibroblastos de pulméo de hamsteéshNV79), expostas
a ambos os extratos de propolis (da Croacia elBrimimenor do que
as células ndo-tratadas. Esses resultados sdamt#egmportancia, pois
evidenciam diferentes graus de sensibilidade agtigdgntre células
cancerosas e fibroblastos normais e uma seletiwidadpropolis sobre
as células tumorais.

Embora a apoptose seja a forma mais rapida de roeltéar,
processos de necrose e morte autofagica, por esgmpliem ocorrer
em um mesmo tecido. Morfologicamente, a morte aelpbr necrose

refere-se a um aumento do volume celular, intumestio de organelas
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com consequente ruptura da membrana plasmaticaiav@&samento do
contetdo intracelular. O termo necrose origina-aepdlavra grega
"nekros" a qual é traduzida como "corpo morto". nécrose é uma
morte celular que independe de caspases. Da mesmma fque a
apoptose, a necrose pode ser considerada tambémfarma de
execucdo de morte celular programada, embora asego@ncias da
morte celular por necrose e apoptose sejam basidetentes. Em se
tratando de necrose, uma resposta inflamatoria pedeausada pelo
extravasamento de componentes citosolicos no espaeccelular
através da membrana plasmatica danificada. Na egmptesses
produtos sao isolados no interior de macréfagos. teheeiro tipo de
morte celular é a morte autofagica. Autofagia é wiaade degradacéo
altamente conservada dos componentes celularesjah inoclui a
macroautofagia, a microautofagia e a autofagia agedpor chaperonas.
A macroautofagia é a mais conhecida uma vez quehana formacao
de autofagossomas de dupla membrana que englobganetas
danificadas ou indesejadas e disponibiliza-os asssdomos para
degradacéo e reciclagem (CHAABANE et al., 2013).

Berghe et al. (2010) relatam que, além da mortalarelpor
necrose, existem ainda outras duas variagbes tlessge morte muito
similares a necrose: a necroptose e a necrosedsg@rContudo, esses
trés tipos de morte por necrose (necroptose, reecesnecrose
secundaria) sdo caracterizadas por uma mesma s@uin eventos
subcelulares, como a permeabilizacdo da membras@ssbmal,
explosdo oxidativa mitocondrial e permeabilizacda whembrana

plasmatica. Portanto, o termo "necroptose" refera-sorte por necrose
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programada, pois ha evidéncias de que a morte gmose € algumas
vezes também controlada e programada. Isso ogoaredo uma célula,
por algum motivo (por exemplo, baixo nivel de AT é capaz de
morrer por apoptose (CHAABANE et al., 2013). A rose secundaria é

0 processo que ocorre quando as células fagositdda realizam a
remocdo de corpos apoptéticos, resultando em re@owlitica. De
fato, no ambientén vitro ocorre necrose secundéria no final de todo o
processo apoptotico, pois nessas condi¢cdes asiséagocitarias estdo
ausentes (WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980).

1.4.4 Prépolis

E uma das substancias compostas mais fascinariigsatias
pelas abelhas, tanto pelo fato de ser cuidadosametaitorada, quanto
por constituir um material de defesa (BANKOVA, 2D0® termo
prépolis é derivado do gregpro-, em defesa epolis-, cidade ou
comunidade, isto &, endéfesa da comunidade De fato, as abelhas
utilizam esse produto na defesa da sua colmemyéstrdo fechamento
de orificios e frestas para impedir a invasdo d®etos e micro-
organismos. Elas utilizam a prépolis também pavastir internamente
a entrada da colmeia e recobrir as carcacas dogianinvasores que
foram mortos, desta forma isolando-os e protegemdoolmeia da
disseminacdo bacteriana. Adicionalmente, utilizamrépolis para o

preparo de locais assépticos a postura da abelhlaraA prépolis

também contribui na manutencéo da temperaturanentga colmeia em
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torno de 35° C (MARCUCCI, 1996; MARCUCCI et al., 040
SALATINO et al., 2005).

A propolis € uma complexa mistura de substanciehoeada
pelas abelhas e que sofre adicdo de secrecOesrsaley enzimas, sendo
considerada, portanto, um opoterapico pela ANVISResplucéo
Normativa n°® 10 de 6 de dezembro de 1978, publicedd®OU de
15/02/79. Acesso em: 03 agosto 2013). Essa comphéstura contém
ainda material resinoso coletado de ramos, fldnegps e exsudatos da
flora local (Figura 13; PEREIRA et al., 2002). Pesta razdo, a
composi¢do quimica variavel da propolis depende béam da
biodiversidade de cada regido visitada pelas abdlBASTRO et al.,
2007). E importante destacar que tanto as abekltags (abelhas sem
ferrdo) quanto as abelhas africanizaddpis mellifera L., sao
responsaveis pela producdo da propolis (SAWAYA; CEIAN
MARCUCCI, 2011).

As abelhas africanasApis mellifera scutellatd sabidamente
conhecidas como altamente produtivas e agres$orasn introduzidas
no Brasil em 1956 em Camaquéd na regido de Rio SRr@om o
intuito de se executar um programa de melhorangerético que fosse
capaz de aumentar a producdo de mel no pais, adsagiuma baixa
agressividade. Entretanto, devido a um acidentdverido no apiario
onde as rainhas africanas estavam sob quarenter@rew a
enxameacdo de 26 colmeias. Isso levou ao iniciandgprocesso de
cruzamento natural com abelhas de origem europgigs (mellifera
mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifecarnica, Apis mellifera

caucasica que haviam sido trazidas pelos imigrantes er@r11850,
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propiciando a formacdo de um hibrido, que foi chdonde abelha
africanizada (SOARES, 2012).

Figura 13 - Coleta de exsudato resinoso pela abelha

Fonte: Daugsch et al., (2007, p. 436). Foto ilustcaa coleta de exsudato pela
abelha a partir de fontes vegetais.

A prépolis é um dos produtos naturais que vém seitiivados
durante séculos pela humanidade. Seu uso pelaimegimpular data de
300 a.C. pelos povos assirios, gregos, romanoss iacegipcios, por
exemplo (LUSTOSA et al.,, 2008). HipGcrates (460-37C.), que é
considerado o pai da medicina moderna, prescrevesbada propolis
para ajudar a curar feridas e Ulceras internasterras. Esse foi o
primeiro registro do uso da prépolis como medicaméBANKOVA,
2009). As farmacopeias de Londres, no século &gviam a propolis
como droga oficial (SFORCIN; BANKOVA, 2011). Contydessa
indicacdo nao existe atualmente na farmacopeianicé (The British

Pharmacopoeia 2013. Disponivel em:
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http://www.pharmacopoeia.co.uk/2013/about.htm. Aoesem: 03
agosto 2013).

Nas ultimas décadas, a prépolis ganhou ampla e@eitma
medicina popular em varias partes do mundo. Taulpoplade tem
estimulado seu uso comercial em alimentos e bebidas1 como
produtos de uso diario, como sabonetes e cremedaigle® interesse
generalizado na prépolis, em muitos paises, terorajaclo uma grande
guantidade de pesquisas em quimica e atividadd§glmas daquela
biomassa (SALATINO et al., 2011).

A primeira divulgacdo cientifica a respeito da cosipdo
guimica da prépolis ocorreu em 1908 indexaddChemical Abstracts.
Em 1968, surgiu n&Chemical Abstract® resumo da primeira patente
utilizando a prépolis (Romena, para a produgédoodéds para banho).
No Brasil, o interesse pela prépolis aconteceu stenea década de 80
com o trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich Breyemdnstrando em seu
livro "Abelhas e saude", as propriedades terapgsitita propolis e sua
utilizacdo como antibiético natural (LUSTOSA et2008).

Andlises quimicas apontam para a presenca de pEto8300
compostos quimicos em sua composic¢ao, criandanassi problema
para 0 seu uso como medicagdo e também a sua agaEm
(MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al., 2000). Uma das sas da
variabilidade da composicéo da prépolis é a reddgadisponibilidade
das principais fontes de resina, durante as mudasezonais, quando
outros materiais comecam a ser coletados (SALATENGI., 2011).
Outro fator que dificulta a padronizagdo € a eriste de diferentes

solventes utilizados para a extracdo, e.g., etanetanol e agua, os
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guais podem gerar extratos de composicdo quinieasdi e influenciar
a atividade bioldgica de interesse (SFORCIN; BANKXY011).

Devido a essa alta variabilidade na sua composigdiove, na
virada do século XXI, uma mudanca de paradigmanmestigacéo da
prépolis. Percebeu-se que ndo ha um Unico prodigacgntém "apenas
prépolis”. Isto resultou em uma nova abordagem\vasiigacdo das
atividades biolégicas daquela matriz complexa, persg entendeu que
néo é suficiente relatar que experimentos foratizestos com prépolis,
mas que € necessario caracteriza-la quimicament@béta
(BANKOVA, 2009).

Para a producéo de prépolis, as abelhas podenacobeteriais
resinosos de uma variedade de fontes botanicasementes de
diferentes partes das plantas. Sao substanciaamatite secretadas
pelas plantas, tais como exsudatos lipofilicosfdiias, latex e resinas
(CASTALDO; CAPASSO, 2002), introduzidas durante aas
elaboragdo, com variagbes tanto geograficas comaonass
significativas (MARCUCCI, 1995; LUSTOSA et al., &)0

Em alguns casos, as abelhas também cortam fragsneieto
tecidos vegetais para liberar as substancias rég@ss producdo da
prépolis (BANKOVA, 2009). A coloragédo da prépoliantbém pode
variar de acordo com a sua procedéncia, expresgmuides de cor que
variam do marrom escuro a uma tonalidade esverdada marrom
avermelhado, sendo que tais coloragdes podem dkgradds a
caracterizacdo da propolis. De forma similar, applié possui odor
aromatico caracteristico, que pode variar entrestna®y bem como,
sabor resinoso (MARCUCCI, 1996; SALATINO et al.,120.
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A prépolis contém ceras, resinas, compostos veslatei
guantidades menores de outras substancias. A eepdgolis € um
produto das glandulas das abelhas, com uma corposiigilar a cera
de abelhas com prevaléncia de hidrocarbonetos exzegéstle acidos
graxos e alcodis de cadeia priméaria longa (SALADIKt al., 2011).
Nessa complexa matriz quimica, é possivel encontanpostos
fendlicos e ésteres, flavondides (ex.: flavonasavdhois, di-
hidroflavondides e chalconas), terpenos, betadidis, aldeidos
aromaticos, sesquiterpenos e estilbeno terpenoKR{MS et al., 2008).
Sua composicao varia em funcao de diversos fattaissgcomo, a fonte
dos exsudatos, o clima e as demais condic¢des ataisi¢MARCUCCI,
1995; BANSKOTA et al., 2001; PEREIRA et al., 200A8lguns
componentes quimicos estdo presentes em todas astrasn de
prépolis, enquanto outros ocorrem somente em ppl@rivadas de
espécies particulares de plantas (VARGAS et aD4R0Entretanto, é
importante lembrar que embora a composi¢éo quidacpropolis seja
um dado extremamente importante, suas distintavidadies
farmacolégicas podem decorrer do sinergismo ergrsens diversos
componentes quimicos (KROL et al., 1993).

No Brasil, foram descritas distintas propriedad@sdobicas e
composi¢do quimica para amostras de propolis dalsteam diversas
regibes do pais (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; DAUGH et
al., 2007; SILVA et al., 2007). Essa variacdo eividddes biol6gicas é
facilmente explicada pela grande biodiversidadesileiea, a qual
confere uma grande heterogeneidade quimica a BQREREIRA et
al., 2002). De acordo com Hendi, Naher e Al-Chdrrgl011), o Brasil
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produz uma das melhores prépolis do mundo devideseao clima
tropical e subtropical e a diversidade de espdoietes de resinas em
suas florestas.

As amostras tropicais de propolis, especialmentbérasileiras,
tém mostrado diferengas significativas nas suagposipdes quimicas
em relagdo a propolis da zona temperada. Por egéa,ra propolis
brasileira tém se tornado objeto de interesse pdieos cientistas
(LUSTOSA et al., 2008). Ndo somente os pesquisadonas também
0s paises importadores de prépolis, como o Jamdnomstram grande
interesse pela propolis brasileira (SALATINO et 2D05). Em 2002, o
Brasil produzia de 10 a 15% da producdo mundigrdpolis e atendia
a cerca de 80% da demanda japonesa (PEREIRA efCfl2). O
interesse dos japoneses é traduzido no numero ddicqmbes
envolvendo a propolis brasileira (KUNIMASA et al.2009;
CHIKARAISHI et al., 2010; SHIMIZU et al., 2011; KAKIO et al.,
2012; OKAMOTO et al., 2013).

No ano 2000, amostras de prépolis brasileira odéetanas
regides Sul, Nordeste e Sudeste, foram quimicameatacterizadas e
classificadas em 12 tipos - grupo 1 ao 12 - conegao em cor € no
percentual de substancias sollveis, além de ter aiadade
antimicrobiana e antiinflamatéria testadas (PARKKEGAKI;
ALENCAR, 2000). Posteriormente, foi encontrado upo fpeculiar de
prépolis ao longo do litoral e costas dos rios peodaste brasileiro, a
qual foi designada prépolis do grupo 13 (propobksmelha), também
apresentando atividade antimicrobiana (DAUGSCH lgt2807). De

acordo com Salatino et al., (2005), esse estudtade Ikegaki e Alecar
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(2000) é um indicativo de que a afirmacao apenagudedeterminada
amostra corresponde a "prépolis brasileira" difieihte revela algum
indicativo de caracteristicas fisicas, quimicasiaodgicas, pois uma
grande diversidade de tipos de propolis existe smpais tdo extenso
geograficamente como o Brasil, o qual abriga unaadg diversidade
de plantas e possui complexa variagdo genétichalbas.

Amostras de prépolis coletadas no Brasil ja téro siglestigadas
em um grande numero de ac¢bes bioldgicas (MARCUCIEBS5;
BANSKOTA et al., 2000; MARQUELE et al., 2005; SFORIC 2007;
DAUGSCH et al., 2007). Vale destacar que a prépotietada no
Estado de Minas Gerais tem sido extensivamentestigegla em
estudos que incluem modelos de angiogénese (AHMI. et2007;
KUNIMASA et al., 2009; MOURA et al., 2009; CHIKARAHI et al.,
2010; DALEPRANE et al.,, 2012). A prépolis supraerda ¢é
constituida principalmente de derivados preniladgcidop-cumarico
(LUSTOSA et al.,, 2008). De outra forma, a prépgiwduzida no
Estado de Alagoas apresentou conteldos elevadosaftzss/onodides
medicarpina e 3-hidroxi-8,9-dimetoxi pterocarpar®lLYA et al.,
2007). Recentemente, a propolis de Sergipe mostngoortante
atividade antioxidante e antitumoral e revelou, Sum composicéo,
elevadas concentracfes de acidos fendlicos e fhédes tais como
formononetina, isoliquiritigenina, liquiritigenina, medicarpina e
biochanina A (FROZZA et al., 2013). Outro tipo dé&gmwlis, coletada
na regido Norte (Estado do Amazonas), evidencitms alontelidos de

benzofenonas polipreniladas (ISHIDA et al., 2011).
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No Brasil, o tipo de prépolis mais comercializadaaohhecida
como prépolis verde tem como fonte de resina Baccharis
dracunculofia(planta conhecida popularmente como alecrim do camp
nativa do cerrado brasileiro), contendo predome@ente
fenilpropandides prenilados (ex.: artepilina C)idés clorogénico e
benzoico e triterpendides, obtida na regido Sud&eATINO et al.,
2005). Por sua vez, a prépolis vermelha (obtideegéio Nordeste) tem
sido quimicamente caracterizada, evidenciando asepga de
pterocarpanos, isoflavondides, chalconas e femfordides
(ALENCAR et al., 2007).

Em um estudo realizado por Machado et al., (20a#)zando
um pool de diversas amostras de propolis provenientes dasMberais,
S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Parana e, includes&anta Catarina (os
extratos de origens diversas foram misturados emcerdracoes
padronizadas), no qual predominou a préopolis verfigam
identificados os seguintes constituintes: acideadfuinico e derivados
prenilados do &cido cindmico, tais como artepiltha bacarina. Foram
evidenciadas, a partir dessa propolis verde, atiléd antiinflamatéria e
imunomoduladora.

E digno de nota a abundancia de propriedades ktage
farmacolégicas que a propolis representa. Dentss, glode-se citar
ainda as atividades antibacteriana (SAHINLER; KARKRGLU, 2005;
ISHIDA et al., 2011), antiviral (SHIMIZU et al., 2Q), antifangica
(DOTA et al., 2010). Além disso, uma diversidadeedudos prévios
tém relatado acbes bioldgicas da propolis e corapostlacionados,

sobre 0s vasos sanguineos, especialmente com toespeitividade
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antiangiogénica (HEPSEN et al., 1999; SONG et2802; AHN et al.,
2007; OHTA et al., 2008; KESHAVARZ et al., 2009; KIIMASA et
al., 2009; MESSERLI et al., 2009; MOURA et al., 208ASINI et al.,
2010; CHIKARAISHI et al., 2010; DALEPRANE et al.022).

