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RESUMO

A propolis € um produto natural oriundo de substancias resinosas gomosas e
balsamicas, cujas propriedades bioldgicas variam a depender de sua origem, e 0s
tipos de extratos tém influencia sobre a sua composi¢cdo quimica. Objetivou-se
avaliar o potencial antineoplasico de uma formulacéo topica de propolis, em cadelas
com tumor venéreo transmissivel canino (TVTc), sendo esta avaliagdo realizada de
forma isolada e em associacdo ao quimioterapico sulfato de vincristina. Também
procedeu-se com a avaliacdo dos efeitos toxicos decorrentes da quimioterapia
nestes animais, e da influéncia da prépolis sobre esta toxicidade. A amostragem foi
composta por catorze cadelas, atendidas na rotina clinica do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), e distribuidas ao acaso em dois
grupos experimentais (prépolis e veiculo), sendo monitoradas em trés fases de
tratamento (pré-experimental; propolis / veiculo; vincristina + propolis / vincristina +
veiculo). Durante os tratamentos, os parametros de exame clinico, exame citoldgico,
exame hematologico, exames bioquimicos (ALT, AST, uréia e creatinina) e exame
ultrassonogréfico foram realizados semanalmente. Verificou-se que o modelo do
TVTc mostrou-se viadvel para a avaliagdo de terapias antineoplésicas in vivo. A
formulacéo tépica da prépolis apresentou efeito antineoplésico, de forma isolada e
em associacdo ao quimioterapico sulfato de vincristina, acarretando em diminuicéo
da celularidade de TVTc em exames citolégicos (p<0,1). O sulfato de vincristina
apresentou eficacia em 100% dos casos, porém foram evidenciados sinais de
toxicidade como diminuicdo na quantidade de leucdcitos totais, plaquetas e
hematdcrito. A associacdo do tratamento prépolis+vincristina foi eficiente em
minimizar a toxicidade sobre os leucécitos. Foram constatadas alteracfes nas
enzimas AST, ALT e ureia, e alteracbes ultrassonograficas compativeis com
hepatotoxicidade apds a administracdo do sulfato de vincristina. A associacdo com a
propolis ndo influenciou nestes parametros.

Palavras — chave: prépolis verde, TVTc, atividade antineoplasica
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1. INTRODUCAO

Devido a alta resisténcia as quimioterapias e prognostico ruim de algumas
neoplasias, a descoberta de novas estratégias terapéuticas representa um desafio
constante na medicina. Neste contexto, os produtos naturais tém sido amplamente
explorados, diante da perspectiva da descoberta de compostos que possuam
atividades terapéuticas e que desenvolvam menor toxicidade que as terapias
convencionais (VALENTE et al., 2011).

A propolis € um produto natural produzido pelas abelhas que apresenta
propriedades terapéuticas (MARCUCCI, 1995; SFORCIN; BANKOVA, 2011). Este
potencial terapéutico despertou o interesse cientifico e da industria farmacéutica
havendo, a partir de 1990, um aumento dos estudos relativos as questdes sobre sua
composicdo quimica e suas propriedades biolégicas. A identificacdo da composi¢édo
quimica da prépolis permitiu constatar a diversidade existente entre as amostras
oriundas de diferentes regides, assim como a melhor compreensao da relacdo entre
a presenca dos compostos e sua acdo terapéutica. Considerando-se s6 o Brasil,
foram classificadas 13 tipos de prépolis que possuem caracteristicas distintas quanto
aos seus aspectos fisicos e composicdo quimica, refletindo em suas atividades
biol6gicas (PARK, 2000; DAUGSCH et al., 2006; MARCUCCI, 2006).

Além das diferentes origens geograficas, estudos foram realizados com
diversos tipos de extratos e vias de administracdo, além do isolamento e
investigacdo de compostos especificos, sobretudo naqueles relacionados com sua
atividade antitumoral/antineoplasica (SFORCIN e BANKOVA, 2011).

O efeito antitumoral da propolis foi reportado em estudos que indicaram
sua atividade citototoxica sobre linhagens celulares tumorais in vitro, efeito
antiangiogénico in vivo e in vitro (KIMOTO et al., 1998; AWALE et al., 2008; LI et al.,
2008). Estudos também indicam que a prépolis exerce influencia sobre a resposta
imunoldgica do individuo, e que este pode ser um dos mecanismos de sua agao
antineoplasica (SFORCIN e BANKOVA, 2011).

Ainda que diversos estudos indiqguem a atividade da propolis como um
agente quimiopreventivo, outros indicam a auséncia desta atividade, ou até mesmo

efeito promotor da carcinogénese (KAWABE et al., 2000). Os resultados



controversos sobre o efeito antineoplasico da propolis refletem a complexidade de
sua composicao, e também séo influenciados pelo diferentes modelos experimentais
utilizados para avaliar estas atividades.

Neste sentido, serd apresentada uma revisao de literatura em que seréao
abordados os temas “propolis e tumor venéreo transmissivel canino (TVTc)’, o
primeiro por ser objeto deste estudo, e o segundo por se tratar do modelo
experimental proposto para a avaliacdo da atividade antineoplasica da prépolis, em

condi¢cBes naturalmente adquiridas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A propolis

A propolis é um produto natural oriundo de substancias resinosas gomosas
e balsamicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exudatos de plantas, nas
quais as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e polen para a elaboracao
do produto final (MARCUCCI, 1995; BRASIL, 2001).

Quanto as caracteristicas gerais, a propolis € um produto lipofilico; duro e
guebradico em temperatura ambiente, mas quando aquecido, se torna macio,
flexivel e pegajoso. Possui um odor caracteristico, e apresenta coloracdes distintas,
podendo variar de um marrom escuro a uma tonalidade esverdeada, ou um marrom
avermelhado. Tais variac6es decorrem da localizagdo geogréfica e fonte botanica
gue originou a propolis (MARCUCCI, 1996).

2.1.1. Origem botéanica

Em relacdo a origem boténica, as espécies vegetais visitadas pelas
abelhas contribuem como fontes potenciais de compostos bioativos, envolvidos na
producdo da prépolis. Para que seja identificada a origem botanica da propolis
podem ser utilizados métodos diretos, através da observacao da abelha coletando
na fonte vegetal, ou métodos indiretos, mediante a identificacdo de constituintes
guimicos e de estruturas ou fragmentos de tecidos vegetais, encontrados em partes
insoltveis da propolis (TEIXEIRA, et al., 2003).

Os vegetais apresentam metabolitos secundarios que auxiliam em sua
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie em seu meio, mas ndo estdo
necessariamente ligados a manutencdo da vida do organismo. Esses metabolitos
irdo servir como indicadores na identificacdo da origem botanica da proépolis
(TEIXEIRA et al., 2003). E o que ocorre com a Baccharis dracunculifolia que como
estratégia de defesa da planta, estimula a liberagdo de exudatos de compostos

fendlicos na época da floragdo. E as abelhas recolhem essa substancia resinosa
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repleta desses metabdlitos secundarios que possuem atividades biolégicas ja
conhecidas (BASTOS et al., 2011).

A partir dos estudos sobre a fonte botanica da propolis, foi possivel
associar as espécies vegetais predominantes em amostras de propolis de acordo
com a sua localizacdo geografica. Em paises de zonas temperadas, incluindo
Europa e América do Norte, a fonte botanica predominante nas amostras foram
brotos de arvores de alamo Populus spp., segundo Bankova et al. (2000); enquanto
em outro estudo a espécie Populus nigra L. foi identificada como a principal fonte de
coleta pelas abelhas, estando relacionada ao tipo de propolis poplar (POPOVA et al.,
2007).

Ja em paises tropicais, como o Brasil, a diversidade da flora é refletida nas
diferentes fontes botanicas visitadas pelas abelhas (TEIXEIRA et al., 2003).
Evidéncias fitoquimicas mostraram que a espécie Populus Alba foi identificada como
a principal fonte vegetal da propolis oriunda da regido Sul do Brasil, Argentina e
Uruguai (PARK et al., 2002).

A espécie Dalbergia ecastophyllum L. foi considerada como a fonte vegetal
predominante na regido Nordeste do Brasil, sendo reconhecida como a primeira
leguminosa a ser fonte da propolis (DAUGSCH, et al., 2006; SILVA, B., et al., 2007).
Na regido Sudeste do Brasil, a espécie vegetal Baccharis dracunculifolia € a principal
fonte vegetal para a producéo da prépolis, nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo
(ALENCAR et al., 2005).

Além das caracteristicas geograficas, 0s compostos quimicos presentes na
propolis podem variar a depender das diferentes partes dos vegetais que serao
coletados pela abelha (TEIXEIRA et al., 2003), e a depender da estacdo do ano,
sendo que na estacdo chuvosa as abelhas tendem a visitar arbustos e subarbustos,
enquanto no periodo seco extraem o néctar e resina dos vegetais lenhosos (NUNES
et al., 2009).

2.1.2. Composic¢ao quimica

Como consequéncia da diversidade das fontes botanicas da prépolis,

existe também grande diversidade em relacdo a sua composi¢cao quimica. De forma
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geral, esta possui 50-60% de balsamos e resinas, 30-40% de ceras, 5-10% de 6leos
essenciais, 5% de grdos de podlen (PARK et al, 2002), além de elementos
inorganicos como o cobre, manganés, ferro, célcio, aluminio, vanadio, silicio e
pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E (MARCUCCI, 1996).

Para identificacdo desses compostos € essencial a utilizacdo de técnicas
que analisam seu perfil quimico. Para tanto, pode ser empregada a técnica de
espectrofotometria de absorcdo na regido UV visivel; a cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE) (PARK et al., 1998); a cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) (MARCUCCI, 1996) e a cromatografia gasosa (CASTRO et
al., 2007). Podendo ser necessaria a utilizacéo de técnicas de extragdo combinadas
para a identificacdo da propolis (TEIXEIRA et al., 2003; NUNES et al., 2009).

