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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da prépolis vermelha e da L-lisina na angiogénese e no crescimento
tumoral em novo modelo de bolsa jugal de hamster inoculada com células de tumor de Walker 256.
Meétodos: O estudo consistiu em dois experimentos com quatro grupos cada (total: 57 hamsters).
No experimento 1, os animais foram inoculados com células de tumor de Walker, tendo em seguida
administradas as substancias teste (prépolis vermelha 200mg/5mL/kg ou L-lisina 150mg/kg)
ou controle (goma arabica 5mL/kg ou 4gua 5mL/kg) por 10 dias. Os animais do experimento 2
receberam propolis vermelha, L-lisina, goma arabica ou agua nas mesmas doses, por 33 dias
antes do indculo das células de tumor de Walker, seguido por 10 dias de tratamento com as
mesmas substancias. Baseado em imagens em plano dnico, foram quantificados a angiogénese
(area vascular média), em termos percentuais, e a area (mm?) e o perimetro (mm) do tumor.
Resultados: Comparada aos animais que receberam agua, a area vascular média, expressa em
percentagem, foi significativamente menor nos animais tratados com prépolis (p<0,05) e com
L-lisina (p<0,001). Conclusao: Tanto a prépolis vermelha quanto a L-lisina inibiram a angiogénese
no novo modelo de bolsa jugal de hamsters, quando administradas apds a inoculagéo do tumor.

Descritores: Neovascularizagéo fisiologica; Prépole; Lisina; Carcinoma 256 de Walker; Cricetinae

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of red propolis and L-lysine on angiogenesis and tumor growth in
a new model of hamster cheek pouch inoculated with Walker 256 tumor cells. Methods: The study
consisted of two experiments with four groups each (total: 57 hamsters). In the experiment 1, the
animals were inoculated with Walker tumor cells, followed by administration of test substances
(red propolis 200mg/5mL/kg or L-lysine 150mg/kg) or control substances (gum arabic 5mL/kg or
water 5mL/kg) for 10 days. The animals in the experiment 2 received red propolis, L-lysine, gum
arabic or water at the same doses, for 33 days prior to inoculation of Walker tumor cells, followed
by 10 days of treatment with the same substances. Based on single-plane images, angiogenesis
was quantified (mean vascular area), in percentage, and tumor area (mm?) and perimeter (mm).
Results: In the experiment 1, compared to animals receiving water, the mean vascular area
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expressed in percentage was significantly smaller in animal treated
with propolis (p<0.05) and L-lysine (p<0.001). Conclusion: Both red
propolis and L-lysine inhibited tumor angiogenesis in the new hamster
cheek pouch model when administered after tumor inoculation.

Keywords: Neovascularization, physiologic; Propolis; Lysine; Carcinoma
256, Walker; Cricetinae

INTRODUCAO

A angiogénese (ou neovascularizacao) ¢ a formagao de
novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes.!). Em
1970, Folkman abriu perspectivas para a terapia do can-
cer, ao sugerir que o crescimento tumoral estava rela-
cionado a neovascularizacao e dela dependia. A subse-
quente descoberta dos primeiros inibidores end6genos
da angiogénese confirmou sua hipdtese e deu origem a
uma busca frenética por novos modelos para o estudo
da angiogé€nese e por compostos antiangiogé€nicos entre
as moléculas sabidamente presentes em produtos deri-
vados da biodiversidade. Paralelamente, a industria far-
maceéutica desenvolveu varios inibidores da angiogénese,
beneficiando milhares de pacientes. No entanto, devido
a complexidade do cancer, do crescimento tumoral e da
angiogénese, muitas drogas comercialmente disponiveis
sao eficazes apenas contra certos tipos de tumor.®

A propolis vermelha brasileira, uma substincia
resinosa e insolivel em 4gua, produzida a partir da
mistura de saliva de abelhas (Apis mellifera) e do ex-
sudato de certas plantas, principalmente de Dalbergia
ecastaphyllum (L.) Taub.,® tem forte atividade antioxi-
dante, e tem sido investigada e proposta como um
inibidor da angiogénese.*> A L-lisina ¢ um aminoacido
essencial que se mostrou capaz de promover a car-
cinogénese® e estimular a angiogénese em cancer de
bexiga induzido.?”

