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1. Titulo da Tese: Atividade Antitumoral da Geoprdpolis em Associacao a Carboplatina em
Células Tumorais Ovarianas
A presente pesquisa tem potencial para gerar impactos sociais significativos especialmente no
contexto da saude publica. Além disso, estd alinhada com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentaveis da Agenda de 2030 da ONU, especialmente com o ODS 3 — satde e bem-estar,
tendo em vista a busca por novas alternativas terapéuticas para o cancer de ovario, uma doenga
com alta mortalidade entre as mulheres. A investigacdo da geopropolis, um produto natural
brasileiro, em combinag¢do com o quimioterapico carboplatina, visa desenvolver estratégias de
tratamento mais eficazes, seguras e acessiveis, contribuindo para a ampliacao do acesso a satide
e a melhoria da qualidade de vida das pacientes oncoldgicas. Além disso, por valorizar a
biodiversidade brasileira, ¢ fomentar a aplicacdo no desenvolvimento de terapias inovadoras,
dialoga com as ODS 9 — Industria, inovagao e infraestrutura em termos de utilizar a pesquisa
translacional e fortalecer a ciéncia nacional; e ODS 15 — Vida terrestre promovendo o uso

consciente da biodiversidade atrelada a produgao do produto natural aqui aplicado.

Potential impact of this research

1. Thesis Title: Antitumor Activity of Geopropolis in Association with Carboplatin in Ovarian
Tumor Cells
This research has the potential to generate significant social impacts, particularly in the context
of public health. Furthermore, it aligns with the United Nations 2030 Agenda for Sustainable
Development Goals (SDGs), especially SDG 3 — Good Health and Well-being, given its focus
on exploring new therapeutic alternatives for ovarian cancer, a disease with high mortality
among women. The investigation of geopropolis, a natural Brazilian product, in combination
with the chemotherapeutic agent carboplatin, aims to develop more effective, safer, and
accessible treatment strategies. This contributes to expanding access to healthcare and
improving the quality of life for cancer patients. Additionally, by valuing Brazilian biodiversity
and promoting its application in the development of innovative therapies, the project also aligns
with SDG 9 — Industry, Innovation and Infrastructure, by advancing translational research and
strengthening national science; and SDG 15 — Life on Land, by promoting the conscious use of

biodiversity associated with the production of the natural compound under study.
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RESUMO
O cancer de ovario (CO) ¢ a doenga ginecologica que causa maior nimero de Obitos entre as

mulheres em todo o mundo e, devido a sua sintomatologia inespecifica nos estagios iniciais,
tende a ser negligenciado ou ainda confundido com outras doengas. Atualmente, o tratamento
consiste em cirurgia citorredutora e quimioterapia com medicamentos da classe da platina e dos
taxanos, de acordo com o estadiamento do tumor. Embora esta abordagem tenha sido eficiente
na terapia primaria, a doenga se repete em cerca de 70% dos casos, levando a resisténcia aos
quimioterapicos e alta taxa de mortalidade. Tem sido relatado na literatura que a associacao
entre compostos naturais e quimioterapicos pode ser benéfica para a otimizacao do tratamento,
podendo diminuir ou ainda evitar a quimiorresisténcia. Nesta perspectiva, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a atuagdo da geopropolis (Geo) isolada ou combinada ao
quimioterapico carboplatina (CB) em células tumorais ovarianas. Para isso, células tumorais
ovarianas das linhagens SKOV3, OVCAR3 ¢ OVCARS foram cultivadas em cultura celular
bidimensional e tridimensional, expostas aos compostos Geo e CB, seguido de analises de
marcagdo de fluorescéncia para avaliagdo da morfologia, proliferagdo, viabilidade celular e
apoptose, além de ensaios de migragdo. Os resultados demonstraram que a geopropolis
apresenta efeito citotoxico seletivo em células tumorais de ovario, acentuando o impacto da
carboplatina quando em combinag¢do. Além da reducdo da viabilidade celular, a associag@o dos
compostos promoveu prejuizo a migracao e adesdo celular, sugerindo potencial contengdo de
mecanismos relacionados a progressao e disseminagao tumoral. A baixa ativacdo de caspases,
combinada a persisténcia de marcadores proliferativos e expressao intermediaria de Rad51,
pode indicar o envolvimento de vias de morte alternativas. O estudo amplia o conhecimento
sobre o potencial terapéutico da geoprdpolis como agente adjuvante no tratamento do cancer
de ovario, embora ressalte-se a necessidade de analises moleculares complementares para

elucidar os mecanismos subjacentes envolvidos na morte celular ndo apoptotica e migragao.