Ha variacdo na composicdo da propolis, a depender da origem geografica.
Nas regides temperadas existe uma menor variagdo da composi¢cao quimica da
propolis, havendo um predominio de flavonodides, acompanhados por quantidades
menores de acidos fendlicos e seus ésteres (BANKOVA et al., 1998; BANKOVA et
al., 2002; SALOMAO et al., 2004; POPOVA et al., 2007).

Ja em paises de zona tropical, a variagdo na composi¢cdo da propolis é
maior. A exemplo, a propolis oriunda da regido Sul do Brasil apresentou uma
composi¢do quimica comum aos outros grupos brasileiros, contendo compostos
fendlicos (MARCUCCI et al.,, 2001), como os acidos aromaticos e flavondides.
Entretanto, um composto foi identificado (éster acido dimetil dialil caféico) como um
composto altamente alergénico, e € normalmente encontrado em prépolis de clima
temperado (PARK et al., 2002).

Ja na regido Nordeste do Brasil os compostos quimicos identificados na
prépolis vermelha foram os flavondides quercetina, as isoflavonas formononetina e
daidzeina, os acidos fendlicos e acido ferulico (CABRAL et al, 2009), e
isoflavonodides (SILVA B., et al., 2007), diferindo do padrdo comumente encontrado
em outros tipos de prépolis brasileiras (CABRAL et al., 2009).

A prépolis verde brasileira, oriunda da regido Sudeste do Brasil, é
constituida principalmente por compostos fenodlicos como acido ferudlico, acido
cumarico e o flavonol canferide. O acido 4-hidroxi-3,5-diprenil cindmico (artepillin C)
foi identificado como sendo um dos compostos majoritarios neste tipo de propolis
(BANKOVA et al., 1998). Os flavondides 5,7,4’- trimetoxiflavona, 5-hidroxi-7,4
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dimetoxiflavanona e 5-hidroxi-3,4',7-trimetoxiflavona também foram identificados
(ALENCAR et al., 2005; CASTRO et al., 2007), além da identificacdo de flavonoides
como: rutina, pinobanksin; quercetina; Kaempferol; apigenina; pinocembrina;
pinobanksin-3-acetato; Chrysina; galangina; Kaempferide e Tectochrysina
(MAROSTICA JUNIOR et al., 2008).

2.1.3. Classificacao e Tipificacéo

Como forma de facilitar a industrializacdo para o mercado nacional e
internacional, foram estabelecidos parametros para a tipificacdo da prépolis
brasileira, baseando-se na presenca de marcadores encontrados em propolis de
diferentes regides do pais, sendo estas tipificadas em 12 grupos (PARK, 2000;
MARCUCCI, 2006). Posteriormente a esta tipificagdo, identificou-se um 13° tipo,
denominada de propolis vermelha, que é encontrada no litoral da regido Nordeste
(DAUGSCH et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Os 12 grupos de prépolis identificadas no Brasil, segundo (PARK et al.,
2000) e o 13° grupo (DAUGSCH et al.,, 2006) foram classificadas a partir dos
parametros descritos abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo das propolis brasileiras em grupos.

Classificacdo das propolis brasileiras

Extrato etandlico de propolis

Grupos Cor Substancia solavel (%) Origem da
propolis
Grupo 1 (RS5) Amarelo 63,0 Regido Sul
Grupo 2 (RS1) | Castanho claro 57,5 Regido Sul
Grupo 3 (PR7) | Castanho escuro 65,0 Regido Sul
Grupo 4 (PR8) | Castanho claro 54,5 Regido Sul
Marrom .~

Grupo 5 (PR9) esverdeado 58,7 Regido Sul

Grupo 6 Marrom .~

(BA11) avermelhado 459 Regido Nordeste

Grupo 7 Marrom .~

(BA51) esverdeado 43,8 Regido Nordeste
Grupo 8 (PE5) | Castanho escuro 41,3 Regido Nordeste
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Grupo 9 (PE3) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 x
(CE3) Amarelo escuro 24,1 Regido Nordeste
Grupo 11 (PI1) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Grupo 12 Verde ou Marrom x
(SP12) esverdeado 61,0 Regido Sudeste
GrupoS;LS (AL Vermelha -- Regido Nordeste

2.1.4 Tipos de extratos

Diversos métodos de extracdo da propolis podem ser utilizados para a
obtencdo do produto para fins cientificos e/ou comerciais. Um estudo realizado por
Adelmman (2005) mostrou que o melhor método para a obtencdo de compostos
biologicamente ativos € o uso de solventes tendo como base o etanol puro,
aguecimento a 45° C, e reextracdo por mais 24 horas, na mesma temperatura.
Segundo este autor, os extratos alcodlicos apresentam maiores rendimentos de
sélidos totais, teores de flavondides e fendlicos totais e atividades biol6gicas
(antimicrobiana e antioxidante), quando comparados com 0s extratos aquosos e
hidroalcodlicos (etanol 25%, 50%, 75% v/v). Entretanto, esta informacao diverge
entre autores. Segundo Cunha et al. (2004), os maiores rendimentos de teor de
fendis totais e maior nimero de componentes foram obtidos a partir do uso de etanol
70% (v/v), como solvente da prépolis (CUNHA et al., 2004).

Realizou-se uma comparagcdo entre extratos oleosos e extratos
hidroalcodlicos a (30, 50, 70, 80, 95% v/v e etanol absoluto) da prépolis da regido do
Parana. Neste estudo, os teores de compostos fendlicos e flavondides da proépolis
foram maiores nos extratos alcodlicos do que no extrato oleoso. Em contrapartida, a
atividade biolégica de citotoxicidade do extrato oleoso se mostrou mais efetivo,
tendo um efeito antiproliferativo contra todas as linhagens de células tumorais
humanas testadas, quando comparada aos extratos alcodlicos (BURIOL et al.,
2009).
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2.1.5 Legislacao

Tendo em vista a variedade de parametros que podem influenciar na
composicdo quimica e atividade biolégica da propolis, a Legislacdo Agricola
Federal regulamentou padrdes para a fixagdo da identidade propolis,
estabelecendo os requerimentos minimos de qualidade para sua comercializacao
como também para o comércio dos seus extratos (BRASIL, 2001). Tais
requerimentos sao fundamentais para garantir a qualidade, eficacia e seguranca
do produto final (LUSTOSA et al., 2008).

Produtos comercializados que contém a Prépolis em sua composi¢ao e
que apresentam indicacdes terapéuticas, podem ser registrados como
medicamentos especificos, sendo classificados como opoterapicos (BRASIL,
2003).

Dentre os critérios, deve haver requisitos minimos de identidade e
qualidade validados para possibilitar o controle de qualidade, como as
caracteristicas sensoriais (aspecto, cor e odor), requisitos fisico-quimicos (perda
por dessecacdo, teor de cinzas totais, cinzas insoluveis em acido cloridrico,
densidade, viscosidade e pH; determinacédo do teor alcodlico (quando for o caso),
atividade antioxidante, marcadores (qualitativamente e quantitativamente), teor
de fendis totais, teor de flavondides, teor de compostos volateis e teor de ceras;
pesquisa e identificacdo de patdégenos, aditivos, metais pesados, residuo de
pesticidas, determinacdo de material estranho; informacdo sobre a espécie da
abelha e as espécies da flora presentes no local da colméia onde foi coletada a
prépolis (BRASIL, 2005).

Sera necessaria a comprovacdo de eficAcia e seguranca para
indicacdes terapéuticas que envolvam prépolis e extratos vegetais ativos, que
podera ser feita por Comprovacédo clinica (fase Ill) do efeito terapéutico e da
seguranca de uso da propolis utilizada no produto ou na associagdo. Ou essa
comprovacado deve ser apresentada por meio de literatura cientifica indexada em
bases de dados com estudos realizados com a propolis especifica (objeto do
produto) a ser registrado, sendo necessarios no minimo oito estudos, englobando
ensaios clinicos e de seguranca de uso do produto. Com excecéo dos produtos

de uso tépico que possuam indicacdes de uso como antiinflamatorio, antisséptico
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e cicatrizante, nos quais ndo serdo exigidos estudos de comprovacao de eficacia
(BRASIL, 2005).

2.1.6 Formas farmacéuticas

Diversas formas farmacéuticas da propolis estdo disponiveis no
mercado, dentre elas estdo os extratos orais, capsulas, enxaguatério bucal, po,
gel, entre outros. Tais formulacdes permitem formas diferenciadas de uso e de
absorcao do produto (LUSTOSA et al., 2008).

O extrato oral de prépolis geralmente é fornecido como um suplemento
nutricional, dessa forma, um estudo foi conduzido no Hospital e Maternidade
SOCIMED para o estabelecimento da dose in vivo a ser utilizada por humanos
adultos, que ingeriram uma formulacdo contendo extrato seco padronizado de
propolis de B. dracunculifolia, por via oral. No protocolo experimental,
participaram 20 voluntarios de 18 a 25 anos de idade e de ambos os sexos, que
ingeriram 6 capsulas gelatinosas contendo 600 mg de extrato. Exames
hematoldgicos foram realizados 1, 2, 4, 24h apds o consumo do produto, sendo
posteriormente avaliadas as concentracdes plasmaticas dos compostos
fendlicos. Verificou-se que os picos de concentracdo plasmatica para os
compostos analisados foram entre 1 e 4 horas. ldentificou-se 16,8% do Artepillin
C no plasma dos voluntérios. A partir destes resultados, os autores recomendam
para uma pessoa de 70kg a dose de 3 capsulas de uma formulacdo comercial',
contendo 700mg de propolis, a cada 8 horas, 1 h apos as refeicbes (PAULINO et
al., 2008b).

Além do uso oral, 0 uso tépico da propolis tem sido objeto de estudo em
novas linhas de pesquisa e tem apresentado efeitos satisfatorios quanto a
atividade antiinflamatoéria, em determinados tipos de extrato. Em um ensaio
clinico, a proépolis brasileira padronizada em gel foi utilizada para avaliar o efeito
antiinflamatério sobre cervicites em mulheres. O tratamento durante sete dias
resultou em diminuicdo significativa no nimero de leucocitos. Esses resultados

sugerem que a propolis verde brasileira em gel pode ser um novo bioproduto a

1 "Cdpsulas Cytopropolis ® Pharmanectar" é um suplemento nutricional produzido com extrato em pd de agua
e etanol fracdo da prépolis de Baccharis dracunculifolia (prépolis verde), produzido apenas no Brasil.
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ser utilizado em cervicites inflamatoérias crénicas em mulheres (PAULINO et al.,
2010).