Em varios modelos de implante tumoral, utilizam-se
células do tumor de Walker.®) A bolsa jugal de hamster
(Mesocricetus auratus)®'¥ ¢ um tecido adequado para um
novo modelo, tendo em vista que a membrana facilita a
visualizagido de vasos. O modelo de implante em bolsa
jugal de hamster descrito na literatura valia-se da ino-
culacao de fragmentos tumorais, € nao de células.”” Em
nosso modelo experimental, um nimero padronizado de
células tumorais foram inoculadas no intuito de promo-
ver maior consisténcia no crescimento tumoral entre os
individuos, obtendo-se resultados mais confiaveis.

Virios estudos avaliaram a atividade imunomodu-
ladora da propolis. Dornelas et al.,® observaram inibi-
cao da carcinogénese em animais submetidos a 30 dias
de tratamento com propolis, antes da aplicacio do car-
cinégeno. O papel do sistema imune no desenvolvimen-
to da neoplasia estd bem documentado, e sabe-se que o
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perfil imunolégico individual determina o progndstico
de pacientes com cancer. Assim, 0S compostos imuno-
moduladores podem ser tteis no tratamento do cancer.
A ativacao de complemento, linfocitos e macréfagos foi
observada em muitos estudos, sugerindo que isso faz
parte do mecanismo pelo qual a prépolis induz a apop-
tose em células tumorais.*"® Dessa forma, incluimos
um experimento com 33 dias de tratamento com propo-
lis antes do indculo tumoral (experimento 2).

OBJETIVO

Avaliar o efeito da prdpolis vermelha e da L-lisina na
angiogénese e no crescimento tumoral em um novo mo-
delo de bolsa jugal de hamster inoculada com células de
tumor de Walker 256.

METODOS

Protocolo de estudo

O protocolo de estudo seguiu as diretrizes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio e foi
aprovado (protocolo 89/2015) pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA). O experimento envolveu 57
hamsters (Mesocricetus auratus) fémeas, com 120 dias de
idade. Os animais foram alojados em caixas de polipro-
pileno, a 25°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas, com
acesso a alimento e dgua ad libitum. Seis animais foram
excluidos, resultando em amostra final de 51 animais.
A figura 1 mostra o desenho experimental.

Grupo - n (n excluido) 33 dias
1-6(0) | :
N-11() | I
lil- 6 (0) [ |
V-6(0) | . i
e 33dias 10 dias 12 11
V-7(0)] |

VI-7(1)
VIIL-7 (0) -

Periodo de aclimatagao
3 Propolis vermelha 200mg/5mL/kg
=3 L-lisina 150mg/kg
3 Goma arébica 1% 5ml/kg
[ Agua 5ml/kg
E= Propolis vermelha 200mg/5mL/kg
B2 L-lisina 150mg/kg
B3 Goma arébica 1% 5ml/kg
=3 Agua 5mL/kg
Administracao intragéstrica, dose (nica diaria (Grupos I-VIII)
{ Inéculo de células tumorais
n - nimero inicial de animais

Figura 1. Desenho do estudo. Experimento 1 incluiu Grupos I-IV e experimento 2,
Grupos V-VIII
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Preparacao e administracao de medicamentos
O monocloridrato  de L-lisina (CH,,N,O,-HCI,
CAS#657-27-2, FAGRON, China) foi diluido em 4gua
destilada e administrado por gavagem oral, na dose de
150mg/kg.©®n

A propolis vermelha in natura foi adquirida de for-
necedor idoneo, em Barra de Santo Antonio (Alagoas,
Brasil), e submetida a extracao em etanol 95%, a tem-
peratura ambiente. Depois da evaporacao do etanol, o
extrato resultante foi armazenado a 4°C e, posterior-
mente, diluido em goma aréabica a 1%,1¥ a aproximada-
mente 60°C, sendo administrado por gavagem oral na
dose de 200mg/SmL/kg.