Uma das técnicas mais frequentemente utilizadaséadisa e
determinacdo dos constituintes quimicos da prégobscromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a detectorgeafotométricos
(UV-visivel, arranjo de diodos, e.g.) de massasavts do uso desses
método, a composi¢cdo quimica de amostras de psOprsileira tem
sido relatada (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; DAUGSCet al.,
2007; SILVA et al., 2007; SOUZA et al., 2007). Rarého momento,
assume-se como incipiente o que se conhece ateedpgierfil quimico
e das atividades bioldgicas correlatas da propotisiuzida no Estado

de Santa Catarina.

1.4.5 Modelos de estudo da angiogénese

Modelosin vitro com linhagens de células endoteliais isoladas
tém permitido que se estudem diversos aspectos macegso
angiogénico como a migracao endotelial, a prolif@oa a digestao
proteolitica da matriz extracelular e a capacidéatecélulas realizarem
tubulogénese (CIMPEAN et al.,, 2010). As linhagenslulares
comumente utilizadas nas investigac@ewvitro sdo: HUVEC, BAEC
(célula endotelial da aorta bovina), HDMEC (céldadotelial da
microvasculatura da derme humana), HMEC-1 (céldadoteliais

microvasculares humanas), HUAEC (células endotelde artéria
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umbilical humana), dentre outras. No entanto, a HGOVainda
representa o tipo de célula vascular humana maigles e disponivel
sendo amplamente utilizada na pesquisa biomédit@Ws 2012).
Além disso, no campo da angiogénese, as respdsidasonos ensaios
in vitro devem ser confirmadas em ensaiogivo (NORRBY, 2006).

Ensaios mais complexos envolvem metodologiagivoonde um
pedaco de tecido, geralmente uma secc¢ao anelatédia au veia (aorta
ou veia cava), é cultivada em uma matriz tridimemai, tal como
colageno tipo | e a quantificacao de microvasosité & partir dela. De
acordo com Hernandez-Fernaud et al. (2013), egse dé ensaio
representa um modelo mais préximo da angiogénsisdofjica porque
incluem diferentes tipos celulares que participanicdmacédo de novos
vasos.

Dentre os modelosn vivo empregados para o estudo da
angiogénese tem-se: 0 ensaio da membrana coridair(tMCA) de
embribes de Gallus domesticys método utilizado para avaliar
angiogénese (JAKOB et al., 1978; McCORMICK et H84; VU et al.,
1985; PEEK et al., 1988; NGUYEN; SHING; FOLKMAN, 94), assim
como o ensaio da membrana vitelinica (MVA) voltadanbém ao
estudo da vasculogénese (CHAPMAN et al., 2001; DéaSl., 2008a),
a neovascularizacdo da cornea de coelhos (HEPSEN, €1999), o
implante subcutaneo de Gelfoam® (esponja de gelasitéril) em ratos
e camundongos (DIAS et al., 2005; MOURA et al., 900nodelo de
plug de Matrigel® (NORRBY, 2006), o modelo de amginese do
Zebrafish (NICOLI; PRESTA, 2007; TOBIA et al., 2018 modelo de

retinopatia induzida por oxigénio em roedores (CARAISHI et al.,
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2010) e 0 modelo do saco aéreo subcutdneo no dersamundongos
inoculados com células tumorais (AHN et al., 200Hyrém, dentre
todos esses modelos, existe um ensaio ideal parestigar a
angiogénesm vivo?

Segundo Norrby (2006), a heterogeneidade dos tecalca
complexidade celular e molecular das reacdes adgicas fazem com
que ainda ndo se tenha descrito um ensaio ideaveM@ade, um bom
ensaio deve ser confiavel, reproduzivel e contar ama metodologia
rigorosa para se medir a angiogénese. Todos omsmsaa se medir a
angiogénese, acima citados, possuem vantagensventi&sens, nao
existindo, portanto, até 0 momento, um ensaio idéslvantagens do
ensaio da MCA consiste em ser uma técnica simplessuir baixo
custo, adequado para wuoreeningem grande escala e permitir uma
observacdo nd&o-invasiva. Contudo, este ensaio iadassmbém
apresenta certas desvantagens como, por exengifigilvisualizacao
dos novos microvasos.

Talvez o aspecto de maior importncia em relacdessa
diversidade de ensaios disponiveis para o estadandiogénesedn
vivo, esteja, justamente, nas especificidades e pedalies de cada
um, no que concerne ao tipo de resposta angiogéBicgpor esse
motivo, os resultados obtidos com um tipo de ensém deveriam ser
generalizados mas, sempre que possivel, repetidosnfirmados) em

outros tipos de ensaios, referidos separadamente.
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1.4.6 Hipoteses do trabalho

1.4.6.1 Primeira hipétese

O extrato hidroalcodlico de propolis outonal catanse
apresenta atividade antiangiogénica vivo e in vitro, através da
regulacdo dos mecanismos que controlam o cres@m@stular como

a proliferacdo, a migracédo e a tubulogénese.
1.4.6.2 Segunda hipotese
O extrato hidroalcoolico de propolis outonal catanise modula a

sinalizacdo dos mecanismos angiogénicos pelo bilmgles proteinas
como PKC, COX e MMP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo central deste estudo € demonstrar assagidlogicas
do extrato hidroalcodlico de propolis outonal datmse, quimicamente
caracterizado, em eventos relacionados a procetsdermacao de
vasos sanguineos, utilizando modelos de estadadtro e in vivo, e

propor possiveis mecanismos de agéo envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a composicdo quimica do extrato
hidroalcodlico de uma amostra de prépolis outoatdrinense.

* Investigar a viabilidade de células da linhagemViEG
expostas a trés amostras de extrato hidroalcodleoprépolis
(outono, primavera e inverno) por meio do ensaigcitt¢oxicidade
do MTT.

* Analisar, in vitro, o efeito de concentragfes de extrato
hidroalcodlico de prépolis outonal na atividade lifgcativa de
HUVEC pelo ensaio de incorporacao pelo BrdU.

» Avaliar, in vitro, a acdo do extrato hidroalcodlico de
prépolis outonal na migracao unidirecional de HUVii{llzando o
ensaio de formacao de cicatriz em monocamada cgutaund-
healing assay

e Examinar, in vitro, as possiveis influéncias de

concentracdes crescentes de propolis outonal ndoggénese de
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HUVEC sobre um substrato rico em proteinas da mextracelular
(Matrigel®).

» Determinar os possiveis processos de morte celula
desencadeados pela prépolis.

* Examinar se as enzimas PKC e COX, importantes na
proliferacdo celular endotelial, estdo envolvides modulacdo
vascular da propolis.

» Averiguar qual o efeito do extrato hidroalcodliaa
propolis na atividade da MMP-9 aplicando o métodaichografia.

* Investigar a acdo de um composto puro majoritarden
presente no extrato de prépolis em estudo, no riwonande
proliferacdo celular.

» Verificar, in vivo, se o extrato hidroalcodlico de prépolis
outonal atua na formacao de vasos primordiais (N@génese) na
MVA de embrides d&allus domesticus.

» Determinarjn vivo, os efeitos do extrato hidroalcoélico de
propolis outonal na formacdo de microvasos a pdeivasos pré-

existentes (angiogénese) na MCA de embri6es.diomesticus.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Obtencéo do extrato de prépolis

O Laboratério de Morfogénese e Bioquimica VegetaMBY
(Nucleo de Produtos Naturais/CCA/UFSC), em parcmsia a FAASC
(Federacdo dos Apicultores e Meliponicultores dent&aCatarina)
recebeu as amostras de propolis bruta coletadasapidsios de
apicultores selecionados, nas estacfes de outomavera e inverno de
2010. A Epagri (Empresa de Pesquisa Agropecudtidensao Rural de
Santa Catarina) participou como parceira e apogad@ndo responsavel
pela logistica das coletas e remessa da propdiapiérios a UFSC.

No LMBV, o preparo dos extratos hidroalcodlicos mtépolis
consistiu da adigcéo de 12,5 ml de solucdo hidrdditn[70% de etanol
(p.a.), 30% de agua ultra-pura (v/v)] a 2 g de pliép seguindo de
incubacdo (70° C/30 min), sob agitacdo. O extraiocéntrifugado
(5000 rpm/5min), coletando-se 0 sobrenadante para ensaios
bioldgicos, no LEBIMA.

As amostras de prépolis coletadas no outono e peraasao
provenientes da cidade de S&o Joaquim (latitudelZ8° 38" Sul,
longitude 49° 55' 54" Oeste) e a amostra coletadainverno é
proveniente da cidade de Urupema (latitude 27°3B62®ul, longitude
49°52'34.59" Oeste), ambas localidades da regi@iansedo Estado. A

flora tipica da regido é caracterizada pela fleret Araucaria, i.e.,



75

pinheiro do Paran&dtaucaria angustifoli§ o qual produz um exsudato
resinoso, que pode vir a ser coletado pelas abélhpsoducédo da
prépolis. Contudo, ndo se deve descartar exsudatositras plantas da
regido no planalto catarinense que podem vir acsetatadas pelas

abelhas para a producéo da prépolis.

3.1.2 Caracteristicas organolépticas e quimicas dxtrato

Os extratos hidroalcodlicos das amostras coletadasregides
produtoras do Estado catarinense, foram submeiidagimente a
espectrofotometria de UV-visivel. Com base nessadisas, uma
amostra de cada periodo sazonal, apresentando Udostemais
pronunciados de &cidos fendlicos e flavondidesstofai selecionada
para os ensaios bhiolégicos. As concentracbes denfis e flavonois,
flavononas e di-hidroflavonois e acidos fendlicotsis das amostras de
prépolis de outono, primavera e inverno, seleciasgthra screening

inicial sdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentragdo de flavondides e &cidodlifes totais de

extratos hidroalcodlicos de prépolis outonal/2010.

PROPOLIS OONO

Compostos Concentracao(ug/ml)
Flavonas e flavonéis 395,5
Flavononas e di-hidroflavondis 95,0
Fendlicos totai 873,3
PROPOLIS PRIMAVERA

Compostos Concentracao(ug/ml)
Flavonas e flavondis 499,4
Flavononas e di-hidroflavonéis 1946,3
Fenolicos totais 1834

PROPOLIS INVERN

Compostos Concentracao(ug/ml)
Flavonas e flavonéis 487,7
Flavononas e di-hidroflavonéis 1392,6
Fenolicos totais 1199,1

Fonte: Maraschin et al. Manuscrito em elaboracdo’ Expresso como equivalente
quercetina,? expresso como equivalente  pinocembring® expressos como

equivalente acido galico. Valores obtidos por espémtometria de UV-visivel de

trés amostras de préopolis provenientes de distpao®dos sazonais.

Alguns parametros quimicos, tais como acidos feoslie
flavonoides totais, sdo importantes a caracterizadd amostras de
prépolis. Os achados revelaram conteldos elevadoadonoides e
acidos fendlicos no extrato de propolis sob estutiferindo dos

conteldos descritos na literatura para amostraepientes da Europa,
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EUA, Africa, China e de outras regibes da AmérioeSdl (Argentina e
Uruguai; BANKOVA, 2009; KUMAZAWA et al., 2004; KOSKEC et
al., 2004).

As trés amostras de extrato de prépolis proversedt cada
estacdo (primavera, outono e inverno) foram imogte testadas
quanto ao seu efeito sobre a viabilidade celulato pmétodo
colorimétrico do MTT, sendo que, apos esseningnicial, a amostra
de outono (Sé&o Joaquim/SC) foi a escolhida parastauk ensaios
subsequentes em funcdo de sua a¢ao na viabilidsdd W ECs.

Para além da caracterizacdo quimica daquela n@irplexa
acima descrita, técnicas mais refinadas como aatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) e ressciadmagnética
nuclear uni- e bidimensional (1D- e 2D-RMN) témoseimpregadas a
identificagdo de constituintes quimicos de comp@sgcomplexas, tais
como a propolis.

Por conseguinte, a amostra de outono foi analipadaCLAE-
FR, revelando a predominancia do flavonéide quier@et de alguns
acidos fendlicos, tais como o &cido galico, o gidmocatecuico, acido
clorogénico e seus ésteres derivados como o aswmorogénico A
(3,5-acido di-cafeoilquinico - CAS n° 2450-53-5@do isoclorogénico
C (4,5- &cido di-cafeoilquinico - CAS n° 32451-88+ib extrato de
prépolis outonal (Tabela 2). Quantidades menorgés8(gg/ml) de acido
p-cumarico, acido siringico, &cido vanilico, acidée@, 4cido ferdlico
e rutina também foram encontradas. O perfil quingeoacterizado
nessa amostra de propolis outonal catarinense titdisle outras

amostras de prépolis brasileira, uma vez que fléid®ms ndo séo
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compostos comumente identificados como majoritaneomposicao

quimica.

Tabela 2 - Flavondides e &cidos fendlicos idemtifas na prépolis

outonal/2010 catarinense pela técnica de CLAE-FR

Compostos Concentracao (ug/ml)
guercetina 144,24 png/ml
acido galico 19,41 pg/ml
acido protocatecuico 9,10 pg/mi
acido clorogénico 6,59 pug/ml
acido isoclorogénico A 4,70 pg/ml
acido isoclorogénico C 3,20 pg/mi

Fonte: Maraschin et al. M@nuscrito em elaboragjo

Essa amostra foi submetida posteriormente a agatiseRMN,
confrmando a presenca de quercetina, acido galiéojdo
protocatecuico e acido clorogénico (Tabela 3, Rigi4). Estudos de
espectrometria de massa com interfaces de ionizagéelectrospray,
APCI (atmospheric pressure chemical ioniza)ienAPPI étmospheric
pressure photoionizatiQgnencontram-se em andamento no Nucleo de
Produtos Naturais (LMBV/UFSC) visando um maior tdetmento do

perfil quimico do extrato hidroalcodlico em estudo.
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Tabela 3 - Deslocamentos quimicd$i (e *C - RMN, ppm) e
multiplicidade de protons atribuidos aos compostiEnolicos

encontrados na propolis outonal.

Composto 3ppm 'H (multiplicidade) Sppm C
, 7.70 (d), 7.55 (dd), 114.78, 119.70, 115
Quercetina
6.90 (d), 6.41 (s), 6.19 (s) 17, 93.10, 98.05
o _ 7.40 (d), 7.35 (dd), 117.70, 123.39,
Acido protocatecuico
6.79 (d) 115.88
Acido gélico 7.03 (s) 112.15
7.62 (d), 7.16 (d), 148.51, 118.01,

7.08 (dd), 6.86 (d), 6.35 (d),125.20, 118.96,
5.30 (m), 4.23 (d), 3.86 (dd),116.95, 73.09,
2.14 (m), 2.02 (m) 73.89, 75.60, 41.11

Acido clorogénico

Fonte: Maraschin et al.Manuscrito em elaboracdoCom relacdo a referéncia de
ressonancia TSR 0.00 ppm. Valores de prétons de hidrogénio e carbo
verificadas em bases de dados referentes aos ctuspdantificados.
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Figura 14 - Estruturas quimicas dos componentes pdgolis
confirmados por RMN
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Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/ (Acesso em @4t 2013).

Os compostos fenolicos representam uma grandededgede
substancias caracterizadas pela presenca de um as améis
aromaticos, ligados a pelo menos um radical hithoxd outros
substituintes, e podem ser divididos de acordo ecamimero de anéis
fendlicos e com as estruturas as quais estdo Bgade grupos de
compostos fendlicos mais abundantes nos alimeatwes flavonodides,
os acidos fendlicos e as lignanas (OLIVEIRA; BAST@811). Os
flavondides tém sua estrutura baseada no arranj@3366 (2-fenil-
benzopirano), sendo representados por vérias slagseacordo com o
grau de oxidagdo do anel central (SANTOS; BLATT98)9

No que diz respeito as caracteristicas organoptio extrato de
prépolis utilizado em todos os ensaios, podemomafique ele possui

coloragao marrom clara e odor balsédmico caradtari@tigura 15).
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Figura 15 - Coloragéo da prépolis outonal coletaglanunicipio de Séo

Joaquim/SC

Fonte: Maraschin et al Manuscrito em elaboragdo

E importante esclarecer que, segundo a Instrucéimaliva n° 3
de 19 de janeiro de 2001 (Disponivel em:
http://www.sfdk.com.br/imagens/lei/MA%20-
%20Inst%20Norm%203.htm. Acesso em: 08 fevereiro 3p01da
Secretaria de Defesa Agropecuaria do MinistéricAdecultura e do
Abastecimento, no que diz respeito ao regulamegmido de
identidade e qualidade do extrato de propolis,ebsrenciais exigidos
para compostos fendlicos e flavondides sdo, quedail minimas de
0,5% (m/m) e 0,25% (m/m), respectivamente. Todoexigatos em
estudo apresentaram valores de compostos fendéicdlavonoides

acima do exigido (Tabela 4).
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Tabela 4 - Percentuais (m/m) de compostos ferdkcfiavondides nas

amostras de prépolis catarinense coletadas em 2010

Amostra Fenolicos Flavosa Di-hidroflavonéis
Outono 4,3% %,9 4,7%
Primavera 9,1% 2,4% 9,7%
Inverno 5,9% 4% 6,9%

Fonte: Ministério da Agricultura e Abastecimentamd@is as amostras empregadas
nesse estudo possuem padrdes referenciais conipaiive os exigidos referente a
gualidade do extrato de propolis.