O uso topico da propolis, em formato de pomada, também foi testado
em relacdo ao seu efeito antiinflamatorio em edema da pata posterior de ratos,
induzido por carragenina. Nestes casos, observou-se moderado efeito
antiinflamatério (NAITO et al., 2007).

Solucbes topicas também tém sido indicadas para o tratamento de
condicbes inflamatérias de boca e faringe. A formulacdo solivel em agua do
extrato de propolis apresentou menor irritagdo na mucosa oral e faringea, e uma
melhor aceitacdo fisiolégica do que as preparacdes tradicionais da propolis em
formulacdes hidroalcodlicas (SOSA et al., 2007).

2.1.7 IndicacOes terapéuticas

Diversos estudos comprovaram que a propolis possui atividades bioldgicas,
sendo estas: atividade antiviral in vitro, contra o poliovirus e o herpevirus (AMOROS
et al., 1992); atividade antifungica de extratos hidroalcodlicos (5% a 30%) e extratos
hidroglictlicos (30% a 50%) (LONGUINI et al., 2007); atividade antiinflamatoria
(PAULINO et al., 2008a); atividade antibacteriana de extratos alcodlicos (PARK et
al., 1998; SALOMAO et al., 2004) e extrato oleoso (BURIOL et al, 2009).

Além disto, os extratos da prépolis e/ou seus compostos isolados podem
estimular ou suprimir determinados eventos da resposta imune. Essa a¢ado dubia se
reflete na grande variedade da composicdo quimica entre as amostras de prépolis,
podendo torna-la potencialmente aplicavel como uma substancia imunoestimulante,
ou no combate aos processos inflamatorios indesejaveis ou as neoplasias
(FISCHER, 2008).

Extratos aquosos e metandlicos da proépolis, de diferentes regibes do
Brasil, China, Peru e Holanda, foram testados quanto a sua capacidade em remover
radicais livres; em promover citotoxicidade sobre culturas celulares de carcinoma de
c6lon murino e fibrossarcoma humano; e de hepatoprotecdo em modelo de inducgéo
de morte celular por D-galactosamina (D-GalN)/fator de necrose tumoral (TNF-a).

Observou-se que 0s extratos aguosos possuiam agdo maior acdo antioxidante,
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enquanto que os extratos metandlicos possuiam maior atividade citotoxica e
atividade hepatoprotetora no modelo proposto (BANSKOTA et al., 2000).

Os extratos alcoolicos da propolis chilena, nas concentracées (5, 10, 20, 40
e 80 ul/mL) exerceram atividade citotoxica sobre linhagens celulares de
adenocarcinoma de colon, células de adenocarcinoma da prostata e do carcinoma
epidermdide da boca (RUSSO et al., 2004).

Ha relatos de que a citotoxicidade exercida pela propolis possui
seletividade sobre células tumorais. O extrato da prépolis portuguesa, nas
concentracfes de 10, 25, 50 e 100 ug/mL inibiu seletivamente a proliferacdo in vitro
de carcinoma de células renais, sem apresentar toxicidade sobre células renais
normais (VALENTE et al., 2011).

A atividade citotoxica de extrato oleoso da propolis oriunda do Parana-
Brasil, obtido a parir de 5 gramas de propolis triturada com 25ml de éleo de canola,
foi analisada, e demonstrou atividade citotdéxica contra todas as linhagens de células
tumorais testadas, obtendo mais especificidade contra aquelas do coélon e
glioblastoma. Em conclusdo, o 6leo vegetal de canola foi capaz de extrair
substancias bioativas responsaveis pela atividade citotoxica observada (BURIOL et
al, 2009).

Culturas celulares de Tumor Venéreo Transmissivel canino (TVTc)
serviram de modelo para um estudo utilizando o extrato hidroalcodlico a 70% da
propolis oriunda de Botucatu - Sdo Paulo, bem como seus compostos isolados para
avaliacdo de sua atividade de citotoxicidade. Observou-se significativa citotoxicidade
sobre linhagens incubadas com extrato hidroalcodlico de prépolis na concentracdo
de 100ug, ap6s 6 horas do tratamento. A eficacia do extrato em concentracdes
menores também foi observada, porém o tempo para induzir esse efeito foi maior, a
saber, apos 24 horas, para 50ug; e 48 horas para 25ug (BASSANI-SILVA et al.,
2007).

Estudos apontam para atividades antioxidantes da propolis, Foram
avaliados diferentes extratos etanolicos de propolis de varias regibes do mundo
como da Argentina, Australia, Brasil, Bulgaria, Chile, China Hungria, Nova Zelandia,
Africa do Sul, Tailandia, Ucrania, Uruguai, Estados Unidos e Uzbequistdo, em uma
concentracéo final de 10mg/ml, quanto ao potencial antioxidante. Observou-se maior

acao antioxidante em extratos que possuiam maior teor de flavondides em sua
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composi¢cdo, como foi 0 caso principalmente da Argentina e China, demonstrando
que os flavondides estdo diretamente ligados a esta atividade (KUMAZAWA, et al.,
2004).

Além deste estudo, outros autores atestaram o efeito antioxidante de
amostras de propolis originarias do Chile, Russo et al. (2004), do Brasil, amostras de
propolis vermelha brasileira, e seus compostos fendlicos, Cabral et al. (2009) e de
Portugal (VALENTE et al., 2011).

Em relacdo aos estudos in vivo, os derivados de propolis sollveis em agua
(WSDP), foram avaliados quanto sua atividade antimetastética. As metastases no
pulmé&o foram geradas pelo implante 2 x 10° células tumorais viaveis, aplicadas via
intravenosa em camundongos, e o WSDP foi administrado por via intraperitoneal,
nas doses de 50 ou 150 mg/kg, apds a inoculacédo das células tumorais. Observou-
se reducdo do numero de metastases no pulméo e do crescimento da neoplasia, nos
animais tratados com WSDP, em relacdo aos animais do grupo controle.
Relacionou-se esta atividade com a producao do fator de ativacao de linfécitos por
macréfagos peritoneais (ORSOLIC; BASIC, 2003).

Os efeitos do WSDP foram avaliados sobre o desenvolvimento do Tumor
Ascitico de Ehrlich em camundongos. Foi realizada a administracdo, por via oral, de
50mg/kg de WSDP, 2 horas antes da aplicacdo por via intraperitoneal de células
tumorais. Observou-se inibicdo do crescimento tumoral e reducédo do numero total de
células tumorais na cavidade peritoneal. Provavelmente, a eficacia da atividade
antitumoral foi devido ao aumento da atividade dos macréfagos (ORSOLIC; BASIC,
2005b).

Camundongos portadores de melanoma, submetidos ao estresse de
imobilizacdo, apdés a administracdo de 200mg/kg por via oral do extrato
hidroalcodlico de propolis a 70%, produziram citocinas IL2 e IL10, indicando a
atividade imunomoduladora da propolis (MISSIMA et al., 2009).

Carvalho et al. (2011) avaliaram a atividade antineoplasica do extrato
oleoso da propolis do Parand, através da inoculacdo de células tumorais por via
subcutéanea na virilha de camundongos. Um dia apés a inoculacdo, o extrato de
propolis, nas concentragbes de 50 e 80mg/kg, foram aplicados por via

intraperitoneal, durante 7 dias. Ao 8° dia, os camundongos foram sacrificados e os
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tumores foram pesados e comparados com o controle. Os resultados mostraram que
0 extrato inibiu o crescimento do Sarcoma 180 em camundongos.

A avaliacdo da atividade antineoplasica da prépolis também foi efetuada
em associacdo aos quimioterapicos. Neste contexto, Benkovic et al. (2007)
avaliaram o efeito da propolis da Croécia sobre células do Tumor Ascitico de Ehrlich,
inoculadas em camundongos. Apds a inoculacdo, foram administrados o extrato
alcoolico e um derivado hidrossoltuvel da propolis, por via intraperitoneal, na dose de
100mg/kg, durante 3 dias consecutivos, em associacdo ou nao ao quimioterapico
Irinotecan. Observou-se ac¢do sinérgica de compostos fendlicos e flavondides
(presentes no extrato) com o quimioterapico Irinotecan, apresentando uma maior
atividade antineoplasica, quando comparado com o uso do quimioterapico sozinho.
Esses resultados constituiram em maior tempo de sobrevivéncia dos animais e
regressao do tumor.

Um modelo experimental utilizando ratos com carcinoma transplantavel
mamario foi empregado para avaliar a acdo do WSDP em associacdo aos agentes
quimioterapicos, para o tratamento de citopenias induzidas por quimioterapia.
Também foi avaliado seu efeito antimetastatico, quando empregado isoladamente e
em associacdo aos agentes quimioterapicos. As metastases pulmonares foram
induzidas pela aplicacdo de células tumorais, por via intravenosa, nos ratos. Em
sequéncia, foi administrado o WSDP (50 ou 150mg/kg) por via intraperitoneal.
Verificou-se efeito antimetastatico significativo, do WSDP como agente Unico, e
também quando a administracao foi feita em combinacdo com o quimioterapico
Epirrubicina, em que a metastase foi inibida profundamente, havendo um efeito
sinérgico. Outro resultado encontrado foi que o tratamento em combinacdo manteve
0s parametros sanguineos em normalidade, diferente dos animais tratados apenas
com o quimioterapico, em que a citopenia foi observada. Esses resultados
demonstram que a associacao do extrato de prépolis com o quimioterapico tende a
maximizar a atividade antineoplasica e minimizar os efeitos de toxicidade
hematoldgica pos-quimioterapia (ORSOLIC; BASIC, 2005a).

Ainda que existam estudos indicando o potencial antineoplasico da
propolis, seu efeito ainda permanece controverso. Ozkul et al (2005) avaliaram as
taxas médias de microndcleo e do indice mitdtico de linfécitos de humanos néo-

fumantes através da incubagdo destas células com extratos de prépolis em
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concentragbes de 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 0,7 e 1,0 ml. Observou-se aumento de
microndcleos em concentracdes elevadas de proépolis.