A goma arabica (CAS#9000-01-5, Dinamica Quimica
Contemporanea LTDA.) foi diluida em agua destilada
a 1% e administrada por gavagem oral na dose de SmL/kg.

Células do tumor de Walker 256 e inéculo em

bolsa jugal de hamster

As células tumorais foram fornecidas pelo Laboratério
Nacional de Oncologia Experimental. Apds anestesia
com administracdo intraperitoneal de cloridrato de ce-
tamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg), a bolsa jugal
esquerda foi evertida e lavada com solucéo fisioldgica.
Uma solucdo de 0,ImL de Ringer com lactato e genta-
micina (na proporc¢ao de 50:1), contendo 1,2x10° célu-
las do tumor de Walker, foi injetada no subepitélio, com
agulha hipodérmica e seringa de insulina. Para evitar
contato com vasos linfaticos, o indculo foi aplicado no
centro da bolsa jugal, a uma distancia segura das fibras
do musculo retrator (Figura 2).

Figura 2. Indculo de células de tumor de Walker. (A) Bolsa jugal de hamster
evertida. (B) Indculo de células de tumor de Walker em bolsa jugal de hamster

Quantificacao da angiogénese e tamanho do tumor
O tumor foi fotogratado no 11° dia apds o inoculo tumo-
ral. Para isso, apds a anestesia, a bolsa jugal foi evertida
e ressecada na base, cauterizando-se os vasos sanguine-
0s, para evitar a drenagem dos vasos que alimentavam
o tumor. A amostra foi, entao, fixada em placa de Petri
sobre fundo branco. Foram tiradas micrografias pano-
ramicas (4x, 6x, 10x) e por quadrante (16x) usando-se
camera de video analdgica (Hitachi VCC-151, Japio),
acoplada a um microscépio estereoscopico (D.F.
Vasconcellos S.A., Sao Paulo, Brasil). As imagens digi-
tais foram armazenadas em um notebook com software
de captura de video (PixelView, Prolink Microsystem
Corp., Taiwan).

A angiogénese foi determinada quantificando-se
a area vascular média dos quadrantes (imagens 16x),
usando-se o Sistema de Quantificacao de Angiogénese
(SQAN)® (Figura 3). Os resultados foram expressos
em percentagem.

Figura 3. Carcinossarcoma de Walker implantado em bolsa de hamster. (A)
Visualizagdo panoramica (10x) do implante de carcinossarcoma de Walker em
bolsa jugal de hamster. (B a E) Visualizagéo por quadrante (16x) da 4rea vascular
no Sistema de Quantificagao de Angiogénese

Com base nas imagens panoramicas em plano dnico
(4x, 6x e 10x), foram determinadas a drea (mm?) e o perime-
tro (mm) do tumor, usando-se o sofiware ImageJ (Fiji).(©
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Coleta de orgaos

Os pulmoes, o figado e o baco foram excisados e pesados,
apOs eutandsia (11° dia) com overdose de anestésicos.
Os orgaos coletados foram examinados para verificar a
presenca de metéstases.

Andlise estatistica

A normalidade da distribuicao das varidveis quantita-
tivas foi verificada com o teste Kolmogorov-Smirnov.
Para estatistica descritiva, calculamos os valores médios
e desvios padrdo para todas as variaveis paramétricas.
Os grupos dos experimentos 1 (I a IV) e 2 (V a VIII)
foram comparados de forma pareada por meio de ana-
lise de variancia simples (ANOVA) associada ao teste
de comparacao mdltipla de Tukey. Todos os testes fo-
ram bicaudais, e o nivel de significancia estatistica foi
estabelecido em 5% (p<0,05). Todas as analises foram
realizadas com o software GraphPad Prism® versao 5.00.