E importante salientar que, com o objetivo de edtgum efeito
toxico do solvente (etanol) presente no extratopdolis sobre as
HUVECSs, determinados procedimentos foram realizadijetivando-se
evitar as possiveis influéncias negativas do stédveos resultados. Para
0Ss ensaiosin vitro, a solucdo de tratamento foi homogeneizada
(utilizando um vértex) e mantida no interior doxttulaminar por tempo
suficiente (15 minutos) para evaporar o etandgsade ser adicionada
as culturas. Somente apds a evaporacédo a soluggaiéada aos pocos
das placas. A concentragdo mais elevada de etéilivhda nos pocos
de placas de cultura foi de 1% (e.g., ao se preg®@0 pl de solucéo
contendo meio de cultura e 200 pg/ml de prépoligplame de etanol
empregado foi de 10 pl).

Nos ensaio#n vivode MVA e MCA, o suporte de metilcelulose
(disco) adsorvido com a propolis foi mantido em aéande fluxo
laminar durante 1 hora para possibilitar a evagmrago etanol (e
também para a solidificacdo da metilcelulose), sadi ser implantado

sobre as membranas anexas do embrido (E2 ou E6).
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3.1.3 Reagentes

Dimetilsulfoxido/DMSO (Vetec, Duque de Caxias, Rrasil),
soro bovino fetal/SBFsalina tamponada fosfatada/PBS, meio de cultura
RPMI (Roswell Park Memorial Institute)-1640 (Gibdayckland, Nova
Zelandia), anti-bromodeoxiuridina produzido em MelthB 3222, anti-
mouse produzido em ovelha IgG conjugado com flumies
IgG/AP124F, Fator de Crescimento Vascular EnddfeizGF-A, soro
normal de cabra (Chemicon, Billerica, MA, EUA), &giamidino-2-
fenilindrol dicloridrato/DAPI, 5-bromo-2’-deoxiurida/BrdU, brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difeniltetraz6MTT, Prolong® Gold
(Invitrogen, Grand Island, N.Y., EUA), Matrié'@e(BD, Mountain View,
CA, EUA), Kit Anexina V FITC (Cayman Chemical Conmpa
Michigan, EUA), GF109203X (Tocris Cookson, Inc. béord, Bristol,
UK), quercetina, U0126, metilcelulose, phorbol-R2dibutyrate/PDBu
e indometacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, EUA).

3.1.4 Células

Células endoteliais da linhagem HUVEC de origenalfet
venosa (provenientes do Banco de Células do Ridateiro), de
passagens baixas, foram utilizadas, mantidas eno R&MI-1640
suplementado com 5% SBF, 1% de estreptomicina eilis (100
unidades/ml), 1% L-glutamina (200 mM), 4,5 g/L Degbke e 1,5 g/L de

bicarbonato de sb6dio. As células foram cultivadas atmosfera
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umidificada em estufa condicionadora a 37° C e cambiente

suplementado com 5% de €O

3.1.5 Embrides

Ovos de galinha fertilizados doados pela empfigson Foods
(Sao José, SC) foram mantidos em um ambiente ucadd (33%) em
uma incubadora de ovos a 37° C de forma a inicidesenvolvimento
do embrido logo ap6s a postura. Apés 48 horas idwida incubacao
(E2), os ovos foram removidos da incubadora e tbea@a (10 mm de
diametro) foi feita na casca em uma posicao adfacan embrido
(embriGes néo-viaveis foram descartados). Um volde& a 5 ml de
albumen foi retirado com o auxilio de uma serirga seguida, essa
abertura foi coberta com fita isolante preta de sr@dmpedir a entrada
de luz no interior do ovo. Os embrifes retornaramstufa para dar
sequéncia aos ensaios.

Todos os procedimentos para evitar estresse desdeice aos
embrides foram executados. O protocolo experimédoitalprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Usidade Federal
de Santa Catarina sob o nimero 00528 em 05 de hovete 2010

(parecer em anexo).
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3.2 METODOS

3.2.1 Ensaio de Viabilidade Celular

Este ensaio é um método colorimétrico com baseetabulismo
do MTT. O ensaio foi realizado baseado no desg@p Mosmann,
(1983). O MTT é um sal de coloragdo amarela queuéalado pelas
células por endocitose e a reducéo do anel teicazdéste sal pelas
mitocodndrias de células vivas resulta na formac&o cdstais de
formazan de cor violeta que se concentram em cdimgstos
endossomais e/ou lisossomais, sendo depois traadpgoara fora das
células por exocitose. Sendo a endocitose um nmenaniundamental
das células vivas, o ensaio do MTT tem sido usadquéntemente
como ensaio de viabilidade celular. Os cristaisssfiobilizados através
do DMSO. HUVEC foram semeadas (15 »)16m meio RPMI-1640
em placas de 96 cavidades (TPP, Suica). Ap6s 24 lkderincubacéo, as
células foram tratadas com concentracfes cresceatpsopolis (3,12-
3.200 pg/ml; 200 pl volume de solucéo por cavidatiejrés amostras
distintas (outono, primavera e inverno). Em diféesrplacas o meio foi
removido apds 1 a 3 dias. Para um melhor entendimelnserve o

desenho experimental ilustrado na Figura 16.
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Figura 16 - Desenho experimental do ensaio do MTT
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Trés experimentos independentes realizados comtesaie propolis coletadas em
diferentes estagfes. Cada experimento foi realizadempos diferentes (24 e 72
h).

As cavidades foram cuidadosamente lavadas trés were PBS
(100 pl/cavidade) para remover eventual componesteanescente,
antes da adicdo do MTT. Meio fresco foi adicionadslucdo de MTT
(5 mg/ml em PBS) em uma razdo de 1:10. Apds inddagn uma
atmosfera umidificada contendo 5% de,@&th 37° C durante 3 horas, a
solucéo foi trocada por 200 pl de DMSO/cavidadea ghssolver o
formazan e as placas sofreram agitacao durante&esi antes de irem
para a leitora automatica de microplacas (Therrate®|, Figura 17). A
absorbéancia de 530 nm foi entdo determinada. Ogltadses s&o
expressos como percentual em relagdo ao contraieadinearidade da
relacdo entre concentracao de propolis e 0 nunepgldilas viaveis foi
examinada. Todos os experimentos foram realizadogriplicata. O

parametro usado para determinar a citotoxicidaid€ @gy.
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Figura 17 - Placas de cultura apés a dissolucdordwmzan

Fotos capturadas das placas de cultura apés dugiisalo formazan para ilustrar a
etapa final do ensaio de viabilidade celular.

3.2.2 Ensaio de Proliferagédo Celular

O ensaio de proliferacéo celular foi adaptado dpekoet al.,
(2009). Uma suspenséo da linhagem HUVEC (20.000asttavidade)
em meio RPMI-1640 contendo 5% de SBF foi adicionamieplacas de
24 cavidades pré-revestidas com laminulas circlgf&asscyto®)
previamente flambadas. No dia seguinte 0 meioubsstuido com ou
sem prépolis (100, 130, 150 e 180 pg/ml; 300 plvdme por
cavidade) e adicionado as cavidades sob condigiéeis. Cavidades
contendo extrato de propolis nas concentracdedde 1180 pg/ml foi
coadministrado com 50 ng/ml de VEGF. Experimentos @rupos
controle positivo e negativo (de ativacdo e inibigha angiogénese)
foram realizados usando-se apenas VEGF (50 ng/mfj@netacina (1
mM), respectivamente (Figura 18). As placas foratA@incubadas por

72 horas. A incorporacdo com o marcador de DNAUBrserve com
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parametro de proliferagéo celular. Ele foi incogatir 3 horas antes da
imunocitoquimica (1:100).

As células foram entéo fixadas com solucao de parafideido
4%, durante 30 minutos. Todas as etapas seguieistercaladas por
trés lavagens com duragéo de 5 minutos em PB3amild solugédo de
Tween 20 0,25%. Apo6s a lavagem, as células forambedas em HCI
2N a 37° C duas vezes de 15 minutos cada incubdgiqréximas

etapas foram realizadas sempre em temperaturarambie

Figura 18 - Desenho experimental da placa de eultamtendo os

tratamentos
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Desenho esquematico ilustrando todos os tratamem@lizados no ensaio de
proliferacdo celular em células cultivadas sobmitalas circulares. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Em seguida, as células sofreram permeabilizagdiosctucdo de
Triton X-100 0,25 % durante 30 minutos. Apés, sefne a acao
bloqueadora, durante 40 minutos, de uma solucatemda SBF 5% e
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soro normal de cabra 0,5%. Em seguida, foram irdagaurante 2
horas com solucdo contendo anticorpo primario Brald (MAB 3222,
Chemicon) diluido 1:200. Apés a lavagem, as célfdemm incubadas
por 1 hora na auséncia de luz com anticorpo seciondati-cabra
conjugado Alexa Fluor 488 (FITC, AP124F, Chemicditjiido 1:100.
Subsequentemente, elas foram novamente lavadasubaitas com
DAPI (1:1000) durante 30 segundos.

As laminulas contendo as células marcadas com Brdoradas
com DAPI foram estendidas sobre laminas histol&gicsando Prolong
Gold e examinadas com um microscépio de fluoresaéfi@lympus,
BX41) em uma objetiva de 10X, equipado com um diljpara
fluoresceina (Alexa Fluor 488, absor¢céo: 494 nnssdo: 517 nm) e
DAPI (absorcéo: 345 nm e emissdo: 455 nm). Fotauiafias digitais
foram feitas de cinco campos aleatérios usandoafmeera acoplada ao
microscopio (Q-imaging 3.3) através do softwareaPtgre Pro 5.1.
Campos visuais entdo foram armazenados digitalmenémalisados
através de contagem manual de nucleos marcados.

A proliferacdo celular endotelial foi avaliada &&a da
quantificacdo da propor¢cdo de células que incorporao BrdU em
cada condicdo experimental e os resultados exgressno média e
+EPM de trés experimentos independentes.

A indometacina, um agente anti-inflamatério naemstal
(AINE), foi utilizada como um controle negativo cama concentracao
efetiva baseada no trabalho de Pearce et al., ;2008 ela possui acdo
inibitoria, ndo-seletiva, sobre a enzima cicloxigsn (COX) em suas

isoformas 1 e 2. Cabe lembrar que a COX-1 possgafu fisiologica
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constitutiva e participa de uma série de processosnanutencdo do
organismo como a protecéo da mucosa gastrica, tesiee regulacéo
de perfuséo renal. Em contrapartida a COX-2 estsepte nos sitios de
inflamacdo. A COX-2 regula a ativacdo de céluladoggliais (disparo
angiogénico) através do aumento da producdo de VBGBANG;
DUBOIS, 2004). De fato, a inibicdo da atividade sdssenzimas pela
prépolis ja havia sido demonstrada (ROSSI et aD22.

Na tentativa de confirmar a segunda hipoétese daltna, ensaios
adicionais foram realizados com o objetivo de i@ifa agdo do extrato
de prépolis na atividade enzimatica da PKC no endai proliferacéo
celular. Para isso, grupos de tratamento com GRIDO2(5uM;
inibidor ndo-seletivo da PKC) e PDBu (100 nM; ativa ndo-seletivo
da PKC) de forma isolada ou em associacdo com mtextforam
realizados. Além disso, extrato de prépolis (20@mi)gtambém foi

coadministrado com quercetina (40 uM) e indometa(inmM).
3.2.3 Ensaio de Migracao Celular

O ensaian vitro de formacéo de cicatrizvbund-healing assay
foi realizado para mensurar a migragcdo unidirediates HUVEC
baseando-se no trabalho de Izuta et al. (2009)réSomo, as HUVEC
(4 x 10Ycavidade) foram semeadas em placas de 24 cavidades
incubadas a 37° C até obter confluéncia. Nas monadas de
HUVECs, foi confeccionada uma cicatriz em linha aretle
aproximadamente 1 mm de espessura usando umarpalgepipeta de

10-200 ul (Figura 19) e em seguida lavada tréssveam PBS.
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Apbs as células foram incubadas com VEGF (50 ngknl)
indometacina (1 mM) nas cavidades controle posigvanegativo,
respectivamente. Nas cavidades contendo os tratasnems
concentracdes utilizadas de extrato de propolianfot00, 130, 150 e
180 pg/ml durante 24 horas. Nenhuma coadministrégécealizada

nesse ensaio.

Figura 19 - Confeccéo de cicatriz sobre a monocaroatllar

Desenho esquematico ilustrando como foi realizadordeccédo da cicatriz sobre
uma monocamada confluente de células endoteliaifecha indica a diregdo da
ponteira.

Para mensurar o numero de células endoteliais Ggenam a
partir da borda da cicatriz, imagens foram cap@asgthagnificacdo de
25 X) imediatamente apos a confeccdo da cicatdpés 24 horas de
incubacdo com os tratamentos, dos grupos tratadossmgectivos
controles, usando-se um microscopio de contrastfasge A migragcéo
foi avaliada com base na contagem manual do nuehercélulas em
migracdo dentro da regido da cicatriz ap0s o tratdoncom o extrato

de prépolis outonal. Dados séo expressos como e (n=3).
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3.2.4 Ensaio de Tubulogénese

O ensaio de formagdo de estruturas semelhantebos foi
adaptado de Liao et al., (2003), para investigafeito do extrato de
prépolis outonal na angiogénesevitro. Resumidamente, uma placa de
96 cavidades foi coberta com 50 pl de Matrigel®uitig (uma
preparagcdo de membrana basal constituida de mstala matriz
extracelular extraida a partir do sarcoma de Etgelbreth-Holm-
Swarn), a qual foi colocada na estufa para solidific&87aC durante 50
minutos.

As células foram semeadas em uma densidade d&@x#lulas
por cavidade em 50 pl de meio de cultura completnaatidas duas
horas a 37° C. Decorrido este tempo, 150 pl de ndeiocultura
contendo diferentes concentracdes de propolis éraragdes finais séo
100, 150 e 200 pg/ml) e nos controles (VEGF ou apeameio de
cultura) foram adicionados (Figura 20). As placaar incubadas a 37°
C com umidade e ar atmosférico suplementado cordéb%Q, durante
24 horas, tempo suficiente para a formacao de eg®intacta no grupo
controle (o qual foi exposto apenas ao meio del@)lt

A andlise foi executada através da contagem das resculares
de tubos semelhantes a vasos usando um microsdégiz invertido
em uma magnificacdo de 25 X. As cavidades dasaplde cultura
foram fotografadas e o numero de redes fechadawattas por
estruturas semelhantes a tubos, em cada cavidadeleterminada
(média de trés diferentes campos contados em oaglg). pOs dados

foram expressos como o percentual do niumero destabe grupos
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tratados em relacdo ao controle. Dados represeatanédia tEPM
(n=3).

Figura 20 - Esquema do ensaio de tubulogénese
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Etapas sequenciais do ensaio de tubulogénese.

3.2.5 Ensaio de Morte Celular

Para investigar o tipo de morte celular desencadpalb extrato
de propolis foi realizado o ensaio de morte celateavés de citometria
de fluxo. Através deste método, as células neawtipodem ser
distinguidas das apoptéticas pela inclusdo de rdarea fluorescentes,
tais como a anexina-V e o iodeto de propidio (IP).

As HUVECs foram semeadas em placas de 24 cavidades
densidade de 5 x 1@élulas/ml, incubadas a 37° C em atmosfera imida
com 5% de CQe tratadas com concentracdes crescentes (1001330,
e 180 pg/ml) de extrato de prépolis outonal. Foraatizados também
tratamentos através da coadministracdo de extratgrdpolis com
VEGF (150 pg/ml + VEGF e 180 pg/ml + VEGF) e com16 (150
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pg/ml + U0126 e 180 pg/ml + UO0126), além das adstiagdes
isoladas de VEGF (50 ng/ml) e U0126 (5uM, inibitlmmacologico de
ERK1 e ERK2), durante 72 horas. Decorrido o tenxmeemental, o
sobrenadante foi coletado e as amostras foramaragiate tripsinizadas
para a remocdo de células aderentes na placa tleacuAs fracdes
coletadas de cada tratamento foram combinadastefugadas. O kit
de Anexina V FITC (Cayman Chemical Company, MichigaUA) foi
utilizado para a deteccéo dos processos de mdui@arceslacionados ao
cultivo de células endoteliais em exposicdo aotanrantos acima
citados.

As solugbes referentes a cada amostra foram tratesgepara
tubos de citometria e 15 minutos antes da leiteta pitbmetro, 2 pl de
anexina V-FITC foram adicionados em cada amostexoBido esse
tempo, 0,5 ul de IP também foi adicionado. Os tulooam sempre
mantidos ao abrigo da luz. A anexina V-FITC ligaastosfatidilserina
que é translocada para a superficie da membraremdisa no
momento da apoptose e o IP marca danos na memblesmatica de
células necroticas.

Luz ultravioleta durante 20 minutos foi utilizadar@a estimular
apoptose no tubo controle intitulado “"anexina-V ipas’ e o
congelamento a -20° C por 20 minutos foi utilizagwa estimular a
morte por necrose celular no tubo controle intdaldlP positivo".

O comportamento das células em funcédo do tratanmesmo a
prépolis outonal foi analisado utilizando-se o widgiro de fluxo
FACSCanto Il apparatus (Becton Dickinson) no Latiia
Multiusuério de Estudos em Biologia (LAMEB) do Depanento de
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Biologia Celular, Embriologia e Genética (BEG). Qssultados
experimentais foram processados utilizando-se twacé FlowJo 7.6.5
(Tree Star, Ashland, OR). A andlise foi feita atipate umpool de
células em cada tratamento sendo comparados anpgis de células
viadveis, apoptéticas e necréticas em cada um dasogrdistintos de
tratamento.