Palavras-chave: cultura celular tridimensional, cancer de ovario, microambiente tumoral,

carboplatina, propolis.
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ABSTRACT
Ovarian cancer (OC) is the gynecological disease responsible for the highest number of deaths
among women worldwide. Due to its nonspecific symptomatology in the early stages, it is often
overlooked or misdiagnosed as another condition. Currently, treatment consists of
cytoreductive surgery followed by chemotherapy with platinum- and taxane-based drugs,
depending on the tumor stage. Although this approach has proven effective in primary therapy,
the disease recurs in approximately 70% of cases, leading to chemoresistance and high mortality
rates. The literature has reported that combining natural compounds with chemotherapeutic
agents may enhance treatment efficacy and potentially reduce or prevent the development of
chemoresistance. From this perspective, the aim of the present study was to evaluate the effects
of geopropolis (Geo), either alone or in combination with the chemotherapeutic agent
carboplatin (CB), on ovarian tumor cells. To this end, ovarian cancer cell lines SKOV3,
OVCAR3, and OVCARS were cultured in two-dimensional and three-dimensional systems and
exposed to Geo and CB. Subsequently, fluorescence labeling was performed to assess
morphology, proliferation, cell viability, and apoptosis, as well as cell migration assays. The
results showed that geopropolis exhibits selective cytotoxic effects on ovarian cancer cells and
enhances the action of carboplatin when used in combination. In addition to reducing cell
viability, the combination of the compounds impaired cell adhesion and migration, suggesting
a potential suppression of mechanisms involved in tumor progression and dissemination. Low
caspase activation, along with sustained expression of proliferation markers and intermediate
levels of Rad51, may indicate the involvement of alternative cell death pathways. This study
expands the current knowledge on the therapeutic potential of geopropolis as an adjuvant agent
in the treatment of ovarian cancer, although further molecular analyses are needed to clarify the

underlying mechanisms involved in non-apoptotic cell death and migration.

Key words: three-dimensional cell culture; ovarian cancer; tumor microenvironment;

carboplatin; propolis.
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Reducac da viabilidade celular
Prejuizo a migragdo e adesdo celular
Baixa ativacdo de caspases
Possivel envolvimento de vias
alternativas
Rad51 intermediario

Resumo Grafico
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Figura 1: Condig¢des de cultivo e parametros experimentais utilizados para as linhagens HFF-
1, SKOV-3, OVCAR-3 e OVCAR-8, incluindo o tipo de modelo (2D ou 3D), meio de cultura,

suplementagdo e concentragdes de carboplatina e geopropolis aplicadas..........cccceecveerveenennen. 35

Figura 2: Representacdo esquematica dos ensaios realizados nas linhagens OVCAR-3,
OVCAR-8 e SKOV-3, cultivadas em modelos bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D),
submetidas aos tratamentos com carboplatina, geopropolis ou a associagdo de ambos. Foram
avaliados os parametros de viabilidade celular (MTT, Calceina/lodeto de propidio), apoptose
(Caspase-3/-7), migragdo (esferoides e wound healing) e expressdo de marcadores proliferagdo

e reparo por imunofluorescéncia (KI-67, faloidina, Rad51, ZO-1).....cccoceeviiiiiiiiiiiieee 38

Figura 3: Andlise de viabilidade das células HFF-1 expostas a geopropolis. Control (meio de
crescimento), CTE (meio de crescimento adicionado do veiculo EtOH 70%), 25, 50, 75 ¢
100pg/mL  (meio de crescimento suplementado com geopropolis nas respectivas

concentragdes). A) 24 horas. B) 48 horas. C) 72 horas.........cccueevvieviieiienieeiieeie e 39

Figura 4: Padronizacdo dos esferoides de células SKOV-3 a partir das concentracdes de

0,5x10% 1x10%, 1,5x10%e 2x10% células/pogo, cultivadas por 24, 48 ¢ 72 horas...............c.......... 40