RESULTADOS

Durante o experimento, seis animais foram excluidos
devido a inoculacido inadequada. Nenhuma metastase
foi observada nos 6rgaos coletados. Nenhum animal
morreu durante o periodo do estudo.

O aumento da variagdo do peso corpodreo foi sig-
nificativamente maior nos animais tratados com L-lisina
em relacdo aos animais que receberam agua (Gru-
po II 12,59%6,38% versus Grupo IV 4,03+2,44%;
p<0,005; Grupo VI 32,06%3,30% versus Grupo VIII
22,78+5,41%; p<0,005). Quanto aos 6rgaos coletados,
a unica diferenca significativa foi observada no figa-
do dos animais tratados com L-lisina em comparagao
com o dos animais que receberam agua (Grupo VI
7,11+0,92g versus Grupo VIII 5,22+1,00g; p<0,005).

No experimento 1, a propolis vermelha (Grupo I) e
a L-lisina (Grupo II) reduziram significativamente a
area vascular média. Os grupos do experimento 2 (V a
VIII) nao diferiram de forma significativa nesse aspecto
(Tabela 1).

Tabela 1. Area vascular média (%) dos grupos que receberam propolis, L-lisina,
goma ardbica e agua, por 10 dias apds o indculo tumoral (Grupos | a IV) e por 33
dias antes e 10 dias apds o indculo tumoral (Grupos V a VIII)

Area Grupo Il Valor
s Sl Gl Tooma G0l e
média (%) arabica (ANOVA)
Média+DP  22,61+0,6* 22,15+042" 2291+053 2347+029  0,0015
— GrupoV  Grupo VI Ll Grupo VI b
e Propolis L-lisina Lot Agua

média (%) arabica (ANOVA)
Média=DP  2258+048 2254+034  2305+055 22,83x045 10,1958

*p<0,05 ¢ ' p<0,001 indicam diferencas significativas em relacao ao Grupo IV (teste de Tukey). ANOVA: andlise de va-
riancia; DP: desvio padréo.
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Nao houve diferenca significativa na area (mm?)
e no perimetro (mm) do tumor entre 0s grupos expe-
rimentais (Grupos I, II, V e VI) e seus respectivos
Grupos Controle (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Area e perimetro tumorais dos grupos que receberam propolis, L-lisina,
goma arabica e agua por 10 dias apds o indculo tumoral

Tamanho I? £ pol_l (Zrlt'lp.o L G Grupo,III,I' Gri;lpo - Valor de p
do tumor Topolis -isind oma arabica Agua (ANOVA)
Média=DP Média=DP MédiaxDP Meédia=DP
Area, mm?  64,34=4246 145,18+168.49 120,59+11552 200,35+59,57 0,2156
Perimetro,  69,90£39,57 99,90+4396  82,12+4368 9754+2577 05180

mm

ANOVA: analise de variancia; DP: desvio padrao. Teste de Tukey.

Tabela 3. Area e perimetro tumorais dos grupos que receberam propolis, L-lisina,
goma arabica e dgua por 33 dias antes e 10 dias apds o indculo tumoral

Grupo VII

Tamanho g:zg:“‘; e.r-llli';?n‘a" Goma Grgzt:llllll Valor de p

dotumor 4 4ia+DP Média+DP  2Fabica  yiciiapp (ANOVA)
Média=DP

Area, mm?  134,25+112,83 80492534 8192:2628 73133463 02713

mme”o' 7175+30,03 55,62+12,05° 101,00417,92 6807+1502'  0,0035

*p<0.01 e " p<0.05 indicam diferencas significativas em relacao ao Grupo VIl (teste de Tukey). ANOVA: andlise de varian-
cia; DP: desvio padréo.