Foram feitos os seguintes controles para uso doneiro de
fluxo: 1) Controle (branco) contendo células, seraraacdo IP ou
anexina V-FITC com funcao apenas de definir as lagpes e também
a autofluorescéncia; 2) Controle anexina positiwontendo células
marcadas com anexina V-FITC que foram expostas aullvavioleta
para induzir a apoptose; 3) Controle anexina negationtendo células
somente marcadas com anexina V-FITC, sem expos&atuz
ultravioleta; 4) Controle IP positivo, contendo wés que foram
induzidas a necrose por congelamento e marcadadR;05) Controle
IP negativo, contendo células sem congelamento reaaias com IP.
Todos esses controles séo utilizados para a oglibrdo equipamento,
nao constituindo parte do desenho experimentalrdsepte estudo. O
controle do ensaio propriamente dito € o tubo cudeanexina-
negativo e IP-negativo, ou seja, células cultivastas tratamento e sem

exposi¢ao a luz UV ou ao congelamento.

3.2.6 Ensaio de Zimografia
Para investigar o efeito do extrato de prépolisooak sobre a
atividade enzimatica de metaloproteinases de madrizacelular,

especificamente a MMP-9 (gelatinase B ou colagehas82 kDa) em



96

HUVECS, foi realizado o método de zimografia (KLER; STETLER-
STEVENSON, 1994). As células foram semeadas emaplae 24
pocos (20.000 células/cavidade) e mantidas em &naogmida com
5% de CQaté atingirem confluéncia. Apds, as células foracubadas
com extrato de propolis nas concentracdes de 18®,e1200 pg/ml
durante 24 h. Ao término do tratamento, o sobremadfoi coletado
para a deteccdo da atividade da MMP-9 secretads p8JVECs. O
volume do sobrenadante correspondente a 50 mg/mprdeeinas
(aproximadamente 40 ul) foi submetido a eletrofres gel 7,5% de
poliacrilamida de dodecil-sulfato de sédio SDS-PAGEN 1,5% de
gelatina como substrato para a MMP-9. Apés a camldtroforética, o
gel foi lavado duas vezes em tampao (2,5% de Tekek0O, 1mM
CaCb e 0,05% de NaCl) por 1 hora em temperatura andipata
remover o SDS e, apds, foi incubado durante 28%h @C em tampéo
enzimatico (50 mM de tamp&o Tris contendo 5 mM d€lCe 2% de
NaCl) pH 7,50 gel foi marcado com 0,1 % de azul de Coomassie
R250, 10% de &cido acético e 25% de etanol poe tiéscorado por 30
minutos em solugéo descorante (10% de acido acétk®% de etanol
em agua). A atividade proteolitica foi visualizastamo bandas claras
(zonas de degradacdo da gelatina) em contrasteurato fazul da
gelatina marcada. As bandas foram entdo digitalizatsando-se um
scanner e a intensidade das marcagfes analisadamemr de
software. Os resultados séo expressos como inggteside MMP-9 em

relacdo ao controle. O ensaio foi realizado emidaial.
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3.2.7 Ensaio de Vasculogénesgevivo

Com o objetivo de investigar a capacidade do exttatprépolis
outonal em inibir a formac&o de vasos primordiaiasculogénese - foi
realizado o ensaio da membrana vitelinica (M\ith\\vivo, usado para
determinar atividade anti-vasculo-/angiogénica (®lAat al., 2008a).
Este método foi adaptado a partir do ensaio da m@ratrorioalantéica
(MCA) o qual é realizado para quantificar a angiase.

O extrato de propolis foi aplicado aos embribesvdés do
implante de discos de metilcelulose apos a incubagéliminar de 48
horas em estufa, conforme descrigédo no item 3ER25dstagio 13 - HH;
Hamburger e Hamilton). Esses discos (10 pl de velusolucdo de
metilcelulose 1,5 %) foram submetidos previamerdepeocesso de
secagem em fluxo laminar sobre uma bandeja de meatastida com
Teflon®. Em seguida eles foram destacados da Suoieeef aplicado (1
disco/embrido) na membrana extra-embrionaria des dids (E2),
préximo do embrido, onde ilhotas sanguineas estgrasentes. Apos
estas manipulacfes as janelas foram fechadas tansdlante preta e
0s ovos reincubados até o 4° dia de vida embriar(@6 horas, E4,
estagio 23- HH).

O intervalo de concentracdes foi de 50 a 450 mgik@izao fixa
entre as concentragdes é 3, a qual permite umgécelmear entre as
doses e respostas. E importante destacar queares/de concentracdes
administradas foram calculados a partir do pesaardms embrides que
corresponde nesse periodo de desenvolvimento (E@)042 g. A

guantidade de extrato de prépolis em cada discandglcelulose
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contendo as concentracdes de 50, 150 e 450 mglkg0é0021; 0,0063
e 0,0189 mg, respectivamente. Um grupo experimeathitional
exposto apenas a metilcelulose foi usado comaaen(in=7 por grupo
experimental). As concentracdes desses ensaiom fdederminadas
considerando-se o fato de que ao se tratar destems vivo, 0S vasos
estardo sob influéncia de fatores reguladores §gemplo, fatores de
crescimento). Além disso, a via de administracddmplantacdo de um
disco de metilcelulose a partir do qual a propdéés ser liberada
paulatinamente) podera alcangar os vasos sanguiresgntes na
membrana vitelinica. Tal vasculatura € ampla emdsrde superficie
da membrana extra-embrionaria, ou seja, a MVA.&amnento de 48
horas (E2-E4) tem como objetivo investigar a acéoedtrato de
prépolis na formacdo de vasos primordiais do embriu seja, nos
primeiros vasos sanguineos (formados pela vasaudsgg através da
acdo nas ilhotas sanguineas, as quais sdo formaamlascélulas
progenitoras endoteliais e hematopoiéticas. Parragfio no 4° dia, os
ovos foram retirados da incubadora e a zona aor rédodisco de
metilcelulose foi examinada em um microscopio essropico
(Olympus; Toquio, Japéo). A inibicdo da vasculogénfei determinada
de acordo com a diminuicdo do nimero de vasos famgina area ao
redor do disco e definida como o percentual deg&aluno nimero de
vasos comparado com o controle.

Dentre as membranas extra-embriondrias (alantddanion,
cérion e saco vitelinico), o saco vitelinico foraewitrientes necessarios
para o crescimento do embrido (Figura 21). Durantacubacédo, os

nutrientes vitelinicos séo transportados para ai@mhtravés dos vasos
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sanguineos da MVA, pela endocitose de lipoproteirasde
transportadores de peptideos, glicose e minerafdDGARY; UNI,

2011). Durante esse periodo de desenvolvimentoasztulogénese
ocorre em diversos locais, independentemente, iimtduo préprio
embrido e membranas extra-embrionarias. Nela, ogiolaastos
inicialmente se organizam em um arranjo celular fprenard um
reticulo de tubos primitivos, denominado plexo leapiprimario
(RISAU, 1997).

Figura 21 - Membranas extra-embrionarias
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Fonte: Disponivel em:
http://chickscope.beckman.uiuc.edu/resources/egghtok/development.html.
Acesso em: 13 junho 2013. llustragdo de todas ambmamas embrionarias com
destaque para o saco vitelinico, altamente vaszadfr.

3.2.8 Ensaio de Angiogénesa vivo

A primeira parte do desenho experimental dessaceimsaivo é

muito similar ao ensaio da MVA. Ele consiste nalanfacdo de um
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disco de metilcelulose adsorvido com prépolis sabrsuperficie da
MCA, a qual é formada pela fusdo do mesoderma $oondd coérion
com o mesoderma esplancnico do alantéide durare @ 5° dia de
desenvolvimento embrionario (Figura 22).

Com o tempo, os capilares da MCA sofrem uma seduéte
mudancas estruturais e criam um intrincado plexmlara Essa rede
vascular é de grande importancia para o embride ggive de 6rgao
respiratdrio, ou seja, 0s vasos sanguineos auxilamnoca de oxigénio
e dioxido de carbono através da porosidade da edéaa momento da
eclosdo (DIMITROPOULOU et al., 1998; HASAN et £004).

Figura 22 - llustracao da posicdo da MCA no embrido
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Fonte: Disponivel em: http://www.biozoomer.com/2Q12chick-extra-embryonic-
membranes.html. Acesso em: 13 junho 2013. llustragaptada evidenciando a
posicao da MCA no embrido imediatamente abaixoadaace € o local onde o disco
de metilcelulose é implantado.

Discos de metilcelulose contendo extrato de prépas mesmas
concentracbes do ensaio anterior, foram implantatdwsMCA. A
implantacdo do disco de metilcelulose contendo g@i®pé feita no

embrido de seis dias (E6), onde héa capilares @&mderescimento. Apds
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as manipulacdes nos embrides, as janelas confecdgenna casca
foram fechadas com fita isolante preta e os ovaeincubados até
0 oitavo dia de vida embrionaria (E8). Da mesmanfoque no ensaio
anterior, as concentragbes administradas foranulealas a partir do
peso médio dos embrides na idade embrionaria dmE8spondendo a
1,045 g. A quantidade de extrato de prépolis emacdisco de

metilcelulose contendo as concentracdes de 5014880 mg/kg € de
0,052; 0,156 e 0,47 mg, respectivamente.

Devido ao arranjo plano dos microvasos da MCA eua s
proximidade com a superficie, ela tem sido muitadascomo modelo
experimental para se estudar diversos process@mioios, tais como
transporte de ions, troca de gases e experimenttradsplante de
tumores. Além destes, a MCA é um modelo muito difdo para
estudos de angiogénese (DJONOV; GALLI; BURRI, 20@) ensaios
de quantificacdo da angiogénese, utilizando esseelmoforam
utilizados por inimeros autores (FOLKMAN, 1974; N@EN;
SHING; FOLKMAN, 1994; SONG et al.,, 2002; LENG et,a2004;
TSUCHIYA et al., 2013; TAN et al., 2003).

Entretanto, o uso da MCA, como um modelo experiaient
requer conhecimento sobre as mudancas da dinaraicaocdfologia
vascular durante a incubacéo. Andalises morfométnigastraram que a
vascularizacdo da MCA passa por trés fases ded®gienento. A fase
inicial (5-7 dias) é caracterizada por intensa ifmacao celular
endotelial com mdltiplos brotamentos capilares dindo o
mesénguima, os quais se fundem e formam um plepitac@rimario.

Durante a fase intermediaria (8-12 dias), a attlédgroliferativa



102

diminui em mais de 50% (novos vasos surgem do refaoeknto de

células ja presentes) e os brotamentos ndo sdmbwasvados; eles sédo
substituidos por formagdes intussusceptivas coquénecia maxima até
o0 dia 11. Durante a fase tardia (13 dias em diardenenta o

crescimento em comprimento e volume dos tubos fdosa
anteriormente e a morfologia arterial e venosa at@en distinta

(DJONOQV; GALLI; BURRI, 2000).

Desta forma, o periodo experimental (E6-E8) avaliacdo do
extrato de prépolis na fase na qual ocorre intgmelferacao celular
endotelial com formacdo de plexo capilar. No E8eosbrides sao
retirados da incubadora e examinados em um migpasco
estereoscopico (Olympus; Toquio, Japao). A inibidd@ngiogénese ao
redor do disco de metilcelulose foi determinadaa paiminuicdo do
numero de vasos sanguineos nessa regiao e defomita o percentual
dessa reducdo comparado ao controle (disco contemmEnas

metilcelulose).

3.2.9 Analise Estatistica

Cada experimentim vitro e in vitro foi realizado no minimo trés
vezes e todos os valores sdo apresentados com@ mE®M em
triplicatas. ANOVA de uma via seguida do teste Wika usado para
analisar a significAncia estatistica de todos tadot (software
Statistica 6®.). Valores de p < 0,05 foram consides estatisticamente
significativos. Para a confeccao dos graficos amtaslos foi utilizado o

software GraphPad Prism 4®.
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DE AMOSTRAS SAZONAIS DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS NA VIABILIDADE DE
HUVEC

Primeiramente, foi examinado o efeito de concefigac
crescentes de trés amostras sazonais de extrapoodelis (outono,
primavera e inverno, 3,12-3.200 pug/ml) sobre ailiteale da linhagem
HUVEC através do ensaio de citotoxicidade pelo MOTensaio foi
conduzido em dois tempos independentes (period@lde 72 horas)
com o objetivo de testar a acdo do tempo sobrdratexEm ambos os
tempos de exposicéo a propolis o percentual déaséliaveis (células
vivas) dos diferentes tratamentos foi comparadopamentual do
controle o qual consiste em células cultivadas apeam meio de
cultura.

Em 24 horas de tratamento (Grafico 1), as trés tmasosle
extrato de prépolis mostraram uma acdo muito similado
evidenciando diferencas estatisticas entre as®estagentro de cada
uma das concentracdes analisadas. Porém, é natafatb de que
nenhuma das amostras provocou efeito sobre didade das células,
nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e @iARl. Diferencas
significativas foram evidenciadas apenas nos teéms acima de 200
pg/ml (p < 0,0001).
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Gréfico 1 - Efeito de extratos hidroalcodlicos @¢ prépolis na

viabilidade celular em 24 h
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Amostras de prépolis de outono, primavera e inveamn?24 horas de tratamento
sobre a viabilidade celular de HUVEC através doaensle MTT. As barras
representam médias +EPM. * p < 0,00@drsuso controle.

Contudo, apesar dos tratamentos entre 800 e 3.2 p
diferirem estatisticamente do controle (p < 0,00@%¥as concentracdes
nao mostraram diferencgas significativas entre sga@tivos tratamentos
sazonais, mostrando que acima de 800 pg/ml o peatete viabilidade
mantém-se, em aproximadamente 30% de células siasetultura, ndo
alcancando total diminuicdo das mesmas, mesmo cormmagr
concentracdo empregada no ensaio.

No que diz respeito a concentracdo citotdxica sGZC
visualizamos que a amostra de propolis do outoteveln menor valor.
Essa amostra, nas concentracbes de 200 e 400 pdjmihuiu
significativamente o numero de células viaveis pato e 26%,

respectivamente; a amostra de primavera nas mesomgentracoes,
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diminuiu a viabilidade das células em 79% e 42%peetivamente; a
amostra de inverno mostrou uma diminuicdo de 80% 2780,
respectivamente. Os valores de s¢fara as trés amostras (outono,
primavera e inverno) corresponderam a 297, 364 2 @6/ml,

respectivamente (Grafico 2 A).

Gréfico 2 - Valores de §Jem 24 e 72h
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Os valores de Cfgpara as trés amostras (outono, primavera e inveamop4 h
corresponderam a 297, 364 e 302 pg/ml, respectivin&m 72 horas, esses
valores de Cgypara as trés amostras (outono, primavera e invéonain 130, 205
e 215 pg/ml, respectivamente.

De maneira diferente, no tratamento com 72 horasxgesicao
ao extrato de propolis, a amostra de propolis @itoobteve
significancia estatistica a partir de 100 pg/minaiminuicéo para 76%
no numero de células viaveis evidenciando que or fegmpo de
exposicao é variavel importante na acdo da prépolise as HUVECSs.
A diminuicdo da viabilidade na concentracdo de 2Q6/mi

correspondeu a 8% de células viaveis na culturad@uexpressiva
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quando comparada ao valor de 75% do tratamento4dkofas, na
mesma concentracdo. Os tratamentos de 72 h erire 8®00 pg/ml
também diferiram do controle (p < 0,0001) e na@rddm entre si,
mantendo um percentual em torno de 20% de célidasis (Grafico 3)
e, da mesma forma que no ensaio anterior, ndo eltdgtal deplecdo
da cultura.

Grafico 3 - Efeito de extratos hidroalcodlicos @ propolis na

viabilidade celular em 72 h
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Amostras de prépolis de outono, primavera e inveamn72 horas de tratamento
sobre a viabilidade celular de HUVEC através doaensle MTT. As barras
representam médias +EPM. * p < 0,0000&rsuso controle.

Com relacdo & G da mesma forma que o ensaio com 24 horas
de exposicdo, a amostra de outono obteve um vaaomnde inibi¢éo.
Essa amostra, nas concentracfes de 100 e 200 pdymihuiu o
numero de células viaveis para 76% e 8%, respentinte; a amostra

de primavera nas mesmas concentracoes, diminuialalidade das
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células em 81% e 48%, respectivamente; a amostimavdeno obteve
queda de 74% e 49%, respectivamente. Os valor&Ceggpara as trés
amostras (outono, primavera e inverno) correspamdex 130, 205 e
215 pg/ml, respectivamente (Grafico 2 B).

Ao compararmos a diminuicdo dasgém ambos 0s tempos de
tratamento, temos uma diminuicdo de 56% entre ofodus de
exposicao de 24 h (297 pg/ml) e 72 h (130 pg/ndin @ amostra de
prépolis de outono. A queda nos valores desC€ferente a prépolis de
primavera e inverno foi de 44% e 29%, respectivaeeam funcdo do
aumento do tempo de exposicao.