Em estudo de hepatocarcinogénese quimica experimental, utilizando
roedores, observou-se que tanto o extrato aquoso de propolis quanto o extrato
etandlico de prépolis exerceram atividade promotora da hepatocarcinogénese, na
concentracdo de 0,1%, aumentando a incidéncia de lesbes pré-neoplésicas.
Curiosamente, 0 mesmo resultado néo foi observado na concentracdo de 0,5%, em
ambos os extratos (KAWABE et al., 2000).

Também foi avaliada a atividade quimiopreventiva do extrato de propolis
verde brasileira a 0,1% contra o desenvolvimento de carcinogénese quimica
induzida por diatilnitrosamina, ndo sendo observada qualquer diferenca significativa
sobre o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas entre 0s animais que receberam
prépolis e o grupo controle (SAID et al., 2010).

Estes resultados controversos demonstram as variacdes de atividades
bioldgicas da propolis, que decorrem tanto das diferentes amostras testadas, quanto
dos modelos experimentais propostos. Neste contexto, é de fundamental importancia
que haja a identificacdo da composi¢do quimica do extrato a ser analisado, assim
como a integracao destes resultados aos estudos in vitro e in vivo.

Os modelos que usualmente sdo empregados para a avaliagdo do
potencial antineoplasico de produtos naturais in vivo utilizam-se de animais de
laboratorio e da inducdo experimental das neoplasias. Embora estes modelos sejam
teis, estes ndo mimetizam os eventos neoplasicos de ocorréncia natural (ETTLIN e
PRENTICE, 2002). Como uma possibilidade para tais condi¢des, pode ser utilizado

como modelo o TVTc naturalmente adquirido.

2.2 Tumor venéreo transmissivel canino (TVTc)

O Tumor Venéreo Transmissivel canino (TVTc) é conhecido também como
Sarcoma Venéreo Transmissivel, Sarcoma de Sticker, Granuloma Venéreo,
Condiloma canino, entre outros (STEPHEN, 2007). E uma neoplasia que acomete o
cdo domestico (Canis familiares) e potencialmente outros canideos sociais como o
lobo (Canis lupus) e o coiote (Canis latrans) (VONHOLDT; OSTRANDER, 2006).
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Beebe e Ewing (1906) descreveram esta neoplasia como sendo um
linfossarcoma infeccioso em caes, e constataram que as células desta neoplasia
mostravam uma capacidade de existéncia independente e infectividade que nao
eram observadas em nenhum outro processo tumoral conhecido.

Com base em analises de variancia de microssatélites e DNA mitocondrial
pode-se estimar que o TVTc provavelmente originou-se de um clone ancestral, e que
a natureza inata de alguns grupos de lobos poderia ter facilitado a propagacéo inicial
desta neoplasia. Essas analises também demonstraram que a linhagem do TVTc,
data de 250 a 2500 anos (MURGIA et al., 2006), representando a mais antiga
linhagem celular neoplasica conhecida em animais (FASSATI; MITCHISON, 2010).
Estudo utilizando técnica de imunofenotipagem sugeriu que o TVTc tem uma origem
mesenquimal e histiocitaria (MARCHAL et al., 1997).

A célula somatica do cdo (Canis familiares) possui 78 cromossomos, sendo
76 cromossomos autossOmicos e acrocéntricos e dois sexuais metacéntricos.
Enquanto que nas amostras celulares de TVTc, espontaneas e transplantadas
experimentalmente, oriundas de diferentes areas geograficas do mundo encontrou-
se cariétipos com numeros de cromossomos de 58-59 cromossomos, com 13-17
metacéntricos e 42 acrocéntricos (PUROHIT, 2009). E que esta cariotipagem era
semelhante entre as diferentes areas geograficas, sugerindo que o TVTc é
transmitido de um animal para outro por transplantacdo de células viaveis
(MUKARATIRWA; GRUYS, 2004).

A natureza contagiosa do TVTc levou a numerosas tentativas de
demonstrar um agente causador oncogénico viral, porém um agente etioldégico que
originalmente tenha induzido o TVTc ainda € desconhecido (MUKARATIRWA,;
GRUYS, 2004). Evidéncias citogenéticas mostram que as proprias células
neoplasicas se comportam como agentes infecciosos, sendo responsaveis pela
transmisséo do TVTc (MURGIA et al., 2006).

2.2.1 Transmissao, Localizacao e Sinais clinicos

O TVTc apresenta distribuicdo mundial, mas sua ocorréncia € maior em

paises tropicais e subtropicais (DAS; DAS, 2000). Sua transmissdo normalmente
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ocorre através do coito, ou pode ser transplantado mecanicamente por meio de
lambeduras, mordeduras ou o ato de farejar a area neoplasica (STEPHEN, 2007).

Estudos demonstram a influencia hormonal no crescimento de neoplasias
do trato genital em humanos e animais. Uma neoplasia, normalmente € originada de
um grupo de células do individuo que sofrem mutagéo ou diferenciacéo, resultando
em um crescimento celular descontrolado. Porém o TVTc, ndo decorre de células
neoplasicas do individuo, mas da transplantacdo de células com caribtipo
diferenciado, em tecido que foi submetido a um trauma, nao sofrendo a influencia
de receptores de esterdides para o crescimento tumoral (DE BRITO et al., 2006).

O tumor venéreo é mais comum em animais adultos, férteis, com idade
média de trés a cinco anos, relacionada pelo periodo correspondente a maior
maturidade e atividade sexual, sem diferenca entre as racas (SOUSA et al., 2000;
AMARAL et al., 2004; SILVA, M. et al., 2007). Em estudos de prevaléncia realizados,
0s animais sem racga definida (SRD) foram considerados como um grupo de maior
risco devido a existéncia de mais exemplares desses cédes, quando comparados aos
cées de raca definida (SILVA, M. et al., 2007); e por esses animais habitarem areas
com alta concentracdo de cées abandonados, e terem maior possibilidade de
contato com animais portadores de TVTc (SOUSA et al., 2000).

Naturalmente, a ocorréncia da doenca é mais comum em fémeas. Essa
observacdo pode estar relacionada ao comportamento das fémeas em aceitar mais
de um macho durante o periodo fértil. Deve-se considerar ainda que nessa fase do
ciclo estral ocorre o intumescimento vulvar, com maior suprimento sanguineo para a
genitalia, favorecendo a implantacdo de células tumorais (SILVA, M. et al., 2007).

Quanto a localizacdo anatébmica do tumor existe uma maior frequéncia em
acometer a genitalia (vagina, vulva, prepucio e pénis), devido a transmissao ser
normalmente pelo coito. A transmissao cutanea pode ocorrer apds uma implantacao
mecanica das células de TVTc, por lambedura ou contato direto em locais onde
houve abrasao cutanea (SILVA, M. et al., 2007).

Os casos de metastase sdo raros, e ocorrem normalmente por via
hematogénica ou linfatica em oOrgdos abdominais, linfonodos iliacos internos e
externos, de animais que nao foram tratados no periodo de dois meses (SOUSA et

al., 2000). A metastase ocorre normalmente em casos de condi¢gbes fisiologicas
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débeis do cdo, como nos casos de imunossupresséo, subnutricdo e animais jovens
ainda ndo imunocompetentes ou idosos (PARK et al., 2006).

Os sinais clinicos encontrados sdo consequentes a presenca do tumor, que
produz descarga vaginal ou prepucial serosanguinolentas ou sanguinolentas, com
lambedura de genitélia, tumefacdo genital, odor ou aparecimento de massas
neoplasicas visiveis, disuria, lesdo ulcerativa na pele e dificuldade de exposicao
peniana (DAS; DAS, 2000; SILVA, M. et al., 2007). A descarga serosanguinolenta ou
sanguinolenta pode ser confundida com estro, uretrite, cistite e prostatite (DAS; DAS,
2000).

Macroscopicamente, o TVTc pode possuir formatos de couve-flor,
pedunculado, nodulado, papilar ou multipapilar. O tamanho pode variar de 5mm a 10
cm. A superficie pode se apresentar como lisa, rugosa, ulcerada ou com necrose. A

coloragdo pode variar de branco-acinzentada a avermelhada, a depender da
vascularizacéo (DAS; DAS, 2000).

2.2.2 Imunidade

O TVTc possui um padrédo de desenvolvimento, caracterizado por fases,
gue incluem um crescimento progressivo, seguido por uma fase estatica e
posteriormente uma fase de regressao (FASSATI; MITCHISON, 2010).

Na fase de crescimento progressivo, o sistema imune € incapaz de destruir
0s oncdcitos, que escapam da vigilancia imunoldgica, permitindo o crescimento do
tumor. A inoculacéo de células de TVTc induz a reducao de linfécitos B na circulacéo
periférica. A reducdo ocorre devido a acdo de uma proteina téxica produzida pelas
células do TVTc, que induz a apoptose desses linfocitos. Esse mecanismo explica
como o TVTc afeta a imunidade humoral na fase de crescimento progressivo (LIAO
et al., 2003).

Na fase de regressdo, ocorre a redugdo da proliferagdo das ceélulas
tumorais, aumento da apoptose, coincidindo ou sendo resultante da infiltracdo por
linfocitos T, e substituicdo do estroma tumoral por tecido fibroso (GONZALES et al.,
2000). Nao apenas os linfécitos T, mas os macréfagos, bem como as células B,

células plasmaticas que produzem IgG, IgG2 e IgG4 podem promover a regressao
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do TVTc. Isto sugere que o sistema imunoldgico desempenhe um papel importante
na regressdo tumoral (PEREZ, RT al., 1998; FASSATI; MITCHISON, 2010). Essas
caracteristicas do tumor podem estar associadas tanto a regressao espontanea
guanto a regressao por quimioterapia (GONZALES et al., 2000).