DISCUSSAO

O estudo da neovascularizagdo é importante em mui-
tos campos da patologia, especialmente na progressao
do cancer. Neste estudo, adaptamos um modelo expe-
rimental de bolsa jugal de hamster para o estudo da an-
giogénese induzida por tumor. Inicialmente, realizamos
um estudo piloto para determinar o nimero minimo de
células do tumor de Walker necessarias para haver cres-
cimento tumoral. Foram tomados cuidados para evitar
acidentes, como vazamento da suspensao de células tu-
morais e inoculagao na vizinhanca de fibras musculares,
e os animais com inocula¢ao inadequada (uma conse-
quéncia natural da curva de aprendizado) foram exclui-
dos da andlise. O indice de pega do tumor nos animais
restantes foi de 100%.

A cauterizacao elétrica dos vasos sanguineos para
impedir sua drenagem e o uso de um fundo branco para
a captura de imagens digitais por meio de um micros-
copio estereoscopico constituem um método novo para
a quantificacao da angiogénese na bolsa jugal de hams-
ter, mas, como o método exigia a resseccio do tecido
da bolsa jugal, a angiogénese nao pode ser monitorada
In vivo.

Os pesquisadores que utilizaram o modelo da bolsa
jugal de hamster para estudar a carcinogénese quimica
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e a neovascularizagio empregaram marcadores mole-
culares e cortes histoldgicos para quantificar a angio-
génese,'” mas nao utilizam imagens digitais capturadas
com microscopio estereoscopico de amostras monta-
das a fresco. O software SQAN foi desenvolvido para
quantificar a angiogénese em imagens digitais de teci-
dos adquiridos in vivo usando-se uma camera acoplada
a um microscopio estereoscopico. Considerado rapido
e pratico, o método foi usado com sucesso em modelo
de cornea de coelho.®™1? Esse método foi validado para
andlise morfométrica da rede vascular em modelos ex-
perimentais de cancer.!®

A variacao no peso corporeo foi significativamente
maior nos animais tratados com L-lisina (Grupos II e VI)
do que nos animais que receberam agua. Quanto aos
Orgaos coletados, a tnica diferenca significativa obser-
vada foi no figado do grupo da L-lisina (Grupo VI) em
comparac@o com o grupo da agua (Grupo VIII). O ga-
nho de massa corporea pela L-lisina € consistente com
os dados da literatura.('”

Uma comparacao da area vascular média, expres-
sa em percentagem, no experimento 1, mostra que a
angiogénese induzida pelo tumor somente foi inibida
significativamente nos animais tratados com propolis
(Grupo I) e L-lisina (Grupo II). Quando submetida ao
método de sequestro de radicais livres para verificar a
atividade antioxidante, a prépolis vermelha usada neste
estudo mostrou atividade antioxidante superior ao pa-
drao da vitamina C. Além disso, foram isolados do ex-
trato etandlico quatro isoflavanas, uma chalcona e um
triterpeno. As propriedades antioxidantes da propolis
vermelha estao relacionadas a capacidade das chalco-
nas e dos isoflavonoides de doar elétrons.®” O teor to-
tal de compostos fendlicos no extrato etandlico foi de
133,3+4,35mg GAE/g de amostra.?Y Os niveis de ati-
vidade antioxidante e compostos fendlicos observados
neste estudo sdo semelhantes aos de analises anterio-
res.®) Esses achados justificam o estudo do extrato de
propolis vermelha como potencial agente antiangioge-
nico. Essa agdo antioxidante pode atuar tanto dificul-
tando o desenvolvimento do tumor quanto inibindo a
angiogénese, uma vez que o estresse oxidativo esta por
tras da fisiopatologia do cancer.??