Figura 5: Analise de viabilidade dos esferoides de cancer de ovario. A) Skov-3: Carbo 42.5uM,
Geo 127.5ug; B) Ovcar-3: Carbo 127.5uM, Geo 85ug; C) Ovcar-8: Carbo 25uM, Geo 340ug.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001....c..eoriiriiiiriiiiieeeeeeeeeee e 41

Figura 6: Analise de Sinergismo entre carboplatina e geopropolis nas linhagens de cancer de
ovario SKOV-3 e Ovcar-3 utilizando o modelo ZIP. A) Mapas de sinergismo (superficie 3D)
demonstrando as regides de interagdo com base nos escores ZIP. Areas em vermelho indicam
interagdo positiva (sinergismo), enquanto areas em verde representam interacdo negativa
(antagonismo). Os escores ZIP obtidos foram -0,923 para SKOV-3 e 2,577 para OVCAR-3,
valores que indicam interagdo aditiva conforme os critérios da plataforma. B) Matrizes de
resposta a dose expressas em porcentagem de inibicao da viabilidade celular. A intensidade da

cor vermelha reflete maior inibicdo da viabilidade, e os valores numéricos correspondem a
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média percentual de inibi¢do para cada combinacdo de doses. SynergyFinder v2.0

(https:/SYNergyIINAEr FIMIMILTT) .eueeeee ettt e et ettt aarreeeseeeeeeaaeneeesseeeenes 42

Figura 7: Analise da viabilidade de esferoides OVCAR-8 GFP tratados com carboplatina
(25 uM) e geopropolis (340 pg). Imagens de fluorescéncia obtidas no dia 5 apds coloragdo com
Calceina AM e lodeto de propidio, onde células viaveis aparecem em verde (Calceina AM) e

células mortas em vermelho (Iodeto de propidio).........ccceeeeceiieeciiiiniiieciie e, 44

Figura 8: Deteccdo de apoptose em esferdides da linhagem OVCAR-8 tratados com
carboplatina (25 puM), geopropolis (340 pg/mL) ou sua combinagdo. A fluorescéncia verde

Indica a ativagao A€ CASPASES=3/7...cccueeeeriieeiieeeiee et et eerteeeae e et e e s aee e s baeesabaeesabeeesareeenreeas 45

Figura 9: Analise da migracdo celular pelo ensaio de cicatrizagdo em células de cancer de
ovario - SKOV-3 tratadas com carboplatina (85 uM), geoprdpolis (85 pug) ou a combinagio de
ambos por 48 horas. (A-) Imagens representativas da area da ferida nas condigdes: controle,
Carbo, Geo e Carbo+Geo nos tempos 0, 24 e 48h. (B)- Quantificagdo da area de fechamento da
ferida em 24h e 48h (% de wound coverage). (C)- Anélise estatistica da porcentagem de
cobertura da ferida apds 48h de tratamento. Os dados estdo expressos como média = DP.

#<0,05; FEP<0,015 FEFPC0,001.crroerreeeeoeees oo eeeeeeessessseeseseseesssssesessessseesseseesseeeeeeeeees 46

Figura 10: Analise da migracdo de esferoides de células SKOV-3. Esferoides formados e
estabilizados por seis dias plaqueados em placas de 6 pogos. A) Adesdo e crescimento dos
esferdides apos tratamento. B) Area de crescimento ao longo de 72 horas. C) Area de migragdo

APOS 72Nt et b et e bt e a b e e bt et e e bt e enbeebeeenteenaeenne 47

Figura 11: Andlise por imunofluorescéncia de esferoides de OVCAR-8 tratados com
carboplatina (25 uM), geopropolis (340 png) ou combinagdo por 5 dias. A) marcacao para Ki-
67 (vermelho), faloidina (roxo), DAPI (azul) e sobreposi¢do (Merged). B) Rad51 (roxo), ZO-1
(vermelho), DAPI (azul) e sobreposicao (Merged).........ccueevuierieeiiienieeiiesie e 48

Figura 12: Esquema apresentando os principais achados cientificos deste projeto de

PESGUISAL 1. tteettentieeeteettesiteeteaeateeteeesteesseassseenseeeaseenseaesseenseesaseenseeesseenseesaseenseeenseenseeenseenneeenseennns 49
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5-FU - 5-fluorouracil