Demonstrou-se que na fase de regressao ocorre a expressado de antigenos
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), classe | e Il, pela infiltracdo de
linfécitos e macréfagos e por numeros variavel de células de TVTc, fato que nao
ocorre na fase de crescimento progressivo (PEREZ et al., 1998; HSIAO et al., 2002;
FASSATI; MITCHISON, 2010).

Em cdes em que o TVTc foi transplantado experimentalmente e que
posteriormente houve a remissdo espontanea, estes se tornam imunes a
reinoculacdo, por apresentarem anticorpos que reconhecem 0s antigenos presentes
na superficie de células de TVTc. A expressdo de antigenos MHC classe Il por
células de TVTc promove a producdo de anticorpos de TVTc especificos, que
desempenham um importante papel para protecdo contra uma reinoculacdo
subsequente (FASSATI; MITCHISON, 2010).

A remissdo espontanea do TVTc relaciona-se diretamente com a
imunidade do animal, sendo frequente em animais adultos e imunocompetentes.
Microscopicamente observa-se infiltracdo de linfécitos, presenca de necrose,
apoptose celular e um processo de fibrose (BEEBE; EWING, 1906; DRUMOND et
al., 2008). O processo da apoptose esta relacionado com a interacdo das proteinas
p53 e p63, envolvidas na supressdo do TVTc e consequentemente no progndstico
dessa neoplasia (STOCKMANN et al., 2010).

2.2.3 Diagnéstico

O diagndstico definitivo do TVTc pode ser realizado mediante o exame
histopatoldégico ou o exame citologico. O exame histopatolégico € altamente
confiavel, permite um melhor detalhamento da arquitetura do processo neoplasico e
suas relacbes com tecido circunjacentes, caracteriza melhor as variacdes de
diferenciacdo e tipos celulares (MAGALHAES et al., 2001). Mas trata-se de um

método invasivo e oneroso (AMARAL et al., 2004).
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Ja o exame citolégico é um recurso diagndstico simples, minimamente
invasivo, indolor, rapido, seguro, eficaz, de baixo custo e ndo requer o uso de
equipamento sofisticado, sedacéo ou anestesia para sua realizacdo (AMARAL et al.,
2004; SIMERMANN, 2009).

Para coleta das amostras do exame citoldgico pode ser utilizada a técnica
de citologia aspirativa com agulha fina (CAAF) e imprint e/ou esfoliacdo com swabs
em lamina de vidro (AMARAL et al., 2004). Em animais que apresentam massas
intra-abdominais, recomenda-se a utilizacdo de CAAF guiada por ultrassonografia,
permitindo a identificagcdo, e determinacdo da localizacdo e da distribuicdo das
lesbes no érgao acometido (AMARAL et al., 2004).

As caracteristicas citologicas do TVTc caracterizam-se pela presenca de
células predominantemente arredondadas, volumosas, em arranjo discreto, com
nucleo arredondado ou ovalado, e cromatina grosseira (SHARKEY, WELLMAN,
2011). O nucléolo pode ser Unico ou duplo, grande e excéntrico, o citoplasma é
levemente basofilico claro, finamente granular, com vacuolos claros bem definidos.
Os vacuolos possuem grande importancia diagndstica, uma vez que diferenciam o
TVTc de outras neoplasias de células redondas (SANTOS et al., 2001).

Figuras de mitose, corpos apoptéticos, células epiteliais vaginais,
eritrécitos, bactérias (em alguns casos) e infiltrado inflamatério também sé&o
encontrados no exame citolégico (SANTOS et al.,, 2001; NAK et al., 2005). As
células inflamatdrias sdo constituidas principalmente por linfécitos, plasmadcitos e
macréfagos (SANTOS et al., 2001).

Amaral et al. (2004) propuseram que, de acordo com as caracteristica
morfolégicas observadas ao exame citoldégico, o TVTc fosse classificado como
sendo do tipo plasmocitico, linfocitico e misto. O padréo linfocitico inclui células
predominantemente redondas, com citoplasma escasso, finamente granular,
presenca de vacuolos, nucleo redondo com cromatina grosseira e a presenca de um
ou dois nucléolos evidentes; enquanto que no padrdo plasmocitico, as células
possuem morfologia ovoide, uma menor relacdo nucleo:citoplasma e nucleo
excéntrico (AMARAL et al., 2004; GREATTI et al.,, 2004). O padrdao misto é
classificado quando ocorre uma celularidade mista entre os tipo celular linfocitico e
plasmocitico e nenhum dos dois ultrapassa 59% do total de células (AMARAL et al.,
2007).
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A elevada ocorréncia do aspecto celular plasmocitico, especialmente
naqueles de localizagdo extragenital e em metastase, independentemente do sexo,
sugere que esse tipo celular associa-se a maior malignidade (AMARAL et al., 2004,
2007). Além disso, quando esta associado a auséncia de infiltrado inflamatério
linfocitario, apresentam maior resisténcia ao protocolo quimioterapico convencional,
quando comparado com o tipo linfocitico que possui maior eficdcia ao tratamento
(SIMERMANN, 2009).

Outro estudo afirma que a expresséo de glicoproteina-p pelo TVTc pode
estar envolvida na resisténcia a quimioterapia, e a maior expresséo pelo tipo celular
plasmocitico, indicando maior agressividade desta linhagem (GASPAR et al., 2009).

Além de ter importancia para o diagnéstico do TVTc, os exames citologico
e histopatolégico também permitem o monitoramento da eficacia da terapia, que
pode ser acompanhada pela diminuicdo no numero de células tumorais tipicas, pelo
aumento da vacuolizacgéo citoplasmética, diminuicdo da taxa de proliferacéo celular e
aumento do indice de células apoptoticas (NAK et al., 2005).

A taxa de proliferacéo celular pode ser avaliada por meio de marcadores,
que podem ser Uteis para a avaliagdo do comportamento biolégico da neoplasia,
possibilitando mudancas a respeito da sensibilidade de protocolos quimioterapicos.
Os métodos de avaliagdo do indice mittico, métodos citoquimicos (concentracdo
eletrolitica critica- CEC) e imunocitoquimicos (Ki-67, clone MIB-1) utilizados se
mostram eficientes e aplicaveis em amostras citolégicas de TVTc (GREATTI et al.,
2004).

Outros métodos utilizados como diagndstico diferencial do TVTc sao a
imunohistoquimica (com marcadores de superficie e intracitoplasmatico para
linfocitos) (SANTOS et al., 2005) e PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), que
muitas vezes sdo associados ao exame citolégico para determinar a sensibilidade e
especificidade neoplasica (SHARKEY; WELLMAN, 2011). Tais técnicas s&o
especialmente Uteis quando se faz necessario o diagnostico diferencial com outras
neoplasias como linfoma, mastocitoma, histiocitoma canino cutaneo, melanoma
amelanotico (PARK et al, 2006).

A cintilografia foi também utilizada para a localizagcdo de tumores em caes

acometidos pela forma cutdnea do TVTc. Por ser uma técnica ndo invasiva, pode
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constituir-se uma técnica promissora para a avaliacdo do grau de disseminacédo e
estadiamento dos casos de TVTc (CASTELO-BRANCO et at., 2008).

2.2.4 Tratamento

O TVTc possui uma nhatureza diversa, podendo tanto apresentar regressao
espontanea quanto desencadear metastases. Ainda que tenha este potencial
maligno, € uma neoplasia que possui capacidade de resposta a diversas
modalidades de tratamento (NAK et al.,, 2005) como a eletroquimioterapia
(SPUGNINI et al., 2008), radioterapia, imunoterapia, criocirurgia e ablacdo por
radiofreqiéncia (STEPHEN, 2007). Entretanto, o tratamento de escolha é a
quimioterapia, possuindo grande eficacia com a monoterapia a base de sulfato de
vincristina, na dose de 0,5 mg/m?a 0,75 mg/m2 , administrado por via intravenosa
por bolus rapido, uma vez por semana. Esta € uma terapia relativamente segura e
barata, fornecendo uma resposta completa em 90 a 95% dos cées tratados, apos
aproximadamente 2 a 6 semanas de tratamento (NAK et al., 2005).

Segundo Scarpelli, et al. (2010) o tempo de tratamento com o sulfato de
vincristina até a remissao clinica completa pode variar. Dessa forma, avaliaram-se
possiveis fatores preditivos que influenciariam no tempo de tratamento
guimioterapico. O estudo demonstrou que maior volume de tumor, idade mais
avancada e tratamento durante os meses quentes e chuvosos atrasaram a resposta
a quimioterapia, enquanto que o0 sexo, peso ou raca nao foram relevantes. Esses
resultados devem ser investigados quanto a um sistema de vigilancia imunoldgica
diminuida, resultando em atrasos na regressao do tumor.

Quando existe resisténcia a terapia com vincristina, a doxorrubicina pode
ser utilizada na dose de 25 a 30 mg/m2 IV a cada 21 dias, durante dois a trés ciclos
(NAK et al., 2005; SILVA, M. et al., 2007).

A guimioterapia com a vincristina para o tratamento do TVTc pode induzir a
efeitos colaterais em alguns individuos, como complicacdes hematologicas,
neuroldgicas, gastrointestinais (anorexia, diarréia, perda de peso), dermatolégicas
(alopecia generalizada e localizada), feridas no tecido de aplicagdo, devido ao

extravasamento do liquido, decorrentes da toxicidade do farmaco antineoplasico.



28

Leucopenia, neutropenia, linfocitose, trombocitopenia, anemia normocitica

normocromica podem ser observados (NAK et al., 2005).
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4. CAPITULO

A metodologia, resultados e discussdes serdo apresentados em forma de
capitulo que esta constituido por artigo cientifico que sera publicado em periddico.
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EFEITO DO USO TOPICO DE PROPOLIS VERDE EM CASOS DE TUMOR
VENEREO TRANSMISSIVEL CANINO - TVTc

4.1 INTRODUCAO

A propolis é um produto natural oriundo de substancias resinosas gomosas
e balsamicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exudatos de plantas, sendo
acrescidas secrecOes salivares, cera e polen para a elaboracédo final do produto
(MARCUCCI, 1995; BRASIL, 2001). Tem a funcdo de vedacdo e de protecdo da
colméia, evitando a decomposicdo de insetos em seu interior (MARCUCCI, 1995).