Assim, devido ao fato de que a prépolis outonaltroasser mais
efetiva na reducdo da viabilidade celular, ou s@j@a acdo citotoxica
mais pronunciada quando comparada as outras dumsras) e também
pelo fato de possuir um menor valor desg; €la foi selecionada para os
ensaios subsequentes (proliferacdo celular, migragglular,
tubulogénese, morte celular, zimografia e ensaiasvo). Destaca-se,
ainda, o fato de que, de acordo com Oliveira ed3a&011), para que
um composto quimico possa exercer atividade bicégg mesmo deve
atingir o alvo fisiolégico numa concentracdo minimaa qual se possa

determinar tanto esse efeito biolégico, quanto camismo da acao.

4.2 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
OUTONAL NA PROLIFERACAO DE HUVEC

Em seguida, para uma avaliacéo especifica dagmajfio celular

endotelial, um evento importante na angiogéneseanvestigado se a
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prépolis outonal poderia inibir a proliferacéo datulas endoteliais. Em
um primeiro ensaio foram testadas as concentratg&g,5 a 400 pg/mi
em 24 horas de exposicdo. Nenhum efeito signiWicaii encontrado
(dados ndo mostrados). Em seguida, o proximo erieaiexecutado
para testar a agdo do extrato nessas mesmas cagéestporém com
maior tempo de tratamento (72 h). Observou-se qgagtdaficante e
pronunciada apenas nas concentragdes entre 20D egAfl de extrato
de proépolis outonal (dados ndo mostrados). A pdessa constatacéo,
0 passo seguinte foi determinar em qual janelactheentracdo exata
encontrariamos uma linearidade na acdo anti-pralif@ da prépolis.
Assim, testamos concentragdes compreendidas entrailtima
concentracdo que ndo mostrou significAncia em 7ashol00 pg/ml - e
a primeira concentracdo que mostrou significanc®0 pg/ml - para
alcancarmos um intervalo linear de efeitos. Pastamtpréximo ensaio
foi executado para testar os valores aproximadessqguem: 100, 130,
150 e 180 pg/ml (intervalo de 30 pg/ml entre camecentragéo).

Em 72 horas de exposicdo, 100 pg/ml de extrato rdpotis
outonal manteve o seu efeito sobre a proliferagélalar de forma
semelhante ao ensaio anterior, ou seja, ndo pramefatos anti-
proliferativos. Entretanto as concentragdes acieséedvalor (130, 150 e
180 pg/ml) diminuiram pronunciadamente a proliféoagara 81,7; 56,8
e 48,4% respectivamente, quando comparado ao Eritesafico 4,
Figura 22). Além disso, a propolis outonal (15080 Jug/ml) também
bloqueou o potente efeito proliferativo do VEGF (@B§ml) quando
ambos os compostos foram administrados em assodjpeé0,01). Ao

mesmo tempo, a indometacina (1 mM), inibidor ndets® de COX-1
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e COX-2, diminuiu significativamente a proliferacacelular

evidenciando valores similares aos alcancados gaifainistracdo da
prépolis outonal com 180 pg/ml, isoladamente (p<O@,; Grafico 4,

Figura 23).

Graéfico 4 - Efeito da propolis outonal na prolifgda celular
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A proliferacdo celular foi avaliada por meio de e@em manual. HUVECs foram
incubadas com concentragdes crescentes de pr¢pdlis 180pg/ml) isolada ou e
em associacdo com VEGF (50 ng/ml) durante 72 horfradacina (1 mM) foi
também testada. As células incubadas apenas coondmeiultura (veiculo) foram
usadas como grupo controle. Experimentos foranizeglls em triplicata. Barras
representam a média +EPM. * p < 0,05, ** p < 0,08 p< 0, 001 comparado ao
controle.



110

Figura 23 - Fotomicrografias do ensaio de prolifamcelular (células
BrdU+)

Imagens representativas sdo mostradas. A prolferaglular foi avaliada pela
incorporacdo com o analogo timidina (BrdU) dentm BNA pelo método de
imunocitoquimica (células marcadas em verde). HUM&@m incubadas com as
concentragfes indicadas de prépolis na presengausincia de VEGF (50 ng/ml)
durante 3 dias a 37°C, com umidade e 5% de. Q&) Controle (apenas meio de
cultura), (B) 50 ng/ml VEGF, (C) 100 pg/ml de prépo(D) 150 pg/ml de propolis,
(E) 180 pg/ml de prépolis e (F) indometacina (1 mBarra de escala: 100pm
(magnificacdo de 10X).

Os resultados representados no Grafico 4 e Figliguanto aos
efeitos da administracéo da propolis (100 — 18@n)giu indometacina
(1 mM) ndo necessariamente distinguem entre umanuigdo do
numero de células devido a mecanismos de inibigatfgrativa e
eventos de morte celular induzidos sobre as céletaoteliais em

estudo.
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4.3 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
OUTONAL NA MIGRACAO DE HUVEC

Devido a migracédo celular constituir um evento ecis¢ no
processo de angiogénese (PHILIPS et al., 1991fgitw ela propolis na
migracdo de HUVEC foi avaliado por meio do ensadfarmacao de
cicatriz sobre uma monocamada celulaoynd-healing assayem
placas de 24 cavidades na qual uma cicatriz fta & linha reta com o
uso de uma ponteira de pipeta (10 - 200p.l).

Apdés um periodo de 24 horas de exposicao ao exteapwopolis
outonal nas concentracdes de 100, 130, 150 e 180, ngerificou-se
significativa diminuicdo do numero de células nerge migratério em
35, 51, 85 e 87% respectivamente, quando compa@adoupo controle
(Grafico 5, Figura 24).

Gréfico 5 - Efeito da prépolis outonal na migracétular
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Numero estimado de HUVEC em migragdo pela mensordgéhimero de células
dentro da regido delimitada pela cicatriz apds 24 lexposigao (100 — 180 pg/ml);
VEGF (50 ng/ml) e indometacina (1 mM). Barras repregam a média e +EPM do
numero de células migradas em 3 campos microspiiferentes sobre um
aumento de 25 X. * p< 0,05, *p < 0,01 e # p <01,0versuso controle.
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Figura 24 - Fotomicrografias do ensaio de migrazgolar

Imagens representativas sdo mostradas. A linhaillpmotd indica a borda da
cicatriz. (A) Células cultivadas apenas em meicuéura (controle negativo), (B)
Células cultivadas com 50 ng/ml VEGF-A, (C) Célulasltivadas com
indometacina (1 mM), (D) Células cultivadas com 18§ml de prépolis, (E)
Células cultivadas com 150 pg/ml de prépolis e @€Julas cultivadas com 180
pg/ml de propolis. Barra de escala: 50um (magmifioade 25X).

Além disso, o tratamento com indometacina (1 mNbidiiu a
migragdo em 72,7% (p< 0, 001). Como ilustrado néfiGr 5, no grupo
tratado com VEGF, o nimero de células migrandorfarcadamente

aumentado em 28,4%, comparado ao grupo contreid(p5).

4.4 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
OUTONAL NA TUBULOGENESE DE HUVEC

O objetivo seguinte foi investigar a acdo do emti@d propolis
outonal quanto a capacidade das HUVEC para foredesr capilares
ramificadas semelhantes a tubos (tubulogénese)dquauitivadas em

um substrato de Matrigel®.
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As células endoteliais foram cultivadas no Matfyeurante 24
horas apenas em meio de cultura RPMI-1640 (contielando a
organizacdo de uma malha de microtubos com um jartgsico do
processo de tubulogénese (Figura 25 A). Célulativadhs sobre
Matrigel® em meio de cultura enriquecido com extrde propolis
outonal (150 - 200 pg/ml) diminuiu de forma sigedfiiva o processo de
tubulogénese em aproximadamente 70% quando congpacadontrole
(p < 0,001). Nos pocos contendo o extrato de pi®pal concentracado
de 200 pg/ml foi possivel observar a presenca desrsacabadas de

tubos bem como aglomerados celulares (Figura 25 B).

Figura 25 - Fotomicrografias do ensaio de tubulegén

As células formaram tubos sobre placas revestidasMatrigel® e incubadas com
concentragdes crescentes de propolis. (A) Fotognafia de arranjo de estruturas
semelhantes a tubos em cultura de HUVEC ap0és teatmmapenas com meio de
cultura RPMI-1640 (controle). (B) Fotomicrografia délulas incubadas com meio
de cultura contendo 200 pg/ml de prépolis; comstiado, aglomerados celulares,
estruturas imitando tubos bem como redes inacaldelasbos foram encontrados
(representados pelo quadrado, circulo e flechagotisamente). Foram realizadas
triplicatas de cada grupo experimental e visuabzadm microscopia invertida
(magnificagdo 25X). Barra de escala: 50 pm.
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Além disso, a despeito de exercer acdo ndo esfatEnte
significativa no Matrigel®, o tratamento com 50 my{/de VEGF
indicou uma tendéncia para promover a tubulogédeselUVEC em

21%, quando comparado ao controle (veiculo; Gréd)co

Grafico 6 - Acdo da propolis na tubulogénese
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Quantificagdo da tubulogénese (% de formacédo desjulBarras representam o
+EPM das estruturas semelhantes a tubos compavactm&ole. * p < 0,001.

4.5 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
OUTONAL NO ENSAIO DE MORTE CELULAR

A citometria de fluxo foi o método empregado naspnte
investigacdo para determinar a ocorréncia e tambéipo de morte
celular desencadeada pela exposicado de célulashdgém HUVEC ao
extrato de prépolis sob estudo. A citometria dexdlfoi realizada
através da marcacdo das células endoteliais coxinan®-FITC e

iodeto de propidio para analisar quantitativamemt@ercentual de
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células apoptéticas e necréticas, respectivamentefuncdo do tempo
de exposicao ao extrato (72 h).

Conforme descrito na metodologia, a anexina V-Fii&ca as
células em processo de apoptose e o iodeto dedpropéarca as células
em processo de necrose. Deve-se destacar que apeaaparte do
numero total de células - as células viaveis —gpaspela leitura do
citbmetro de fluxo. A analise quantitativa de martdular foi realizada
nas culturas ap6s 72 horas de exposicdo. Os peatentlativos as
células apoptéticas, necréticas e a quantidaddugaste células viaveis

de todas as concentracdes analisadas sao repdesensaTabela 5.

Tabela 5 -NUumero de células viaveis, apoptoéticascedticas.

Tratamento  Células viaveis Aptose Necrose
Controle 7328 5,206 (1113) 14,9% (1091)
VEGF (50 ng/ml) 7502 15,52462) 10,9% (817)
u0126 (5 puM) 7299 17,02240)  13,2% (963)
100 pg/mi 7122 7,6% (541) 8,0%569)
130 pg/mi 6773 4,7% (318) 9,0% (609)
150 pg/mi 6913 14,1% (974) 18,9% (1306)
180 pg/mi 6800 16,5% (1122) 23,0% (1564)
150 pg/mi+VEGF 6822 13,(886) 23,3% (1589)
180 pg/ml +VEGF 6828 10,2896) 26,2% (1788)
150 pg/ml +U012 3276 22,0@Q)  29,9% (979)
180 pg/ml +U0126 3187 17,0%16 33,5% (1067)

Numero de células viaveis e os respectivos valemarcentuais de células: viaveis,
em apoptose e em necrose. O VEGF foi utilizadoameentracdo de 50 ng/ml e o
U0126 (inibidor de ERK1/2) na concentracédo de 5 pM.
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As células tratadas com VEGF (50 ng/ml), U0126 &) pou
extrato de propolis (150 e 180 pg/ml) parecem nadificar o padrdo
de apoptose em relagdo ao controle (15,2%). No&ntas tratamentos
utilizando o U0126 em coadministracdo com a prép@b0 pg/ml),
mostrou um percentual mais elevado de morte cghalaapoptose. Em
contrapartida, nos tratamentos contendo 150 e @86lde propolis em
associacdo com o VEGF, mostraram uma tendéncia laresa
relativamente reduzidos de morte celular por aEptd3 e 10,2%,
respectivamente, comparado ao controle). As coragigs mais baixas
do extrato de propolis (100 e 130 pg/ml), mostraxatores também
reduzidos de apoptose em relacdo ao controle (7¢6%,7%,
respectivamente).

Com relagéo aos valores de morte celular por neckesificou-
se que 0s maiores percentuais obtidos correspomasniratamentos
com VEGF (50 ng/ml) e U0126 (5 pM) quando assodaimextrato de
prépolis (150 e 180 pg/ml), bem como a maior cottegéo isolada do
extrato de prépolis (180 pg/ml), quando comparado cantrole
(14,9%). Em especial, 0 aumento do nimero de c&kraprocesso de
necrose, em relacao ao controle, torna-se evidgraiedo a propolis foi
administrada junto com o inibidor de ERK1/2 (U0l2@yoteina
envolvida na cascata da proliferacdo celular, exidg@do um possivel
efeito aditivo decorrente da respectiva associd@®P0% e 33,5%).
Além disso, a observacdo desses valores percertfieaisxtrato de
prépolis combinado com o U0126, com base na relpeficentual de
células necréticas sobre as apoptoéticas, em esgeciancentracdo de

180 pg/ml de extrato de prépolis, refor¢ca o argumerima e sugere
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uma acao pré-necrdtica executada pelo extrato dgolds outonal na
linhagem HUVEC. A partir dos dados expostos na [Babe pode-se
observar que os tratamentos apenas com o0 extratqrdigolis

promoveram valores mais elevados de morte por secouando
comparado aos percentuais de células apoptétieh$atd ndo ocorreu
com a administracdo isolada de VEGF (10,9%) e nampouco, com
U0126 (13,2%).

A andlise dos resultados do ensaio de morte cgholameio de
citometria de fluxo, indicam uma tendéncia que artenaelular
verificada ocorra ndo essencialmente por via detape, mas estaria
ainda sendo suplantada pelos eventos de mortearcel&b-apoptética
(principalmente necréticos). Portanto, ambos osntege deletérios
seriam responsaveis pela diminuicdo de célulasswviapopulacédo de
HUVEC nos grupos tratado e ndo-tratado em estudorelacao

apoptose/necrose pode ser melhor visualizada nfcGra
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Gréfico 7 - Numeros absolutos de células viaveis
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As células apoptéticas foram marcadas com anexif#dTC (conjugada a um

fluoréforo) e as células necroéticas foram marcatas IP. A barra azul corresponde
ao numero de células viaveis totais no final doeerpento. A barra vermelha
corresponde ao numero de células que apés recebamnexina V-FITC nao

sofreram apoptose. A barra verde corresponde acenalhle células que apos
receberem IP ndo sofreram necrose. A analise filoetro foi realizada a partir de
umpoolde células.

4.6 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS NA
ATIVIDADE DA MMP-9

O préximo passo foi identificar se o extrato deppis outonal
exerce efeito na atividade de MMPs, devido ao feserem enzimas
envolvidas na degradacdo da lamina basal na etajgéal i da
angiogénese. Os ensaios de zimografia mostrarana duIP que foi
expressa no gel de poliacrilamida foi a MMP-9. Berdo com o dado

apresentado no Grafico 8, ndo houve diferencaistta entre os
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tratamentos com 24 h de exposicao ao extrato gmlsdutonal (100,
150 e 200 pg/ml) na intensidade de MMP-9 nas HUVECs

Gréfico 8 - Acdo da propolis outonal na atividadeMiMP-9
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O % da intensidade de MMP-9 das culturas expostax@ato de propolis outonal
foram comparados ao controle. ANOVA (de uma via) e&idenciou diferencas
significativas.

4.7 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
OUTONAL NA ATIVIDADE DA PKC E COX

O préximo ensaio realizado foi para responder aguinge
guestionamento: O extrato de propolis outonal exestia acao
antiangiogénica através das vias de sinalizacdohemdo a PKC e a
COX? Para responder a essa nova pergunta, engdimenais de
proliferacdo celular foram executados utilizandol@203X (5 uM,
inibidor da PKC), PDBu (100 nM, ativador da PKChdometacina (1
mM, inibidor n&o-seletivo COX) de forma isolada oam

coadministracdo com o extrato de prépolis outonal.
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Conforme se observa no Gréfico 9, todos os trattoeésolados
bem como todas as coadministracbes mostraram riifese
significativas em relagdo ao controle (p < 0,0@)tratamento com
extrato de préopolis de forma isolada (200 pg/nihteve uma queda na
proliferacdo celular de 78% em relagcdo ao grupotrolen Ao
administrar o inibidor, GF109203X (5 uM) e o atieadPDBu (100
nM) da PKC nas culturas obteve-se uma queda négpagido de 60% e
37%, respectivamente, em comparacdo ao grupo tmntoinibidor
nao seletivo de COX mostrou uma queda de 82% ddaséha cultura
guando comparado ao controle, evidenciando a si@ iagitoria na
atividade proliferativa da HUVEC. Em contrapartida, VEGF
promoveu uma elevacao do nimero de células darawdim torno de
54,4% de atividade proliferativa.