ATCC — American Type Cell Culture

AUC — Area under the curve

CAPE — Caffeic Acid Phenethyl Ester

CB — Carboplatina

CEO — Cancer Epitelial de Ovario

CNM - Cinnamoiloxi-mameisina

CO — Cancer de Ovario

DOX — Doxorrubicina

EOC — Epithelial Ovarian Cancer

FDA — Food and Drug Administration
GEO — Geopropolis

HGSOC — High-Grade Serous Ovarian Cancer
HRR — Homologous Recombination Repair
IC25 — Inhibition concentration of 25%
INCA — Instituto Nacional do Cancer
MMC — Mitomicina C

MTT — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NER — Nucleotide Excision Repair

OC — Ovarian Cancer

ODS — Objetivos de Desenvolvimento Sustentaveis
ONU - Organizagao das Nacgoes Unidas
PARP — Poli(ADP-ribose) polimerase

PDT — Terapia Fotodindmica

PFA — Paraformaldeido

PI — Todeto de Propidio

SFB — Soro Fetal Bovino

spOS-2 — Osteossarcoma canino

TGI — Total growth inhibition

TMZ — Temozolomida

Z1P — Zero Interaction Potency
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1.1 Cancer de ovario: caracteristicas gerais e microambiente tumoral

O cancer de ovario (CO) ¢ considerado uma das neoplasias malignas mais
frequentemente diagnosticadas na ginecologia, sendo mundialmente a quinta doenga mais
mortal entre as mulheres adultas (Ghoneum et al., 2018; Siegel et al., 2025). No Brasil, segundo
o INCA (Instituto Nacional do Cancer), a estimativa de novos casos de CO para o triénio 2023-
2025 ¢ de 7310 novos casos, sendo o oitavo cancer mais incidente entre as mulheres no pais
(INCA, 2023).

Alguns estudos epidemioldgicos discutem os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do CO, sendo o fator hereditario um dos mais importantes (Cannistra, 2004;
La Vecchia, 2017). A nuliparidade também esté4 associada a um risco aumentado de CO, assim
como a falta de amamentacdo. Ja o uso de contraceptivos orais, gravidez e lactacdo estdo
associados a um risco reduzido (Cannistra, 2004; La Vecchia, 2017). A influéncia das idades
da menarca e da menopausa ¢ pouco discutida na literatura, entretanto a maior incidéncia da
doenga parece ocorrer com maior frequencia no periodo pés-menopausa — entre 50 ¢ 74 anos
(Yang et al., 2019; Dunneram et al., 2019; Sideris, 2024). Segundo Bray (2024), dos 476.912
casos de cancer de ovario estimados até 2050, 68,31% deverdo ocorrer entre a faixa de 55-85+
anos. Yang e colaboradores (2019) desenvolveram um trabalho de meta andlise analisando 26
estudos prévios, somando mais de 1 milhdo de participantes incluindo mulheres de ancestrias
asiaticas, europeias e outras ndo especificadas, para entender melhor a associagao entre idade
da primeira menstruag¢do e o desenvolvimento do CO e concluiram que quanto maior a idade
da primeira menstruagdo, menores sao os riscos de desenvolvimento do CO.

Os sintomas da doenga sdo considerados inespecificos e, na maioria das vezes,
assintomaticos em estagio inicial. Alguns desses sintomas sdo: desconforto ou plenitude
abdominal, dispepsia, saciedade precoce ou inchago, como resultado do aumento da pressao
abdominal (Cannistra, 2004; Liu et al., 2018). Porém, esses sintomas sao propensos a serem
identificados e diagnosticados imprecisamente como sinais de outras doengas, causando atrasos
na deteccdo (Gaitskell et al., 2011). Consequentemente, 40% a 50% das pacientes sao
identificadas apenas quando o CO ja se encontra em estdgios avancados (Liu et al., 2018),
levando a uma baixa taxa de sobrevivéncia entre as pacientes. Outra razao para este incidente ¢
que, embora muitas pacientes alcancem remissao clinica completa apds a terapia primadria, a
doenca se repete em 70% dos casos, desenvolvendo resisténcia aos medicamentos (Chiou et al.,