E considerada como um produto natural com potencialidade para o uso na
medicina humana e animal (BANKOVA et al, 2000), sendo tradicionalmente utilizada
como suplemento dietético e como pomada cicatrizante.

Além do uso tradicional, estudos corroboraram quanto suas propriedades
de citotoxicidade sobre diversas linhagens tumorais (BANSKOTA et al., 2000;
RUSSO et al.,, 2004; BURIOL et al., 2009; VALENTE et al., 2011), atividade
antineoplasica (BENKOVIC et al. 2007; CARVALHO et al.,, 2011) e atividade
antimetastéatica sobre neoplasias experimentalmente induzidas (ORSOLIC E BASIC,
2005b).

Também foi descrito que o0 extrato aquoso derivado de prépolis brasileira
reduziu o0 processo de angiogénese in vitro e in vivo, em modelos experimentais
induzidos (CHIKARAISHI et al., 2010), e que a prépolis também exerce acao
imunomoduladora (SFORCIN, 2007), e possui atividade antioxidante, atuando na
remocao de radicais livres (ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al., 2009). Tais
atividades podem constituir-se como mecanismos de acdo para seu efeito
antineoplasico.

Deve-se ressaltar que, embora existam estudos que atestem quanto ao
potencial terapéutico da préopolis, as questdes quanto a origem das amostras e, tipos
de extratos influenciam diretamente sobre a composi¢cdo quimica deste produto, e
consequentemente sobre suas atividades bioldgicas.

Outros parametros que também devem ser avaliados relacionam-se as

doses/concentracdes, vias de administracdo e modelos experimentais empregados.
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Usualmente, a avaliagdo do potencial antineoplésico de produtos naturais
in vivo utiliza-se de animais de laboratorio e da inducéo experimental das neoplasias.
Embora estes modelos sejam uteis, eles hdo mimetizam os eventos neoplasicos de
ocorréncia natural, sendo necessaria a integracao destes resultados com estudos
clinicos, em que a avaliacdo destes produtos seja realizada sobre neoplasias nédo
induzidas experimentalmente (ETTLIN e PRENTICE, 2002).

Desta maneira, objetivou-se a realizacdo de um estudo sobre o potencial
antineoplasico de uma formulacdo tépica da propolis, em cadelas com tumor
venéreo transmissivel canino (TVTc), sendo esta avaliacdo realizada de forma
isolada e em associacdo ao quimioterapico sulfato de vincristina. Também procedeu-
se com a avaliacdo dos efeitos toxicos decorrentes da quimioterapia nestes animais,

e da influéncia da propolis sobre esta toxicidade.

4.2 MATERIAIS E METODOS

a. A propolis e obtencéo da prépolis em gel a 1%

A amostra da propolis foi proveniente do municio de Caeté —Minas Gerais,
e coletadas como um pool de resinas extraidas de apicultores cadastrados, cuja
principal origem botanica é a espécie Baccharis dracunculifolia.

Anteriormente a este estudo, foi realizada a identificacdo dos compostos
quimicos desta amostra, pela técnica de HPLC, mostrando niveis elevados de
compostos fendlicos (mg/g) de acido cuméarico (3,81 mg/g), rutina (9,87 mg/g),
pinobanksin (3,48 mg/g), a quercetina (2,15 mg/g), caempferol (0,78 mg/qg),
apigenina (1,86 mg/g), pinocenbrina (22,55 mg/g), pinobanksin-3-acetato (4,10
mg/g), crisina (2,49 mg/g), galantina (4,14 mg/g), kaempferide (5,59 mg/g),
tectochysin (2,90 mg/g), Artepilin C (87,97 mg/g), totalizando 151,69 mg/g de extrato
seco.

O gel de prépolis verde 1% foi produzido a partir do extrato em pdé diluido
em fracOes de agua e etanol. A base do produto € composta por gel aristoflex 2,5%,
que inclui em sua composicdo phenonip, aristoflex AVC, 6leo lubrajel e agua

destilada.
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b. Delineamento experimental:

Animais de experimentacao

Este projeto foi devidamente submetido & Comissdo de ética em
experimentacdo animal da UESC (CEUA/UESC), sendo aprovado sob o protocolo
22/11. Os proprietarios dos animais que compuseram este estudo assinaram um
termo de ciéncia e autorizacdo, consentindo sobre esta participagéao.

A amostragem foi composta por catorze fémeas da espécie canina,
atendidas na rotina clinica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), cujo diagnostico do TVTc foi estabelecido mediante exame
clinico e citolégico.

Apos selecdo, todos os animais receberam ragdo comercial balanceada,
quinze dias antes (fase pré-experimental) e durante toda a fase de experimentacao.
Foram medicados com vermifugo de amplo espectro, coleira carrapaticida e pulicida.

Estes animais foram distribuidos ao acaso em dois grupos experimentais,
avaliados em trés fases de tratamento, segundo um delineamento inteiramente

casualizado (Figura 1).

Figura 1. Delineamento experimental representativo das fases de tratamento dos

grupos 1 e 2.

Delineamento Experimental
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No grupo 1, nove animais foram avaliados durante 77 dias, da seguinte
maneira: de 0 a 14 dias os animais passaram por um periodo pré-experimental em
gue receberam apenas racdo comercial balanceada, com o intuito de equalizar os
animais para o periodo experimental; de 14 a 35 dias os animais receberam um
tratamento com gel de préopolis 1%, duas vezes ao dia, por via topica, de forma a
cobrir toda a les@o neoplasica; e de 35 a 77 dias 0s animais receberam o tratamento
com gel de propolis 1% + sulfato de vincristina.

No grupo dois, cinco animais também foram avaliados durante 77 dias da
seguinte maneira: de 0 a 14 dias os animais passaram por um periodo pré-
experimental em que receberam apenas ragdo comercial balanceada; de 14 a 35
dias os animais receberam um tratamento com gel base aristoflex 2,5% (veiculo),
duas vezes ao dia, por via topica, de forma a cobrir toda a lesdo neoplasica; e de 35
a 77 dias os animais receberam o tratamento com veiculo + sulfato de vincristina.

A administracdo do quimioterapico sulfato de vincristina foi realizada como
uma infusdo lenta, através da veia cefalica, na dose de 0,5mg/m2 de peso corporal,
por via intravenosa (IV), respeitando os critérios de biosseguranca que incluem a
utilizacdo de mascaras e luvas apropriadas para o procedimento. As administracdes
foram realizadas semanalmente, até a remisséo total do tumor ou no maximo até
sete semanas, sendo necessario mais uma sessdo de quimioterapia apos a
negatividade da citologia para células neoplasicas. E para aqueles caes que
apresentaram indicios de toxicidade, por exame clinico e/ou hematolégico, a

administragao foi realizada quinzenalmente.

c. Parametros avaliados

Realizou-se avaliagdo clinica semanal de cada animal e da neoplasia,
sendo considerado o aspecto macroscopico, tipo de secregdo, consisténcia, areas
de necrose, superficie; mensuracdo do perimetro - altura x comprimento (cm) da
neoplasia, aferidos com o auxilio de um paquimetro.

As coletas de sangue foram realizadas semanalmente, pela veia jugular, e
0 material encaminhado para a realizacdo de exames hematolégicos completos,

considerando a série vermelha (hemacias, hematdcrito) série branca (leucécitos
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totais), contagem de plaquetas, avaliagdo bioquimica por dosagem sérica, hepéatica:
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e renal: uréia e
creatinina, com o objetivo de avaliar a seguranca do protocolo terapéutico (propolis e
sulfato de vincristina) proposto no estudo.

Para o diagnéstico da neoplasia, e durante todo o periodo experimental,
foram efetuadas citologias esfoliativas da massa tumoral vaginal, sendo as células
colhidas com o auxilio de um swab, que depois foi rotacionado em laminas de vidro
para microscopia, proporcionando a transferéncia do material colhido. Estas foram
fixadas em &lcool 70°G e coradas, mediante kit panético rapido. A leitura das
laminas foi realizada com auxilio de microscépio 6ptico, objetiva de 40x, sendo
contadas 200 células aleatoriamente, e classificadas como células de TVTc, células
inflamatorias (neutrofilos, linfécitos), células epiteliais, e estimativa de figuras de
mitose e corpos apoptoticos. Além desta avaliacdo, também se procedeu com a
classificacdo do padrdo morfolégico das células do TVTc, como sendo plasmocitico,
linfocitico ou misto, segundo critérios definidos por Amaral et al. (2004).

A resposta dos individuos a terapia foi avaliada, tanto no que se refere aos
efeitos da terapia sobre o tumor quanto aos possiveis efeitos colaterais observados
(toxicidade).

Exames ultrassonograficos por varredura abdominal foram realizados para
a avaliacao geral dos 6rgaos abdominais, como figado, rins e trato reprodutivo com o
intuito de estadiar lesbes que pudessem sugerir metastase nos 0rgdos ou
linfonodos, e assegurar que nenhuma cadela gestante participasse do estudo, uma

vez que o tratamento ndo é recomendado nessa condi¢do por ser abortivo.

d. Anélise Estatistica

Para as variaveis qualitativas como a andlise citolégica, utilizou-se o teste
de qui-quadrado em uma tabela de contingéncia com | linhas e J colunas para
verificar se as frequéncias observadas em cada variavel foram dependentes do tipo
de tratamento utilizado. Quando alguma tabela apresentou uma frequéncia menor ou
igual a 5, utilizou-se a simulacdo Monte Carlo com 10000 repeti¢cdes para o céalculo

da estatistica de qui-quadrado. Nos casos em que o teste foi significativo, foi feito
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uma analise multivariada utilizando a técnica de analise de correspondéncia para
melhor compreender os resultados.

Para as variaveis quantitativas como heméacias, hematdcrito, plaquetas,
ureia, creatinina, ALT, AST e perimetro tumoral efetuou-se uma analise de variancia
(ANAVA) com o intuito de verificar diferencas entre os tratamentos avaliados.