Nos tratamentos com coadministragfes com o exdajrdpolis
na concentracdo de 200 pg/ml, pode-se notar umaqoadatividade
proliferativa geral em todos os tratamentos. O®real de reducdo
foram: 89,7%; 96%, 94,7% e 94,7% nos pocos coadtrigios com
VEGF, GF109203X, PDBu e indometacina, respectivaeneksses
dados sugerem que o extrato de propolis promoveinifyigdo na acao
da PKC durante a fase proliferativa da angiogéones&inda, que uma
reacdo de ambos 0s compostos associados (Prop@l3Bu) possa
estar propiciando um antagonismo farmacolégico direino o efeito
anti-proliferativo. Além de sugerir, ainda, uma @gélitiva da inibicdo
na acdo da COX1/2 (Propolis + Indometacina) e wwarsao no efeito
proliferativo do VEGF nas células (Prépolis + VE@R 0,001).
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Gréfico 9 - Acdo da propolis na sinalizacao de RKCOX
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A proliferagdo celular foi avaliada por meio de m@em manual. HUVECs foram
incubadas com VEGF (50 ng/ml), extrato de prop@i0 pg/ml), GF109203X (5
p1M), PDBuU (100 nM) e indometacina (1mM) isoladacoem associacéo. As células
incubadas apenas com meio de cultura foram usada® @rupo controle.
Experimentos foram realizados em triplicata. Bareggesentam a média tEPM. *p
< 0,001 comparado ao controle.

4.8 EFEITO DA QUERCETINA NA PROLIFERAGAO DE HUVEC

Contudo, os dados anteriores fizeram surgir um novo
guestionamento: O efeito antiangiogénico da prépedita relacionado
aos niveis elevados do composto quercetina idemdifis na sua
composicdo? Para responder a essa pergunta, nosmoe de
proliferacdo celular foram executados utilizandoeseomposto puro
quercetina (40 uM).

Conforme os dados apresentados no Gréfico 10,v@rees que

0 tratamento com quercetina produziu uma dimiruig&pressiva de



122

80% de células na cultura, similar ao efeito pradtuzom o tratamento
apenas com extrato de propolis (p < 0,001). Pagodatio, a associacao
de propolis e quercetina diferiu estatisticamennte efeito promovido
pelo extrato de prépolis e da quercetina isoladogjual foi possivel
observar uma queda na proliferacdo de 95% (p <).0B$se dado
evidencia a elevada inibicAo no momento em quesekss Ultimos s&o
administrados em associac¢éo, sugerindo que a guerpessa vir a ser
0 composto da propolis pelo qual o mecanismo aetldgoroliferacéo é
modulado no intuito de diminuir a mitose de célu@axloteliais e,

consequentemente, a angiogénese.

Grafico 10 - Acdo da quercetina na proliferacadite/EC
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A proliferacdo celular foi avaliada por meio de e@em manual. HUVECs foram
incubadas com extrato de prépolis (200 pg/ml) ecpima (40 pM) isolada ou e
em associagdo. As células incubadas apenas com deetultura foram usadas
como grupo controle. Experimentos foram realizados triplicata. Barras
representam a média tEPM. * p < 0,001 e ** p S0ddmparado ao controle.
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4.9 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
OUTONAL NA VASCULOGENESEIN VIVO

O ensaio da MVA de embrides @allus domesticusom 4 dias
de incubacéo, foi um ensaio vivo usado inicialmente para determinar
se 0 extrato de prépolis outonal exibiria atividadévascular em vasos
primordiais. Desta forma, apdés 2 dias de implamtagé disco de
metilcelulose (E4), o grupo controle (apenas saud@ metilcelulose
sem extrato) exibiu fisiologicamente o desenvolvitbede vasos
vitelinicos primarios (Figura 26 A). Ele desenvalvema média de 26

vasos vitelinicos no limite do disco implantado.

Figura 26 - Fotomicrografias do ensaio de vasculegé
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(A) Controle (apenas metilcelulose); (B) 450 mgdiegpropolis. Barra de escala: 50
um. Flechas apontam para os vasos sanguineos.sivglogisualizar a borda do
disco em grande aumento (20X).

Os grupos tratados com concentragdes crescentestrddo de
prépolis (50, 150 e 450 mg/kg; um disco por embridostraram uma
diminuicdo, de forma dose-dependente, da ordem8dE/® 44,6% e

66,5%, respectivamente, no nimero de vasos ao deddisco. Esses
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resultados demonstram um efeito anti-vasculogéiien) como efeito
antiangiogénico da proépolis administrada, neste elaodle estudo
(Grafico 11, Figura 26).

Gréfico 11 - Efeito do extrato hidroalcodlico daopolis na
vasculogénesia vivo
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Efeito inibitorio da prépolis outonal sobre a fogéia de vasos primordiais da MVA
de embrides (E4). Resultados sé@o expressos coroenpeal de redu¢do no numero
de microvasos ao redor do disco comparado ao nudeerasos do controle. Cada
barra representa a média +EPM de sete embridgs< 8,05 e ** p < 0,001 & p<

0, 0001.

4.10 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
OUTONAL NA ANGIOGENESEIN VIVO

Para confirmar a atividade antiangiogénica exerp&la prépolis

em estudo nos vasos embrionarios iniciais (E2 — ©#)em seguida
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realizado o ensaio da MCA o qual é amplamente usaghm modelan
vivo para o estudo da angiogénese em embrides tardios EB).

Como ilustrado no Grafico 12, os grupos tratadosn co
concentracdes crescentes de prépolis (50, 150 endfkg) sofreram
inibicdo de forma dose-dependente em 31,8 %; 53¢6982,3%,
respectivamente, na formacdo desses vasos, cordpssanao grupo
controle, o qual desenvolveu uma média de 15,2svasdoalantdicos
ao redor do limite do disco. Além disso, 0 grupe gecebeu tratamento
de 450 mg/kg foi observado um bloqueio elevado nmucgsso de
angiogénese na MCA (Gréfico 12, Figura 27).

Grafico 12 - Acdo da propolis na angiogénieséavo
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Resultados sdo expressos como percentual de redagdmero de microvasos ao
redor do disco contendo prépolis comparado ao nuirder vasos presentes nos
grupos controles. Cada barra representa a médidM+fP sete embrides. * p <

0,001 e **p < 0,0001.
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Figura 27 - Fotomicrografias do ensaio de angioggne

Efeito inibitrio da propolis outonal na vasculagao da MCA de um embriéo de 8
dias. (A) Controle (apenas metilcelulose); (B) bisontendo 50 mg/kg; (C) Disco
contendo 150 mg/kg; (D) Disco contendo 450 mg/kgrr® de escala: 50um.
Magnificancia 20X.
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5 DISCUSSAO

A presente investigagdo consistiu em estudar a dgaextrato
hidroalcodlico de prépolis, coletada no outono egi&o da serra
catarinense (2010), na formacdo de vasos sanguiRebgncontrado
que o0 extrato outonal promoveu atividade inibitoriaa
vasculogénese/angiogénéseivo. Essa inibicdo foi confirmada vitro
nos mecanismos celulares de proliferacdo, migragibulogénese de
HUVEC.

De acordo com Newman e Cragg (2007), cerca de 43% d
farmacos disponiveis atualmente foram desenvohddpartir de fontes
naturais. S8o0 muitos os compostos isolados desvatip produtos
naturais que possuem efeitos na formacéo de vasgsiseos (REDDY
et al., 2003; AHN et al., 2007; DIAS et al., 2008QPES et al., 2009;
KUNIMASA et al., 2010; PRATHEEHSKUMAR et al., 201ZHANG
et al., 2013). Nesse cenario, a propolis surge aomm biomassa muito
promissora a ser estudada, uma vez que o0s prodatosais vém
recuperando espago e importancia na industria f@ut@a atuando
como fonte inspiradora de novos padrBes moleculdriestivos
(VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Primeiramente, foi analisado a viabilidade de e&lula linhagem
HUVEC expostas a concentracdes crescentes de trés asngestionais
distintas de prépolis (primavera, outono e inve®d2 - 3.200 pug/ml)
pelo método de citotoxicidade do MTT.

No que concerne a amostra de propolis outonal, reslo

significativos de citotoxicidade foram obtidos soneeacima de 100 e
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200 pg/ml em 72 e 24 h de exposicao, respectivam@d tratamentos
em 24 h de exposicdo com concentracdes acima de L2000l
diminuiram o ndmero de células viaveis em torn@%si (p < 0,0001).
No entanto, quando o periodo de exposicdo da cékssa mesma
concentracdo foi aumentado para 72 h, a perda abiligade celular
atingiu 87% das células em cultura, evidenciandiongortancia do
efeito do tempo de exposicdo da substancia. Padiibeitares de
resposta foram obtidos entre as amostras de psopoletadas nos
periodos de primavera e de inverno. Contudo, agacammos a Cég
das trés amostras, foi a amostra de outono queeobtenenor valor,
sendo 297 pg/ml para 24 h e 130 pg/ml para 72 éxgesicdo. Essa
concentracdo representa a citotoxicidade do extnatessaria para
matar 50% de células na cultura @C Fato interessante é que a
amostra outonal foi a que apresentou as menoreceivacdes de
flavondides e acidos fendlicos dos trés extratoprdpolis catarinense
testados (Tabela 1). Em virtude disso, temos o omealor de CG
com essa amostra. Cabe lembrar que a citotoxicidagima atividade
biolégica muito comum entre amostras de propolislistersas regides
do territorio brasileiro (FERNANDES-SILVA et al.023). Com base
nos resultados de Ggsupracitados, fica demonstrado a atividade
citotoxica do extrato de propolis outonal sende g concentragfes
entre 100 - 200 pg/ml foram as selecionadas padeirsis ensaios
vitro.

A partir da evidéncia de que o extrato de propalitonal entre
100 e 200 pg/ml promove mudancas na viabilidaddWMECs, a etapa

seguinte consistiu em avaliar o efeito do extrabo nmecanismo de
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proliferacdo celular. Para isso foram testadosat@m®s entre 100 e 180
pg/ml em 72 h de exposicdo. Com 180 pug/ml de extrairoalcodlico
de propolis ocorreu uma diminuicdo de aproximadaendéi®% do
numero de HUVEC em proliferacdo, conforme verificgutlo nimero
de células imunorreativas ao BrdU. Também quandwoirastrada em
associacdo com o VEGF exdgeno (50 ng/ml), o exttatpropolis sob
estudo (150 — 180 pg/ml, p < 0,001) reverteu atef@este fator pro-
angiogénico nas células endoteliais, que inclui aligente a
permeabilidade, a proliferacéo, a migracéo e aestl@ncia das células,
induzindo angiogénese (MAHARAJ; D’AMORE, 2007).

Uma vez que é conhecida a acdo do composto AINE,
indometacina, na atividade proliferativa de célulandoteliais
(PEARCE et al., 2003), ele foi utilizado nas HUVECsnM) como um
controle positivo dessa atividade. A inibicdo caaspelo extrato de
préopolis (180 pg/ml) foi similar ao nivel de ingBib da proliferacédo
celular promovida pela indometacina (Grafico 4).

De acordo com lzuta et al., (2009) o extrato etaade prépolis
chinesa vermelha suprimiu a proliferacdo de HUVBQuzida por
VEGF com 3 pg/ml. Além disso, os autores utilizareambém a
riboxistaurina, um inibidor de PK@-0 qual também mostrou supresséo
da proliferacdo. Contudo, Chikaraishi et al., (90Xfostraram a
ocorréncia de uma reducdo na proliferacdo celutenas com as
concentracdes de 30 e 100 pg/ml de extrato aquegwdpolis verde
brasileira.

E importante destacar o fato de que os valores egagps nos

tratamentos do presente estudo contrastam clarameatn os



130

encontrados na literatura no que diz respeito ao des HUVECs e
exposicdo a prépolis. Porém, valores similares @dzados nesse
estudo sdo encontrados quando se estuda o efeijpwddalis outras
linhagens celulares, como é o caso de Motomurhk, €2808) no qual a
atividade proliferativa de células leucémicas huamsar{U937) foi
suprimida apenas com concentracfes acima de 16f de/extrato de
prépolis. Da mesma forma, quando Dota et al. (20d@stigaram a
acdo do extrato etandlico de prépolis @andida albicans as
concentracOes efetivas para a inibicdo das levedaoram igualmente
elevadas, sendo em torno de 550,3 e 1.100,63 pgdmb, sugere-se
que as diferentes concentracoes utilizadas nosdedeestudos devem-
se ndo somente as diferentes células e microorgasistilizados, mas
também as diferentes concentracbes de extratos mgolis
administrados e incluindo-se ainda os respectivedos de extracao.

E importante comentar que os resultados do presesitedo
mostram que o VEGF, um indutor especifico de cmescio vascular,
nao exerceu nenhum efeito protetor no que se rafagdo do extrato de
prépolis in vitro. Contudo, esse é um efeito ndo esperado,
principalmente no organismo vivo, uma que ele tefurgdo de ser
"protetor celular" para injurias em geral. Nestéuds, esse efeito
protetivo ndo foi visualizado em nenhum ensaios p@in todas as
cavidades onde as células foram co-administradas extrato de
prépolis outonal e VEGF, observou-se um efeito nesre do efeito
proliferativo deste fator de crescimento nas HUVEC.

Por conseguinte, para determinar se os efeitostGrids da

prépolis outonal evidenciados sobre a proliferag@iular seriam
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também encontrados no mecanismo de migracéo,dbzado o ensaio
de formacdo de cicatrizwbund-healing assay Em todas as
concentragdes (100 - 180 ug/ml), o extrato de pi®ddoqueou a
migragdo unidirecional de HUVEC em comparacdo é&urailcontrole,
sendo mais expressiva estatisticamente essa dgaowebm 180 pg/ml
de extrato. Efeito inibitério similar sobre a migda foi visualizado com
0 tratamento com o inibidor ndo-seletivo de COXdometacina (1
mM), administrada sobre as células endoteliais (8001). De fato,
estudos prévios demonstraram que a angiogénesenilidila pela
indometacina e por inibidores da COX-2 (AMANO et, a002)

sugerindo que a isoforma COX-2 regula a ativac&o células
endoteliais pelo aumento da producdo de VEGF (WARGBOIS,

2004).

Nossos resultados séo corroborados pelo estuddidlar@ishi et
al., (2010) que mostrou, utilizando extrato aqudsopropolis verde
brasileira, reducdo na migracdo celular com o rtratdo empregando
concentracdes de 10, 30 e 100 pg/ml. Da mesma fest@#o de acordo
com os resultados de Daleprane et al., (2012)emetera uma reducao
de 68% na migracao de células endoteliais promgwigtal0 mg/L de
fracdo polifendlica de extrato de prépolis vermelAadicionalmente,
lzuta et al., (2009) obtiveram uma reducdo do nanee células
migradas, induzidas pelo VEGF, embora com 3 pg/mledtrato
etandlico de prépolis chinesa vermelha.

Uma vez que o extrato de prépolis outonal cataseem estudo

evidencia acdes anti-migratérias, pode-se sugetie @le atue
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diretamente na regulagdo do citoesqueleto celular HUVEC
estimulando esse mecanismo.

O préximo ensaio foi realizado com o objetivo dealav a
atividade da prépolis outonal sobre a capacidadecélmlas endoteliais
em formar estruturas semelhantes a tubos (tubutsg®nPara isso,
realizou-se o ensaio de formacéo de tubos em M#tridpurante a
tubulogénese normal, as células endoteliais praliie migram e se
unem umas as outras para entdo tornar-se alongddasar uma rede.
Nas culturas tratadas com 150 e 200 pg/ml de extulat propolis
ocorreu a inibicdo do processo de tubulogénese dielmuicdo da
frequéncia de surgimento de estruturas com aspkxtmicrotubos no
substrato de Matrig8l(Fig. 24 B). Os resultados obtidos no presente
estudo estdo de acordo com os dados encontradditenadura em
abordagens similares. Por exemplo, Kunimasa €R8l09) estudaram o
extrato etandlico de prépolis brasileira, relatamtdstanciais efeitos
inibitérios na angiogénese vitro. O comprimento e a largura dos tubos
sofreram reducdo de forma dose-dependente sengm/2 a maior
concentracao efetiva utilizada no estudo. Em oestado prévio, Ohta
et al., (2008), com uma amostra de propolis adtmicomercialmente
(Sigma), inibiu a tubulogénese pelas HUVECs de #orgose-
dependente, tendo ocorrido ligeira reducdo no cionemto dos tubos e
uma inibicdo completa do alongamento destes cofm 450 pg/ml,
respectivamente. Os autores comentam, ainda, e ieicdo foi
acompanhada por uma fragmentacao parcial de cé&aldsteliais, um
indicativo de inducdo de morte celular. Em contriga na

investigacdo realizada por Ahn et al., (2007), winaéo etandlico de
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prépolis brasileira (3,13 e 12,5 pg/ml) também oauseducdo na
largura de tubos. Entretanto, na concentracdo degh@ll, esse extrato
também inibiu totalmente o alongamento dos tubosHH&/EC.
Chikaraishi et al. (2010) , ao estudar o extratooaq de propolis na
concentracdo de 30 pg/ml, encontrou supressao ldogénese de
HUVEC estimulada por VEGF.

A Figura 28 resume os dados obtidos até o0 momentgue se
refere & acdo do extrato hidroalcodlico de propaolis etapas de

formacgédo de vasos sanguineos.