2003; Heintz et al., 2006; Ottevanger, 2017; Polajzer & Cerne, 2025).
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A classificagdo histologica do CO ¢ baseada na morfologia das células tumorais, sendo
atribuida de acordo com a semelhanga com as células normais que revestem os diferentes 6rgaos
do sistema genital feminino (Scully et al., 1998). Aproximadamente 90-95% dos casos de CO
sao do tipo epitelial (CEO - cancer epitelial de ovario), enquanto os tipos nao epitelial, incluindo
cancer de células germinativas e cancer de células estromais, somam aproximadamente 5-10%
(Torre et al., 2018). O CEO representa uma neoplasia altamente heterogénea, englobando
tumores com distintas histologias, graus de diferenciagdo e perfis moleculares e
microambientais, influenciando diretamente a resposta terapéutica e o prognostico clinico. Do
ponto de vista histopatoloégico, o CEO ¢ tradicionalmente classificado em cinco subtipos
principais: seroso de alto grau, seroso de baixo grau, células claras, endometrioide e mucinoso.
Cada subtipo apresenta caracteristicas clinicas particulares, incluindo padrdes especificos de
apresentacao, evolugao clinica e sensibilidade as terapias disponiveis. Essas variagdes refletem
diferengas bioldgicas intrinsecas entre os subtipos, com impacto direto nos desfechos clinicos
(Lheureux et al., 2019).

Dentre os subtipos de CEO, o cancer de ovario seroso de alto grau (HGSOC - do inglés
High-Grade Serous Ovarian Cancer) ¢ o mais predominante (Prat, 2012). Alteracdes deletérias
nos genes supressores tumorais BRCA1 e BRCA2 e em outros genes envolvidos na reparagao
de quebras no DNA estao fortemente associadas a predisposi¢do ao subtipo HGSOC (Alsop et
al., 2012), sendo responsaveis por 15-20% dos casos. As proteinas BRCA desempenham papel
essencial na reparacdo de danos ao DNA por recombinacdo homoéloga (HRR), atuando junto
com a proteina RADS51 na formagdo de focos nos locais de dano (Orhan et al., 2021). A
deficiéncia em BRCA1/2 ou em outros genes chave desse reparo, como RADS5I1, leva a
deficiéncia de recombinacdo homoéloga. Em tumores como o HGSC, mutagdes em TP53
contribuem para a prolifera¢do celular desregulada e instabilidade genomica (Coscia et al.,
2016). Na pratica clinica, a avaliacdo dessas alteragdes baseia-se na deteccdo de mutagdes em
BRCA e na instabilidade gendmica. Ensaios funcionais, como a contagem de focos de RADS51
apo6s dano induzido por radiagdo e a imuno-histoquimica quantitativa de RADS1 (Orhan et al.,
2021), surgem como métodos complementares promissores para aprimorar a predicdo de
sensibilidade ao tratamento quimioterapico.

E importante destacar que o microambiente do CO ¢ bastante complexo, formado por
elementos celulares (células epiteliais, fibroblastos, adipocitos, macrofagos, endoteliais,
mesoteliais), que se transformam a partir de sinaliza¢do paracrina, tornando-se em sua grande

maioria células associadas ao cancer, e elementos ndo celulares (exossomos, proteinas

16



\V
avavav - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVA
u nes " 40110 DE MESQUITA FILHO"
Campus de Botucatu

reguladoras, fatores de crescimento, enzimas proteoliticas, citocinas, componentes da matriz

PPG - BGA

extracelular) (Figura 1) (Wang et al., 2025). Essa complexa rede de células e moléculas que
favorecem a imunossupressao e, simultaneamente, sustentam a sobrevivéncia, multiplica¢do e
disseminagdo das células cancerigenas. Elementos ndo tumorais, como células do sistema
imunoldgico e componentes estromais, desempenham papel central na dindmica desse
microambiente (Wang et al., 2025). Os elementos nao celulares sdo igualmente relevantes e
promovem o crescimento e a disseminagdo de esferdides tumorais na cavidade peritoneal

(Worzfeld et al., 2017).

V- ‘fumor immune
\ microenvironment

Cancer-
associated
adipocytes

Cancer-
associated

fibroblasts
stem cells

Tumor-associated | Cancer-associated
endothelial cells mesothelial cells

Figura 1: Principais componentes do microambiente tumoral e suas fun¢des no desenvolvimento e

progressdo do CO (Wang et al., 2025).