Na ANAVA, utilizou-se o modelo linear misto, considerando como efeito fixo
os tratamentos e como de efeito aleatdrio os animais. Como foram tomadas medidas
em um mesmo animal durante o experimento, caracterizando um experimento de
medidas repetidas, foi utilizado uma estrutura de correlagéo do tipo auto-regressiva
de ordem 1 no modelo. Foi utilizado a funcdo “Ime" do pacote “nime" com a opcéao
“correlation=corAR1()" para as analises. Quando detectado diferencas significativas
entre os tratamentos, foi utilizada a funcdo “glht” do pacote “multcomp". Para a
variavel leucécitos foi feito uma andlise de regressdo segmentada dentro de cada
grupo, e entre os grupos foi utilizado uma ANAVA como descrito para as variaveis
citadas anteriormente. Tanto no grupo 1 quanto no grupo 2, foi utilizado o método da
regressao segmentada.

Os graficos foram elaborados com o auxilio dos pacotes “stats" e “ggplot2".

As tabelas foram elaboradas com o auxilio da fungao “latex" do pacote
"Hmisc".

Todas as analises foram feitas com o auxilio do software R Core Team
(2011).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Parametros clinicos

Todas as cadelas que compuseram este estudo ndo possuiam raca definida
(SRD), corroborando com Silva et al. (2007) e Bassani-Silva (2008) que encontraram
o predominio de animais SRD em seus estudos. Embora tenha sido observada a

associacdo do TVTc com animais SRD, provavelmente este resultado n&o se
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relaciona diretamente com a raca dos animais, e sim com as questdes de criacao e
manejo, uma vez que todas as cadelas possuiam livre acesso a rua ou eram
submetidas a reproducao de forma indiscriminada.

Durante a fase pré-experimental do estudo, observou-se que as cadelas
selecionadas apresentavam indice corpéreo abaixo do ideal, presenca de endo e
ectoparasitas, sendo necessaria a administracdo de vermifugo de amplo espectro,
carrapaticida e pulicida, além de uma racdo comercial balanceada. Estes
procedimentos possibilitaram que as cadelas obtivessem ganho de peso necessario
e resposta fisioldgica satisfatoria para a inclusdo das mesmas nas fases seguintes
de tratamento.

A variacdo de idade foi de 2 a 7 anos, semelhante ao citado por Sousa et al.
(2000), Bassani-Silva (2008) que relacionam a maior ocorréncia nesta faixa etaria,
com o periodo de maior atividade sexual.

No histérico sobre o curso da doenca, os relatos foram de que o tempo de
aparecimento dos sinais clinicos variou de menos de 1 més a mais de 10 meses,
sendo o sangramento o primeiro sinal clinico a ser relatado.

Quanto a localizacdo do tumor, houve maior ocorréncia no assoalho
vaginal, ndo sendo observado nenhum quadro de metastase nos animais. Os érgaos
genitais sdo os mais acometidos pelo TVTc devido a transmissdo ser normalmente
pela cruza (SILVA et al., 2007) As metastases sao incomuns e usualmente ocorrem
em animais que encontram-se em condi¢cBes fisiolégicas debilitantes, como na
imunossupressao, desnutricdo e em cdaes jovens (DAS; DAS, 2000; PARK et al.,
2006).

O aspecto macroscépico das lesdes teve uma variacdo do tipo couve-flor
(57,14%), peduncular (35,71%) e papilar (7,14%), no periodo pré-experimental
(Figura 2). Essas lesBes foram semelhantes aquelas citadas por Bassani-Silva
(2008).
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Figura 2: Apresentacédo clinica das formas genitais do tumor venéreo transmissivel
canino - TVTc: couve-flor (a), peduncular (b), papilar (c).
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Quanto ao tipo de secrecao, observou-se que na fase pré-experimental, em
ambos os grupos, houve o predominio de secre¢bes sanguinolenta e
serosanguinolenta. E a medida que se introduziu o tratamento com vincristina aos
grupos, houve alteracdo da secrec¢éo para o tipo serosa ou auséncia de secrecéo.

Em relagcdo a resposta dos animais aos tratamentos, em uma cadela
pertencente ao grupo 1, na fase em que foi tratada apenas com propolis em gel,
visualizou-se regressdo macroscopica evidente durante a instituicdo desta terapia,
sendo que na sexta semana houve também auséncia de células de TVTc ao exame
citologico, permanecendo assim durante as 3 semanas seguintes. Dessa forma, esta
cadela ndo foi submetida ao tratamento de associacdo da prépolis com o

guimioterapico sulfato de vincristina, sendo excluida da andlise estatistica.
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Para aqueles animais tratados com vincristina, a média de administracdes
deste quimioterdpico nos animais do grupo 1 foi de 4,62 (+ 1,06) e no grupo 2 foi de
5 (x 0,71), ndo havendo diferenca significativa entre estes.

Embora ndo tenha havido diferenca significativa entre os grupos, pode-se
observar que no tratamento com a prépolis em gel houve uma diminuicdo do
perimetro tumoral, enquanto que com o uso do veiculo, o perimetro tumoral
continuou aumentando, havendo regressdo apenas apOs a instituicdo da

guimioterapia com vincristina (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias e desvios padrao da variavel perimetro tumoral (cm) dos
tratamentos referentes ao Grupo 1 e 2 respectivamente.

Grupot _ Perimetro .
Média Desvio
Pré-propolis 24,58 16,02
Propolis 20,65 17,80
Perimetro
Grupo 2 Média Desvio
Pré-veiculo 19,78 19,77
Veiculo 27,56 16,06

4. 3.2 Parametro citoldgico

O exame citoldgico foi eficiente para firmar o diagnéstico do TVTc e para
proceder com a classificacdo quanto ao padrao morfolégico predominante.

Considerando o primeiro exame citologico realizado nos animais, o padrao
morfolégico mais frequente foi o plasmocitdide (57,14%), seguido pelo misto
(42,85%). O tipo linfocitéide foi observado neste momento (Figura 3). Entretanto, a
realizacdo dos exames semanais, de forma seriada, permitiu verificar que em
85,71% dos animais houve variacdo do padrdo morfologico, considerando-se o
mesmo individuo. Estes resultados diferem daqueles encontrados por Amaral et al.
(2007) que sugerem que o padrdo morfologico pode ser utilizado como fator
prognéstico para o TVTc, e que o padrao plasmocitdide estd relacionado a um
comportamento biol6égico mais agressivo, e possui maior capacidade de se

desenvolver em locais extragenitais e de metastatizar.
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Figura 3 — Exames citolégicos de TVTc, evidenciando dois tipos de padrbes
morfologicos celulares: (a) linfocitdide — predominancia de células redondas, com
citoplasma escasso, maior relacdo nucleo/citoplasma, com presenca de vacuolo
citoplasmatico e (b) plasmocitoide — predominancia de células ovoides, citoplasma
amplo e ndcleo excéntrico, com presenca de vacuolo citoplasmético (Coloragéo
pandtico, objetiva 100x).

A relacdo entre vacuolizacdo citoplasmatica e fase tumoral evidenciou que
em 81,25% das citologias, a alta vacuolizacdo estava presente quando havia um
maior numero de células de TVT (contagem entre 100 e 190 células). ApGs a
instituicdo do quimioterapico, houve reducédo tanto da frequéncia das células do
TVTc quanto dos vacuolos citoplasmaticos destas células. Esse resultado divergiu
do encontrado por Nak et al. (2005) que relataram aumento do nimero de vacuolos
nas células do TVTc, nos animais tratados com sulfato de vincristina.

Avaliando-se a porcentagem das células de TVTc que ocorreram nas trés
fases dos tratamentos dos grupos 1 e 2, foi possivel constatar que, nos animais do
grupo 1, houve diminui¢do na frequéncia destas células, durante a fase em que os
animais foram tratados com propolis, em relacdo a fase pré-experimental. Ja& no
grupo 2, observou-se aumento na frequéncia das células do TVTc, na fase do

tratamento com o veiculo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Tabela de contingéncia da variavel citologia referente ao grupo 1 e grupo

2. Valores em percentagem.

Tratamentos
Categorias GRUPO 1 GRUPO 2
Pré- Prépolis | Vincristina Pré- Veiculo Vincristina
prépolis + Prépolis veiculo +Veiculo

Célula TVT 51,89 42,14 11,1 52,07 57,89 11,86
Segmentados 38,54 46,8 37,76 40,95 34,69 42,33

Bastonetes 0,37 1,41 0,82 1,27 1,25 1,59

Linfocitos 6,25 5,24 6,12 2,79 3.4 5,16
Corp. Apopt. 0,83 1,16 24,68 0 0,62 21,58
Cél. Epitelial 1,63 2,67 18,93 2,46 1,82 16,76
Fig. de mitose 0,5 0,58 0,59 0,45 0,32 0,72

Quando comparados os exames citologicos dos tratamentos com prépolis e

veiculo, verificou-se que houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,1) (Figura

4).

Figura 4 — Grafico de contingéncia da variavel citologia referente a analise propolis

versus veiculo. Valores em percentagem.
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propolis+vincristina e veiculo+vincristina, também observou que havia diferenca

significatica entre os grupos (p<0,1) (Figura 5).
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Figura 5 — Grafico de contingéncia da variavel citologia referentes a analise
propolis+vincristina versus veiculo+vincristina. Valores em percentagem.
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O comportamento celular de diminuicdo no numero de células de TVTc
com o0 uso da prépolis em gel, de forma isolada ou em associagdo a vincristina,
indica sua acdo antineoplasica. Em analise da composicdo quimica da propolis
verde utilizada neste estudo foram detectados compostos fendlicos (mg/g), sendo
identificada a presenca de Artepilin C em niveis elevados (87,97mg/qg).

Kimoto et al. (1998) relataram o efeito citotoxico in vitro e a inibicdo do
crescimento das células tumorais in vivo, ap6s uso do artepilin C, extraido de uma
amostra de propolis brasileira. A fragmentacdo do DNA, e a consequentemente a
inducdo da apoptose pelo artepilin C, foi apontada como mecanismo de acao
proposto para estas atividades.