Figura 28 - Efeitos da prépolis na célula endadtelia
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Efeitos encontrados com o extrato de prépolis sticde em HUVEC. As atividades
proliferativa, migratéria e tubulogénica foram iidiés com o tratamento com 100 -
200 pg/ml de prépolis. Além disso, o VEGF estimudomigragdo e a proliferacéao
de forma significativa. Efeito oposto ocorreu coedministracdo de um inibidor de
COX1/2 (indometacina) na migracéo e proliferacée HAVECs. A ativagdo e

inibicdo da atividade sdo representadas pelos #&bg------- ) e )
respectivamente.
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Os mecanismos inibitérios obtidos com o extratadaftodlico
de propolis sobre a proliferacdo celular endotelt@m como na
migracdo e na tubulogénese necessitam ainda daregsdos para um
melhor entendimento da sua acdo nas células foramde vasos. Uma
vez que existe um crescente interesse em compggEpossam vir a
ser utilizados no desenvolvimento de farmacos pateatamento de
distdrbios envolvendo processos de formacdo desvasmguineos
(doencas angiogénicas) como, por exemplo, em akguroadicdes
inflamatdrias e tumorais (CRISTOFANILLI et al.,, Z)0GOODWIN,
2007; AFZAL et al., 2007; ELLIS; HICKLIN, 2008; MORA et al.,
2009). Como demonstrado pelos ensaios realizadb anhomento,
nesse microambiente endotelial a prépolis exercévidatie
antiangiogénica, provavelmente, através da modoladé vias de
sinalizac&o que ainda precisam ser elucidadas.

Pesquisadores no campo de investigacdo da anggmyéne
(KUNIMASA et al., 2009; CHIKARAISHI et al., 2010)&ém buscando
identificar os mecanismos moleculares que norteiam efeito
antiangiogénico da prépolis. Nesse contexto, conpbjetivo de
esclarecer um possivel mecanismo de acdo do extetpropolis
outonal, o proximo ensaio empregou um inibidor (GF203X) e um
ativador (PDBu) da PKC. Sabe-se que a PKC é umimearchave na
transducdo de sinal sobre a membrana celular endacdo do
crescimento celular (IGURA et al., 2001). Essekidures e ativadores
foram testados em experimentos de proliferacadacghelo método do
BrdU, de forma isolada ou em coadministracdo corextrato de

prépolis (200 pg/ml). Os resultados exibiram umanidiicdo da
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atividade proliferativa de 96% e 94,7% com a exgausiao inibidor e
ativador da PKC, respectivamente, quando ambo®aggentes foram
administrados conjuntamente com 200 pg/ml de extdat propolis
(Gréfico 9). Dias et al. (2008a), ao utilizar o RDBLO pM/disco) na
MVA, demonstrou diminuicdo de 44% do percentual vdsos em
comparacdo ao controle. Nesse estudo, aquelesesutambém
coadministraram PDBu e GF109203X encontrando unmgindicdo
significativa de 10,5% de vasos vitelinicos. Evitléa apontam para
uma diminuicdo da expresséo da PKC induzida ppBuPtambém no
ensaio da MCA. Uma vez que a permeabilidade na M&écionada
com a sinalizacdo do VEGF (WU et al., 1999), DeFauweFouw
(2001), diferenciaram propriedades de barreira dodo&lio
angiogénico, ao utilizar o PDBu na MCA de embride&. domesticus
de 5 dias de incubagédo (E5), caracterizando o datcque a PKC
contribui em parte na hiperpermeabilidade endadtelia

Conforme o exposto, pode-se sugerir uma acao énidbitdo
extrato de propolis outonal na atividade enzimatiaa PKC no
mecanismo de proliferagdo (Figura 29). Apesar dis§o ha nenhum
estudo na literatura que relacione a propolis conmilsicdo dessa
proteina no referido mecanismo. Entretanto, a ¢éibida ativacdo da
PKC pela guercetina, um flavonéide também encoatexd amostras
de prépolis (inclusive na amostra sob estudo) tamjaé&oi evidenciada
em outros trabalhos (IGURA et al.,, 2001; KEMPURAJak, 2005;
ROMERO et al., 2009; PRATHEEHSKUMAR et al., 2012).

Pelo fato de ter sido previamente empregada comaamtrole

positivo (Gréfico 4 e 5), a indometacina foi novateeutilizada agora
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em coadministracdo com o extrato de propolis (2§n Gréfico 9).
De forma isolada ou coadministrada, a indometagmamoveu
expressiva reducdo da atividade proliferativa (8286 94,7%,
respectivamente), sugerindo um efeito bloqueador pépolis
juntamente com o inibidor ndo-seletivo da COX. @&f a mesma
atividade da indometacina sobre a COX foi previdmetemonstrada
por Wang e DuBois (2004), os quais sugerem um neoanpelo qual
a isoforma COX-2 regula a ativacdo de células etidat Gwitch
angiogénico) pelo aumento da produgderegulacéo) de VEGF. Além
disso, Dias et al., (2008a) haviam mostrado a éooia de regressao
vascular (morte endotelial) na MVA de embrido dinpa sob acéo de
indometacina (500 pM/embrido). Neste contexto,nébam digno de
nota que Rossi et al. (2002) demonstraram, em tud@sealizado com
tecido pulmonar de rato, que o extrato etandlicopdpolis (Italia)
inibiu, de forma dose-dependente, a atividade da&.CDa mesma
forma, em um estudo realizado por Mirzoeva e Cq[ti@#®6), o extrato
etandlico de prépolis suprimiu a geracdo dos paxida COX (inibicdo
da enzima) em modelin vitro de macréfagos peritoneais de rato
durante a inflamac¢do agud@a vivo. De acordo com o0s autores, isso
indica a presenca de inibidores da COX na prépolisa vez que esse
efeito da propolis pode ser devido ao grande nurderdlavonoides
encontrados no extrato, os quais tém sido assac@dubicdo da COX-
2, com vérios graus de inibicdo dependendo da statwa e
polaridade. De acordo ainda com os autores, o rildide quercetina
(3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona), em altas con@giies, bloqueia a via

da COX diminuindo a producédo de prostaglandinaTais evidéncias
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conferem suporte para os achados do presente estladionados a
atividade inibitéria do extrato de prépolis outgnal demonstram a
importancia da utilizacdo da indometacina nestastigacdo. Com base
em nossos resultados, é possivel sugerir que at@sob estudo exerce
acdo aditiva na inibicdo da atividade enzimatic&@x1/2 promovida
pela indometacina (Figura 29).

Figura 29 - Esquema da ag&o da propolis na sigalizvda HUVEC
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Vias de sinalizacdo endotelial relacionadas aogosfenibitérios do extrato de prépolis
outonal na agdo antiangiogénica do mecanismo eratifo mediado pela PKC e COX. A
ligacédo do VEGF em seu receptor (VEGFR2) ativa graade nimero de vias de sinalizagao.
A ativagdo de PLC promove a hidrolise de fiBra IR e DAG levando a liberagéo dea
ativacdo de PKC. Vias de transducgdo de sinal masipor PKC e COX-2 podem levar a
inimeras respostas biologicas como proliferagdo ugo® mecanismos. (AA) Acido
aracdonico; (PC) Fosfatidilcolina; (PGs) Protaglaasd; (PGE_) Prostaglandina fnd E.
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A quercetina é um flavonoide encontrado em varioseatos
como cebola, macd, brécolis, alcaparras, salsa, untre outros. Os
flavondides s&o substancias polifendlicas que s@cordradas na
maioria das plantas utilizadas como alimento e ymss efeitos
antivirais, antimicrobianos, antialérgico, antittmitico, antimutagénico
e antineoplasico em diferentes tipos celulares emalelos animais e
humanos (PRATHEEHSKUMAR et al., 2012). A quercetasa em
destaque entre os flavondides encontrados na amdestpropolis sob
estudo. E o flavondide mais comum na natureza, oomerosas
atividades bioldgicas descritas, incluindo efeitogtiinflamatorios e
antioxidantes (NIJVELDT et al., 2001; AHN et al0d®).

E importante comentar que uma variedade de comgosto
fendlicos, incluindo flavonéides e acidos fendliedésm de derivados do
acido caféico, sdo geralmente encontrados em miiims de prépolis.
Por outro lado, outras substancias séo especfiam@sum determinado
tipo de propolis, como éster feniletilico do acidafeico (CAPE),
comumente presente na propolis europeia e a ameep{C, um
biomarcador exclusivo conhecido da prépolis vendsikeira (HORI et
al., 2013). Contudo, ambas as substancias ndo ftoeatizadas no
extrato de prépolis outonal em estudo, até o momnent

A partir dos achados ilustrados na Tabela 2, pacoee a
qguercetina surge como um composto importante nadesac
antiangiogénicas. Devido a esses achados, a prépengunta da
pesquisa foi se 0 composto puro quercetina, unofiidide encontrando
em grande quantidade na amostra sob estudo (144g/84), exerceria

efeitos similares aos do extrato de prépolis s@weHUVECs? Para
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responder a esse novo questionamento, novos erdaipsoliferacdo
celular foram executados. Os dados mostraram ggeeecetina (40
KM) promoveu substancial diminuicdo da atividadelifgrativa de

forma isolada ou mesmo coadministrada com o exttatpropolis. Os
resultados do presente estudo concordam com o0s dedlstentes na
literatura quanto a inibicdo do processo prolifecapela administracao
do flavondide quercetina sobre a linhagem HUVEChtGdo, vale

destacar que os outros compostos identificadosréwolis outonal, o
qual também podem ser compostos bioativos, podéan e®strando
acles sinérgicas juntamente com a quercetina ganaecao do efeito
antiproliferativo evidenciado no presente estudo.

Ahn et al. (2009) mostraram que a quercetina iaipeoliferacdo
de HUVECs em 36%, bem como inibe fortemente a ag@rese de
forma dose-dependente. Da mesma forma, Tan &X08I3) relatam que
a quercetina promove inibicdo em diversas etapasardpogénese
incluindo proliferacao, migracéo e tubulogéneselinbagens HDMEC
e HUVEC. De acordo com Kempuraj et al. (2005), argetina pode
estar atuando através da inibicdo da liberacdo aterek pro-
angiogénicos o qual envolve a inibicdo da PKC. ghatuang e Xu
(2004), ao utilizarem um ativador de PKC, obsenvanan antagonismo
da acdo inibitéria induzida pela quercetina, lewaras autores a
concluirem que a quercetina exerce efeitos modidat§obre a PKC.
Em outro estudo, o tratamento com quercetina (40 pdduziu a
fosforilagdo da Akt nas HUVECs, mantendo, contugoguantidade
total dessa proteina, inalterada (PRATHEESHKUMARakt 2012).

Além disso, Igura et al. (2001) mostraram que aragiima inibiu o
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crescimento (6-100 M) e a migracgéo (25-100 puMBAECs de forma
dose-dependente. Nesse mesmo estudo, a quercetinepncentracdes
acima de 100 pM, inibiu significativamente a tulgdépese.

A despeito das evidéncias consideradas no paragraoior, os
efeitos da quercetina na formacdo de vasos sargguingrecem ser
ainda alvos de discussédo. Por exemplo, o estudieale et al. (2007)
tem mostrado os efeitos pré-angiogénicos desteoritaide, o qual,
segundo aqueles autores, estaria suprarreguland®Gd em células
epiteliais de cdlon em modelo de inflamacéo. Dedoom o estudo,
ainda, as células epiteliais do célon estimuladas YEGF e tratadas
com quercetina, realizaram tubulogénese e a indelgdervada mostrou
ser dependente da ativacdo do HIF-1.

Embora os compostos ativos da prépolis ainda estejab
discussdo, um numero elevado de efeitos biol6gséws atribuidos a
componentes especificos (HORI et al., 2013). Deogreomponentes
especificos mais estudados da propolis estédo o @AdPartepilina C. A
partir dos resultados encontrados com a quercedinmssivel sugerir
gue este flavondide possa vir a ser util no dedeimvento de agentes
terapéuticos ou fatores nutricionais profilaticosncaplicacéo na terapia
de disturbios angiogénicos.

No inicio da angiogénese, moléculas presentes n#izma
extracelular, tais como as metaloproteinases, I3Zimas cruciais nesse
processo pelo fato de degradarem a membrana biakélizando os
eventos de migracdo, proliferacdo e tubulogéneSEAEHANIAN et
al., 2012). Desta forma, com base nos dados abtittbo momento na

presente investigacdo, o proximo passo foi avaliagdo do extrato de
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prépolis outonal sobre a atividade da MMP-9, a @sth envolvida nos
mecanismos relacionados a tubulogénese. Nossdadesumostraram
que essa MMP nao sofre influéncia da agcdo do exulat prépolis
outonal na sua atividade, uma vez que seus nig@daram alterados
(Grafico 8). No entanto, no estudo de Jin et a006) o CAPE, um
composto encontrado em amostras de propolis (I0pganl), mostrou
acao inibitéria sobre a MMP-9. E possivel considgree, uma vez que
a supressao de um efeito bioldégico pode resultaintdeacbes entre
compostos de matrizes complexas, como € o casadmlis, suas
atividades farmacolégicas podem decorrer do sisemientre seus
diversos compostos quimicos (KROL et al., 1993; MARCCI, 1996).
Uma hipotese relacionada a MMP-9, uma molécula itapte na etapa
inicial da angiogénese (degradacao da lamina basaia o fato de que
0 extrato em estudo pode ndo ser capaz de mochgerg&nese em uma
etapa tdo inicial do processo, devido ao fato deesmo ndo possui
teor de CAPE. Uma hip6tese importante é o fato we @ extrato de
prépolis outonal possa ter agBes importantes nadatie de outras
MMPs néo relacionadas ao processo angiogénico.

A Figura 30 resume as informaces referentes dizEgao da
PKC, COX e atividade de MMP-9 pela ac¢éo do exthativoalcodlico
de prépolis nas HUVECs.
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Figura 30 - Possiveis efeitos da prépolis na siagfio na célula
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Da esquerda para a direita, agbes sugeridas datexde propolis em enzimas
relacionadas a cascata angiogénica, com énfagelifanacéo de células endoteliais
(HUVEC). O inibidor ndo seletivo da COX1/2 (indomeiha), administrado

isoladamente tanto quanto em associacdo (chave) @omxtrato de propolis,

promoveu um bloqueio da atividade proliferativaHldVEC. Da mesma forma, a
quercetina isolada ou coadministrada (chave) coemtato promoveu diminuicdo
da proliferagdo de HUVEC. A prépolis coadministradeom o PDBu (chave)

reverteu o efeito estimulador da PKC exercido pebDBu isoladamente. Na
coadministragdo de propolis com GF109203X (chayekdominou o efeito

inibitério da PKC, o qual diminuiu a atividade pfefativa. Nenhum efeito foi

verificado na atividade da MMP-9. A ativacdo e igito da atividade sé&o
representadas pelos simbolos (------- B (espectivamente.

Desta forma, ao se verificar a diminuicdo do msran
proliferativo pela HUVEC com o uso do ativador d&CR surgiu uma
nova pergunta nesta pesquisa: a reducdo do nlreeFiUYEC pelo
extrato de propolis, nos ensaios realizados atéomento, € devido

especificamente a atividade antiproliferativa demdie da inibicdo da
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PKC ou também pela ocorréncia de eventos de meiltdac? Para
responder a essa questdo, € importante determinigooode morte
celular que ocorre quando as células sao expoststi@to sob estudo.

De acordo com os dados de citometria de fluxo aptados na
Tabela 5 e Gréfico 7, os valores mais elevados aléencelular foram
de 33,5% de células necréticas e de 22% de cdaplagtoticas, ao se
combinar extrato de prépolis e o inibidor de ERKII20126); os
percentuais de 16,5% e 23% de células em apoptosecemse,
respectivamente, foram obtidos com 180 pg/ml deatexide prépolis.
Portanto, ndo foi possivel observar valores exjuassle morte celular,
sugerindo que a diminuicao de células vivas nalpggo de HUVECs
Nos grupos expostos ao extrato pode ser devidana&ior parte, a acdo
inibitéria da PKC do que em relacdo aos eventostards de morte
celular.

De acordo com o estudo realizado por Orsolic e28104), foi
mostrado um leve aumento (0,56%) no percentuathidas apoptéticas
de carcinoma mamario ap6s 3 horas de incubacao6gddeo apos 15
horas de incubacao com um extrato de propolisu®l). Nos mesmos
periodos de tempos de tratamento, os autores albgemtambém um
aumento significativo no nivel de células em nemro®s autores
sugeriram que a baixa inducdo do efeito apopt&miore as células
pode ser resultado da complexidade do extrato, eja, ® grande
numero de componentes que ele apresenta podeda ger efeito
antagbnico. Em outro estudo de Scifo et al. (2004gsveratrol, bem
como o extrato etanodlico de prépolis, causaramosece apoptose em

células humanas de cancer de prostata, respectiteamd-ato
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interessante € que 0s autores observaram que a@&ntma
concentracdo de resveratrol nas culturas (200 uM)comportamento
diferente desta molécula foi observado, pois o tipomorte celular
induzida parece ter mudado da apoptose para aseedon um outro
estudo, realizado por Lee et al. (2013), foi dervad® que um novo
derivado da quercetina - quercetina-3-O-(galoil)-a-ramino-
piranosideo - inibe a ativagao das vias de sigiia ERK e Nk} em
queratindcitos humanos.

E bem conhecido na literatura que elevados nieRagionoides
e compostos fendlicos totais j& mostraram exeezabém uma potente
atividade antioxidante (AHN et al., 2009). De faadprmacéo de vasos
sanguineos, foco do presente estudo, é um process® 0 estresse
oxidativo pode ocorrer em alguma extensao, prifhcipate em doencas
angiogénicas (ex.: cancer e retinopatia diabétitajeducdo do dano
celular por espécies reativas de oxigénio (ERGspghio de compostos
guimicos eliminadores, i.e., compostos fendlicose@nhecida como
sendo de grande importancia terapéutica (DONG et 2007).
Entretanto, para Ahn et al. (2009), o papel de ER®sangiogénese
necessita ser criteriosamente avaliado.