A propolis vermelha produz efeitos antioxidantes,
inibe a angiogénese por meio da modulacdo de fatores
angiogénicos e da inflamacao, e reduz os niveis do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e do fator
induzido por hipéxia (HIF)-10..**» Também esta exten-
samente documentada a relacdo entre a angiogénese, o
estresse oxidativo e a hipdxia tumoral.® A correlagao
entre os efeitos antiangiogénicos e antioxidantes da
propolis foi avaliada in vitro usando células endoteliais.
Nao foi surpresa constatar que 0s compostos mais an-
tiangiogénicos também foram os mais antioxidantes.®

Poucos estudos foram realizados sobre o efeito
da L-lisina na angiogénese. Em um estudo, a L-lisina
promoveu a angiogénese em cancer de bexiga induzi-
do quimicamente, quando administrada concomitante-
mente com o carcindgeno, levando os autores a levantar
a hipétese de que a angiogé€nese possa ter contribuido
para o tamanho e a agressividade do tumor.(”

E interessante notar que a 4rea vascular diminuiu
muito pouco nos animais que receberam propolis ver-
melha e L-lisina por 43 dias (pré + pds-inoculacdo de
células do tumor de Walker), no experimento 2, em
comparagao com os Grupos Controle que receberam
dgua. A angiogénese nao foi inibida como nos animais
tratados com propolis e L-lisina por 10 dias (experi-
mento 1). Esse achado nao € facil de explicar, mas dife-
rentes estudos encontraram efeitos citotdxicos ou cito-
protetores dependendo de as células serem neoplasicas
ou normais, e de o experimento ser in vitro ou in vivo.
Mesmo a atividade antioxidante e oxidante pode estar
relacionada a dose e ao tempo de administracido. Por
conseguinte, os efeitos antagdnicos podem ser explica-
dos pelos diferentes compostos presentes no produto
da prépolis, e também pelo estreito limiar entre a dose
terapéutica e a dose toxica.?’?

Resta ainda confirmar se a prépolis vermelha e a
L-lisina sao adjuvantes adequados a outros inibidores
da angiogénese. Até o momento, mesmo os inibidores
dos receptores da angiogénese sao ineficazes contra
muitos tipos de tumores, seja porque os receptores do
fator de crescimento tumoral diferem, ou porque a an-
giogénese ¢ dependente de outras vias além do VEGE
como no cancer de pulmao. Também ainda é preciso
determinar se a prépolis € eficaz em quadros nao neo-
plésicos, como a psoriase e a endometriose.*”

Nao foi observada nenhuma diferenca significativa na
area e nem no perimetro do tumor entre 0s grupos experi-
mentais e seus respectivos Grupos Controle. Contudo, as
mensuragoes em plano tnico somente refletem a superfi-
cie do tumor, nao levando em conta seu volume total.

A prépolis vermelha e seus compostos isolados mo-
dulam a progressdo da carcinogénese in vivo®” e sao
citotoxicos para linhagens de células tumorais in vitro.”
No entanto, um estudo com linhagens de células tumo-
rais revelou que diferentes concentracoes de propolis
vermelha estdo associadas a diferentes perfis de citoto-
xicidade.®”

A L-lisina, por sua vez, quando administrada con-
comitantemente com o carcindgeno, promoveu a carci-
nogénese no cancer de bexiga induzido quimicamente
e protegeu contra a genotoxicidade, em medula 6ssea e
em sangue periférico. Porém, os animais que receberam
somente L-lisina ndo desenvolveram cancer. Assim, em-
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bora a L-lisina tenha uma acao promotora (nao genoto-
xica) na carcinogénese da bexiga, ela nao é genotdxica
para os leucocitos da medula 6ssea ou do sangue peri-
férico nas doses testadas em animais.(©3)

Por outro lado, a L-lisina nao promoveu carcino-
génese em um modelo de cancer de bexiga em ratos
submetidos a ureterossigmoidostomia e vesicossigmoi-
dostomia.®>*» Entretanto, a L-lisina acelerou o desen-
volvimento de metaplasia transicional no epitélio intes-
tinal de ratos submetidos a cistoplastia.¥

CONCLUSAO

Tanto a prépolis vermelha quanto a L-lisina inibiram a
angiogénese no novo modelo de bolsa jugal de hamster
quando administradas apds o indculo do tumor.
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