A atividade antiangiogénica in vivo também foi demonstrada com a
adminitracdo oral (13-50mg/ml) do artepilin C oriundo de extrato de propolis
brasileira, reduzindo signicativamente o niumero de vasos neoformados induzido pelo
sarcoma de células S180 em camundongos (AHN et al., 2007).

Bassani-silva et al. (2007) relataram efeito antitumoral in vitro de extrato de
prépolis brasileira, e de seus compostos isolados, sobre culturas celulares de TVTc,
numa concentracdo de 100ul, apds 6 horas de tratamento.

Em relacdo ao infiltrado inflamatério; os neutrofilos segmentados, bastdes e

linfécitos diferiram significativamente (p<0,1) entre 0s grupos, em que 0 aumento na
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quantidade de linfocitos no tratamento propolis+vincristina demonstrou uma resposta
imunoldgica celular, no tratamento com a prépolis em gel (Figura 5). Esses achados
corroboram com GONZALES et al. (2000) que observaram na fase de regresséo do
tumor uma reducdo da proliferacdo das células neoplasicas, e um aumento no
namero de linfécitos. Esse comportamento revela um possivel efeito
imunomodulatério ocasionado pela prépolis, que faz com que haja um aumento na
resposta imune humoral, tornando-a aplicavel no combate de processos indesejaveis
como neoplasias (FISHER, 2008).

4.3.3 Parametros Hematoldgicos

Em relacdo a contagem de leucdcitos totais, 61,6% dos animais que
participaram deste estudo possuiam leucocitose (valores acima de 17x10%uL), no
periodo pré-experimental. Este comportamento pode estar associado com uma
sindrome paraneoplasica, uma vez que quadros de leucocitose neutrofilica tem sido
relatada em cdes com linfoma, carcinoma renal e fibrossarcoma metastatico
(BERGMAN, 2007). Também deve-se considerar a possibilidade do estimulo por
doencas concomitantes, o que € menos provavel dada a alta incidéncia nos animais.

Durante a fase de tratamento com propolis ou veiculo, observou-se que
nos animais do grupo 1 a contagem de leucdcitos permaneceu estavel, enquanto
que nos animais do grupo 2 houve uma diminuicdo da contagem dos leucécitos.
Quando os animais foram submetidos ao tratamento com o quimioterapico sulfato de
vincristina, ocorreu diminuicdo desta contagem, em ambos os grupos. Realizou-se
uma analise de regressdo que revelou que a reducdo da contagem de leucécitos
totais, foi significativamente menor (p<0,1) nos animais do grupo 1 quando

comparados ao grupo 2, em relacdo a fase pré-experimental (Figura 6).
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Figura 6 - Leucdcitos com valores em porcentagem em relacdo ao periodo pre-
experimental referentes aos grupos 1 e 2.
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A diminuicdo na contagem de leucdcitos totais apos a instituicdo da terapia
com sulfato de vincristina também foi observada em estudos realizados por Sobreira
et al. (2004) e Faro et al. (2008). Esta reducao relaciona-se aos efeitos toxicos desta
substancia que promove uma supressao reversivel da atividade granulopoiética.
Neste estudo, a associacdo da propolis+vincristina minimizou o efeito téxico da
vincristina sobre os leucdcitos. Em estudos realizados por Orsoli¢ e Basi¢ (2005a)
verificou-se aumento do numero de leucdcitos no sangue periférico apos a
administracdo oral (50mg/kg) de um derivado hidrossoluvel da prépolis (WSDP), em
ratos com carcinoma transplantavel mamario. Realizou-se associacdo do WSDP ao
quimioterapico Epirrubicina, sendo verificada manutencdo dos parametros
hematolégicos em normalidade, diferente dos animais tratados apenas com o
guimioterapico.

Em relacdo aos parametros hematocrito e plaquetas, houve um aumento
significativo (P<0,10) destes parametros nos animais tratados com propolis, em
relacdo a fase pré-experimental, sendo observado aumento de 7,74% e 20,82%,
respectivamente (Figura 7). J& no grupo 2, ndo houve alteracdo significativa dos

mesmos parametros (Figura 8).
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Figura 7: Andalise comparativa do Grupo 1 quanto os parametros hematocrito e

plaguetas.
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Figura 8: Analise comparativa do Grupo 2 quanto os parametros hematocrito e
plaguetas.
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ApoOs a instituicdo da terapia com sulfato de vincristina, foi observado um
decréscimo nos valores de hematdécrito e plaquetas, em ambos os grupos, refletindo
o efeito toxico da vincristina.

Devido a reducado nos valores plaguetarios apds o inicio da quimioterapia,
abaixo do valor de referéncia, fez-se necesséria alterar a aplicagcdo da vincristina
para intervalo quinzenal, em dois animais, ao invés de semanal como era realizado
usualmente. O resultado encontrado se assemelha ao de Sobreira et al. (2004), que
evidencia a vincristina como indutora na diminuicdo tanto de plaguetas como de
megacariécitos. E sugere que a trobocitopenia induzida pela vincristina pode ser
ocasionada por dois processos, pela toxicidade direta nas plaquetas circulantes,
diminuindo seu tempo de sobrevivéncia, e por diminuicdo da producéo de plaquetas.

A administracdo da vincristina também induziu a diminuicdo do numero de
hemacias, em ambos o0s grupos, promovendo quadros de anemia em 30,76% dos

animais (considerando valores inferiores a 5.400.000 hemacias). Essa observacéo
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foi semelhante ao encontrado por Sobreira et al. (2004) em que a analise sobre a
acdo hematotdxica da vincristina revelou que a dosagem de 0,025 mg/kg induziu a
diminuicdo da proliferacao celular da linhagem eritroide, e Faro et al. (2008) cujo
trabalho encontrou alteracdes significativas, com diminuicdo constante do niumero de
hemécias. No entanto resultados diferentes foram encontrados em um estudo que
realizou aplicagdes semanais que variaram de 0,5 a 1,0 mg/m2 durante 6 semanas e
nao constatou nenhum quadro de hematotoxicidade nos 35 animais tratados
(SOUZA et al., 2000).

4.3.4 AlteracOes Ultrassonograficas e Parametros Bioquimicos

Mediante o exame ultrassonogréafico foi possivel constatar 92,85% dos
animais deste experimento apresentavam alteracdes hepéticas, renais e/ou
esplénicas no periodo pré-experimental, sendo que 42,85% apresentavam
nefropatias, 71,42% hepatopatias e 57,14% esplenopatias. Este resultado
demonstra a necessidade de que seja investigada uma possivel relacdo entre o
TVTc genital e as alteracbes nestes Orgdos. Além disto, recomenda-se especial
atencdo quando da administragcdo do sulfato de vincristina, uma vez que este
guimioterapico possui metabolizacéo hepatica (CHUN et al., 2007)

Neste sentido, a medida que se iniciou o tratamento com a vincristina, em
ambos os grupos, a frequéncia de animais com acometimento hepético aumentou,
evidenciando um quadro de hepatotoxicidade. Além do figado, também foi
constatado aumento na frequéncia de alteracdes esplénicas, apés o inicio da
guimioterapia. A utilizacdo da propolis, de forma isolada ou em associacdo a
vincristina, ndo influenciou na frequéncia das alteracfes ultrassonograficas.

Quanto a avaliacdo das enzimas bioquimicas Uréia, ALT e AST
observaram-se aumento significativo (P<0,10) dos valores destas, ap0s o inicio do
tratamento com vincristina, sendo este mais um indicio de toxicidade deste
quimioterapico. O tratamento com propolis em gel ndo acarretou em alteracées nos

valores destas, em relacéo ao periodo pré-experimental (Figura 9).
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Figura 9: Andlise comparativa do Grupo 1 quanto os parametros Uréia, ALT e AST.
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*a /b Letras minusculas distintas diferem significativamente (p<0,1) pelo teste Z.

Simermann (2009) constatou aumento nos niveis de ALT e de creatinina
em cdes com TVTc, que receberam 0,03 mg/kg de sulfato de vincristina, durante 6
semanas. De forma contraditoria, em um estudo realizado por Huppes (2011) as
avaliagcbes de ALT, AST e creatinina mantiveram-se dentro do padrédo de
normalidade para a espécie, apds a administracao de vincristina a 0,75mg/m?2

No presente estudo, ndo foi observada alteracédo significativa dos valores
da creatinina sérica, ao passo que as enzimas AST e Uréia foram aquelas que
sofreram maior alteracdo em decorréncia da administragéo do sulfato de vincristina.

Esses resultados demonstram a importancia da realizacdo de exames
complementares, como hemograma, exames bioquimicos e ultrassonografia, para
monitoramento de alteragdes decorrentes da quimioterapia com sulfato de vincristina
em animais com TVTc.

Essas enzimas que obtiveram diferencas significativas entre as fases
avaliadas, apresentaram uma progressao linear a partir da introducéo do tratamento
com a vincristina. Isso reflete o grau de toxicidade que o uso da quimioterapia para o
tratamento de neoplasias pode causar ao individuo.

O sulfato de vincristina resultou em regressao tumoral de 100% dos casos,
mas os efeitos toxicos puderam ser observados por meio da diminuicdo do ndmero
de leucdcitos totais, plaquetas e hematocrito, e alteracdes nas enzimas AST, ALT e

ureia.
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5. CONCLUSOES

Mediante este trabalho verificou-se que o modelo do TVTc € viavel para a
avaliacdo de terapias antineoplasicas in vivo. A formulagdo topica da propolis
apresentou efeito antineoplasico, de forma isolada e em associagcdo ao
quimioterapico sulfato de vincristina, acarretando em diminui¢cdo da celularidade de
TVTc em exames citologicos. O sulfato de vincristina apresentou eficacia em 100%
dos casos, porém foram evidenciados como sinais de toxicidade, diminuicdo na
quantidade de leucdcitos totais, plaquetas e hematdcrito. A associagcdo do
tratamento proépolis+vincristina foi eficiente em minimizar a toxicidade sobre os
leucdcitos. Foram constatadas alteracbes nas enzimas AST, ALT e Uréia, e
alteracbes ultrassonograficas compativeis com hepatotoxicidade apds a
administracdo do sulfato de vincristina. A associacdo com a prépolis nao influenciou

nestes parametros.
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