Evidéncias sugerem que compostos fendlicos podear gior
meio de outros mecanismos além da capacidade w@latid®, como a
modulagdo da atividade de enzimas telomerase, idjpopase, COX,
entre outras, assim como por interagcbes com respte vias de
transducdo de sinais, regulacdo do ciclo celularree outros
mecanismos essenciais para a manutencdo da hosseodtzs
organismos vivos (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).
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De acordo com Norrby (2006), quando se propde as@m@cao
de um determinado composto na angiogénese, deventismar
metodologias tambéin vivo de forma a confirmar as respostas obtidas
nos ensaiosn vitro. Portanto, em decorréncia disso e também com o
presente panorama de dados obtidos nesse estugegamam-se 0s
ensaios das membranas vitelinica e corioalantéeaembrides de
Gallus domesticus

O ensaio da MVA foi realizado para determinar sextrato
hidroalcodlico de prépolis influenciaria a formag®vasos sanguineos
primordiais (vasos primarios). Em seguida foi walo o ensaio da
MCA para determinar se a propolis influenciariamarfacdo de vasos a
partir de vasos sanguineos pré-existentes. Vanifssoque a prépolis
(450 mg/kg por embrido ou 0,0189 mg por disco)iinitte um modo
estatisticamente significativo a formacéo dessastasas no ensaio da
MVA, de 4 dias e no ensaio da MCA, de 8 dias. Edadss corroboram
os resultados dos ensaingitro descritos anteriormente nesse estudo.

Song et al. (2002) demonstraram com 0 extrato Btande
prépolis (5 pug/ovo), a presenca de zonas avassulameMCA. Para
Tsuchiya et al. (2013) o extrato etandlico de pliépde Okinawa
(Japdo) mostrou significativa atividade antiangiogg& no ensaio da
MCA com 25 pg/ovo. No estudo realizado por Tanle(2003), foi
verificado com 0 mesmo ensaio, importante supresad@scularizacao
da MCA promovida por quercetina (50 ou 100 nmqliid®vo).
Naquele estudo, apenas as concentracdes abaixdb demal ndo
mostraram efeito inibitério na MCA. Uma vez quevasos sanguineos

encontram-se envolvidos por outros tecidos conjasti extra-
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embrionarios, foi necessario utilizar concentrac@ks extrato de
prépolis relativamente elevadas nos ensaia®v/o.

Por outro lado, em relacdo a ambos os mod&hossivo,
diferentemente do ensaio da MCA o qual é talvendetoin vivo mais
usado para o estudo da angiogénese (VU et al.,; 98BIG et al.,
2002), o ensaio da MVA realizado no presente estudon método
viavel para diferenciar microvasos recém-formadesjueles vasos
vitelinicos primarios ja presentes no segundo didekenvolvimento do
embrido. Vale lembrar que a remodelagem subseqdanexe vascular
recém-formada da origem a uma microvasculatura roejsnizada
(FOLKMAN, 1971). Além disso, no segundo dia de vatabrionaria,
préximo do local em que se encontra o embrido,aairéda presenca de
ilhotas sanguineas, evidenciando a ocorréncia docepso de
vasculogénese. No presente estudo foi possivel nata diminuicéo
significativa na densidade vascular na MVA, desdeada por doses
eficazes de propolis, indicando, portanto, que nenhovo microvaso
estava presente. Esses daitiogivo conferem suporte aos resultados
vitro.

Em ambos os microambientes - placa de cultura eoane
embrionarios - um efeito modulatério na populacdce d
células/microvasos foi constatado. Ressalta-seajnd o embri&o é um
sistema vivo e em desenvolvimento, no qual ha sep@ de diversos
fatores reguladores como interleucinas, fatores alescimento,
citocinas, que poderiam estar atuando na prevemgd@ compensagao

do efeito antiangiogénico do extrato de propolipegar disso, como
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demonstrado neste estudo, efeitos inibidores nmapiio de vasos
foram evidenciados.
A Figura 31 apresenta um resumo esquematico des todo

resultadosn vitro ein vivogue compdem a presente tese.

Figura 31 - Resumo esquemaético da tese
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Resumo dos dados encontrados a partir dos ensaipgserente tese. Da esquerda
para a direita, acBes sugeridas do extrato de lwépm enzimas relacionadas a
cascata angiogénica, com énfase na proliferac@eldéas endoteliais (HUVEC). O
inibidor ndo seletivo da COX1/2 (indometacina), adstrado tanto isoladamente
guanto em associacdo (chave) com extrato de pspgwbmoveu um blogueio da
atividade proliferativa de HUVEC. Da mesma formagquaercetina isolada ou
coadministrada (chave) com o extrato promoveu digdo da proliferacdo de
HUVEC. A prépolis coadministrada com o PDBu (chaveyerteu o efeito
estimulador da PKC exercido pelo PDBu isoladameNte.coadministracdo de
prépolis com GF109203X (chave), predominou o ef@itbitério da PKC, o qual
diminuiu a atividade proliferativa. Nenhum efeitoi fverificado na atividade da
MMP-9. O extrato de propolis promoveu reducéo dddaide dos mecanismos de
proliferacdo, migracdo e tubulogénese. Além de tenaéncia a uma agéo pro-
necroética principalmente quando combinada com a agéitéria da ERK1/2. O
extrato de prépolis diminuiu a vasculogénese egingénese de embrides Gallus
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domesticugfotografias) A ativacdo e inibicdo da atividade sédo represestpe#s
simbolos  (------- »>) e |), respectivamente. A flecha contendo dois tragos
perpendiculares (-----/ /------ >) representa agidireta.

A pesquisa com prépolis é ainda um campo emergeose
estudos de produtos naturais. Muito trabalho rastar feito sobre os
tipos de propolis, seus constituintes e suas atidad bioldgicas e isso
continuara a fornecer novas substancias naturadsgpaomposi¢cdo de
novos farmacos (SALATINO et al., 2011). E bastartehecido que
determinados compostos da propolis como A&cidos li¢esod
flavondides, esterdides e terpenos exercem relevaigitos biologicos
alterando o comportamento celular (SILVA et al.0Z0MARTOS et
al., 2008; DALEPRANE et al., 2012).

O flavondide quercetina e os acidos fendlicos ifleatios no
extrato de prépolis sob estudo (4cido galico, agdatocatecuico e
acido clorogénico) podem estar atuando sinergiceampara o efeito
antagbnico sobre a atividade da PKC e COX, levandoninuicdo do
mecanismo proliferativo, migratério e tubulogénicgem contudo
influenciar na atividade da MMP-9. Portanto, sugerejue a atividade
antiangiogénica do extrato hidroalcodlico de prigpolutonal seja o
resultado de atividades sinérgicas dos compostestiiidados na
composi¢cdo do extrato, em maior ou menor quantjdaale, de acordo
com Hori et al. (2013), os produtos naturais podpnesentar um efeito
sinérgico resultante da combinag&o de seus congd3tacordo com
os dados do presente estudo, é possivel sugegfaito promissor com
0 uso do extrato completo e ndo somente do comsmdtmlo, uma vez
que Marcucci (1996) relata que observou-se um gisr@o entre 0s

muitos constituintes da prépolis quando no estusleatias fracdes de
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um extrato etandlico de propolis. Nesse estudohumea fracéo

separada inibiu o crescimento 8taphylococcus aureuQuando todas

as fragbes foram reunidas, recuperou-se a atividaidé do extrato

etandlico de prépolis. De acordo com Marcucci ()966ses resultados
indicam que o potencial antibacteriano da prépof® é devido a

presenca de uma substancia em particular, magamet®utle uma acédo
complexa de varios compostos.

De fato, a sub-regulacdaddwnregulatioh dos mecanismos
desencadeadores da cascata angiogénica, presentenancondicéo
patoldgica ou fisiologica, constitui um dos parédoea ser alcancados
nos tratamentos clinicos. Modulacdes na sinalizacallar que
resultem em alteracBes de mecanismos endotel@i®) sobrevivéncia
e proliferacdo, sdo possiveis metas dos processaEtiticos. Para que
0 extrato de prépolis outonal exerca essas acOadulattbras nas
HUVECSs durante a proliferacdo, a migracdo e alagémesan vitro,
bem como na atividade anti-vasculo/angiogémmic&ivo, € necessario
que ele module a via que sinaliza esses mecanigmboiicdo da PKC,
uma proteina envolvida na via de sinalizagdo déifgracéo celular,
pode ser o principal fator desencadeador dessastesgbem como o
blogueio de enzimas envolvidas em processos inftaina, como a
COX-2, podem contribuir para a sub-regulacdo nesiseoambiente.
Contudo, eventos indutores de morte celular nderdeser descartados
deste contexto. Além disso um conjunto de outratepras envolvidas
na sinalizacéo de sobrevivéncia, proliferacéo erag@p podem estar
sofrendo um bloqueio similar. Dentre elas podemmgesr a MAPK,

ERK, Akt e PIK3, além de diversos fatores de cmsoto como o
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FGFb, o TGRH3 e citocinas. Dentre todas as possiveis interdeldas
enzimas em estudo, por exemplo a PKC, é possiggrisugue esta
poderia estar regulando outras vias, influenciamdgrpressao de VEGF,
ou a atividade de outras enzimas nas HUVECs, tam& COX.

O conhecimento a respeito da qualidade e efeimgdicos de
um extrato a ser estudado é primordial antes d&inds ensaios mais
avancados da investigacdo, como € o caso dos sndai@os. Para
isso, é necesséria uma gama de dados com baseserredposta para
que ele possa vir a ser no futuro utilizado naptutica de doengas
angioproliferativas. As modificacdes da respostddigica obtida pelo
extrato podem aumentar potencialmente as terapiagencionais de
diversas patologias. A combinagdo de uma determiriathpia com
compostos antiangiogénicos pode ser eficaz nafenagido celular
endotelial descontrolada.

De acordo com a primeira hipotese do presente @stiail
proposto que o extrato hidroalcodlico de propolaigria alterar a
funcdo da célula endotelial através da regulac&® plocessos que
controlam o crescimento vascular. Esta hipGtese pad confirmada
nos resultados dos primeiros ensdiovitro. Nestes foi demonstrado
gue a propolis promoveu diminuicdo na atividadeliferativa, bem
como no comportamento migratorio e na formacgdo skeuteras
semelhantes a capilares (tubulogénese). Além disses dados foram
confirmados com ensaids vivo de formacdo de vasos sanguineos nas
membranas extra-embriondrias.

A segunda hipotese do trabalho foi baseada no risacarde

sinalizagcéo pelo qual a prépolis poderia estarcexeto a sua atividade
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moduladora. Hipotetizou-se que ela influenciaria atvidade de
determinadas proteinas envolvidas nas vias de gémggse. Nos ensaios
in vitro complementares foi possivel constatar essa modulaga
atividade da PKC, bem como um efeito aditivo daagtde propolis
outonal associado com indometacina na acdo da CIaX.efeito
modulatdrio ndo se verificou sobre a atividade dARvD.

A quercetina emerge neste estudo como um compuogtariante
nos efeitos anti-vasculo/angiogénicos da admimgg&trade propolis.
Uma vez que o efeito antiproliferativo da queraetisoladamente foi
observado na mesma intensidade que o apresentémlcexieato de
prépolis. Esses resultados sugerem que a préopuitada no sul do
Brasil (exibindo altos niveis de flavonodides e asidendlicos) é capaz
de inibir determinadas funcfes endoteliais em maisim processo de
formacgédo vascular. Estas acdes da prépolis supathipétese de que
sua constituicdo quimicamente complexa pode seingtrumento no
qual aspectos modulatérios do crescimento de neasss sanguineos
sédo comprometidos. Desta forma ela pode ser umanfenta util para a
terapia de doencas cronicas nas quais a angiogéumsteatada contribui
a para a sua génese.

Por fim, quanto a originalidade da presente teslge tembrar que
o tipo de prépolis escolhida para esta investigdépémduzida na regido
do planalto catarinense) nao possuia nenhum daddopna literatura
cientifica com relacdo ao seu perfil fitoquimicoespecialmente, em
relac@o as atividades biolégicas relacionadas igéigese. A partir do
corpo de evidéncias deste estudo, foi possiveldgiicdo de dados de

composi¢do quimica e a¢bes antiangiogénicas (MENHGEHet al.,
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2013). Quanto a contribuicdo para a area de esfadeyidenciado o
fato de que o extrato hidroalcodlico de propolitooal catarinense
promove efeitos anti-vasculo/angiogénicos ao madularoliferacéo, a
migracdo e formacdo de vasos sanguineos, modutestaadecorrente

da inibicdo de proteinas envolvidas na cascatéidgao angiogénica.
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6 CONCLUSOES

1)

2)

3)

O presente estudo possibilitou enumerar as seguotelusdes:

Os compostos majoritarios identificados naagtde propolis
investigado, coletado no outono em Sao JoaquimZBTO],
séo o flavondide quercetina e os acidos fendligosto galico,

acido protocatecuico e &cido clorogénico e seugrasst

derivados como o 4&cido isoclorogénico A e o 4&cido

isoclorogénico C. Quantidades menores (< 1,8 pgimkiicido
p-cumarico, acido siringico, acido vanilico, acaddeico, acido
ferulico e rutina foram também detectados.

O extrato hidroalcodlico de prépolis reduzigngficativamente
a viabilidade das células da linhagem HUVEC (2&2¢ehY. O
intervalo de concentracdo efetiva do extrato faerbado entre
100 e 200 pg/ml sendo a amostra outonal a seletagpara os
experimentosin vitro, em razdo do menor valor de s£I
apresentado.

O extrato hidroalcodlico de prépolis outonaimiduiu
substancialmente a atividade proliferativa da HUVEGEmM
disso, o0 extrato de propolis reverteu o efeito ifmativo do

VEGF nessas células.

4) O extrato de propolis inibiu a migracdo unidiomal de

HUVEC. Nivel similar de inibicdo ocorreu quandotividade
da enzima pré-inflamatéria COX1/2 foi bloqueada apel

indometacina. Este inibidor de migracéo celular,ionportante
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mecanismo de angiogénese, evidencia a efetividadeuato
nesse ensaio.

5) O tratamento com o extrato hidroalcodlico dépplis também
inibiu fortemente a atividade tubulogénica de HUVEC

6) Eventos de morte celular em HUVEC foram obs#wgaapos a
administracdo do extrato, revelando uma tendéneigéa proé-
necroética. O efeito do extrato isoladamente, fimhentado com
a associacao ao inibidor da ERK1/2 (U0126).

7) O extrato de prépolis inibiu a atividade sipatiora da PKC uma
vez que diminuiu os eventos de proliferacdo celuldém
disso, o extrato causou efeito aditivo na inibigésencadeada
pela indometacina sobre a COX contribuindo, dessad, para
a reducao da atividade proliferativa.

8) A exposicdo ao extrato de propolis ndo altexcatividade da
MMP-9 sugerindo que essa enzima nao sofre modulegfis
constituintes quimicos da amostra de propolis estad

9) A quercetina administrada isoladamente tant@ngu em
associacdo com o extrato de propolis, diminuiu ieidade
proliferativa de HUVEC.

10) O extrato de propolis foi efetivo na reducé@oveaculogénese
na MVA de embrides deG. domesticus nas idades
embrionarias de E2-E4 dias.

11) O extrato de prépolis foi efetivo na reducédcadgiogénese na

MCA de embrides dé&. domesticusnas idades embrionarias
de E6-ES8 dias.
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Considerados no todo, os achados do presente estudo
demonstram que o0 extrato hidroalcodlico de prépatdistonal
catarinense inibiu a formagdo de vasos sanguin#os vivo
(vasculogénese e angiogénese). Ainda, conferem rteupa esses
achados os efeitos inibitérios promovidos pela pliémos mecanismos
de proliferacéo, migracéo e tubulogénieseitro.

O conjunto de resultados apresentados nesta tpeeseata as
primeiras evidéncias na literatura da inibicdo #&Rpelo extrato de
prépolis outonal coletado no planalto catarine264.Q), a qual pode ser
uma estratégia terapéutica para o controle da frffmmaascular em
condi¢cdes patolégicas. Acredita-se que esse pradhitoal beneficiado
com uma composicdo agora quimicamente caracterizadatitua um
componente a ser utilizado na terapéutica da aégesp excessiva.
Constitui, ainda, um candidato para outros estddomacolégicos e
futuros estudos clinicos, na busca de uma ter#giiva e segura para o

controle de distlrbios angiogénicos.



156

7 PERSPECTIVAS

Esta tese fornece indmeros subsidios para a cataoe dos
estudos com énfase em atividades biol6gicas compmiis catarinense,

entre os quais podemos destacar:

- Estudos com énfase na angiogénese patolégiGaéatdo uso de
modelosin vivo, a exemplo do modelo do saco aéreo subcutaneo no
dorso de camundongos infiltrado com células tursot@m como
através de ensai@s vitro utilizando linhagens tumorais.

- Aprofundamento da investigagdo sobre as vias teidade
relacionadas & angiogénese fisiolégica complemdataom evidéncias

da angiogénese patoldgica.
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