O tratamento padrdo de primeira linha para o CO geralmente envolve uma cirurgia
extensa de citorredugdo, associada a quimioterapia baseada em platina, podendo ou no incluir
o inibidor da angiogénese bevacizumabe (Marchetti et al., 2019). Em determinados casos, esse
regime ¢ seguido por uma terapia de manuten¢do com inibidores da enzima poli(ADP-ribose)

polimerase (PARP) (Moore et al., 2018).
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1.2 Carboplatina

A Carboplatina ¢ um quimioterapico frequentemente utilizado no tratamento do CO
(Berek et al., 2000; Soares & Silva, 2010; Neves & Vargas, 2011). Também conhecida pelo
nome comercial de Paraplatina® (Neves & Vargas, 2011), este farmaco recebeu a aprovacio
pela Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico em 1985 (Pasetto et al., 2006;
Wheate et al., 2010).

Os farmacos a base de platina foram descobertos no final dos anos 60 por Rosenberg e
colaboradores (1965), que observaram sua atividade anticancerigena através do crescimento de
uma coldnia de Escherichia coli na presenga de um campo elétrico (Rosenberg et al., 1965;
Rosenberg et al., 1969), resultando na forma¢do de filamentos de bactérias, sendo esta uma
consequéncia da completa interrupgao da divisao celular.

O primeiro farmaco a ser desenvolvido com poder antineoplédsico foi a Cisplatina
(Alderden et al., 2006), porém, esta apresentava consideravel perfil de toxicidade, sendo
substituida mais tarde pela Carboplatina (Ho, et al., 2016). Acreditava-se inicialmente que este
farmaco tivesse atividade terapéutica "compardvel" com a Cisplatina, porém, sua estrutura
difere pela presenga de ligantes do tipo carboxilato no lugar dos ligantes abandonadores de
cloreto. O carboxilato confere maior solubilidade a &gua, comparado a Cisplatina. A
Carboplatina, também ¢ menos reativa, ligando-se em menor extensdo as proteinas do plasma,
além de ser mais facilmente excretada pela urina. Todos esses fatores reduzem sua toxicidade,
0 que aumenta sua dose tolerada pelo organismo além de sua eficacia (Wheate et al., 2010;
Neves & Vargas, 2011). Diferentemente de outros quimioterapicos, a administracdo de
carboplatina consiste em um célculo chamado de formula de Calvert, o qual ¢ baseado em dados
especificos do paciente, tais como idade, peso, funcdo renal — dada pelo nivel de creatinina no
sangue e AUC (area under the curve) recomendada, sendo frequentemente AUC 5-7,5 (du Bois,
2005).

A chave do mecanismo da atividade da Carboplatina estd na formagao de ligagdes
cruzadas de DNA que interrompem seu funcionamento, culminando subsequentemente em
apoptose (Roberts et al., 1986; Lippard, 1987; Cobo et al., 2007; Ho et al., 2016). As principais
evidéncias para esta interagdo incluem os seguintes argumentos: (a) Indu¢do do crescimento de
filamentos em bactérias; (b) Inducao de lise em bactérias lisogénicas; (c) Inibigdo preferencial
da sintese de DNA em relacdo a sintese de RNA e proteinas em culturas de células e (d)

Mutagénese (Roberts et al., 1986; Eastman & Barry, 1987; Fontes et al., 1997).
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A Carboplatina ¢ capaz de atravessar a membrana celular, onde ¢ hidrolisada e ganha
uma carga positiva (Adams et al., 2009; de Sousa et al., 2014), assim, consegue interagir com
moléculas nucleofilicas, como DNA ou RNA, por formacao de ligacao covalente com o local
N7 das bases de purina, levando a formagao de adutos de platina (McWhinney et al., 2009;
Amptoulach & Tsavaris, 2011). Esses adutos podem ser reparados apenas pela via de excisdao
de nucleotideos (NER) (Reed, 1998), encaminhando a célula ao processo de apoptose (Ho et
al., 2016; Pokhriyal et al., 2019).

O uso de compostos naturais no tratamento de diferentes tipos de cancer, como o CO,
tem se mostrado cada vez mais frequente (Justino et al., 2023; Kleczka et al., 2023). Evidéncias
provenientes de estudos e ensaios clinicos indicam que essas substancias podem contribuir para
minimizar os efeitos adversos da quimioterapia, melhorar sua aceitacdo pelos pacientes e
potencializar a eficdcia dos tratamentos convencionais por meio de mecanismos

complementares (Cheon & Ko, 2020).

1.3 Geopropolis

Virios estudos sobre o contetdo e as caracteristicas bioldgicas da propolis foram
publicados nas tultimas décadas, ilustrando o interesse dos pesquisadores por este produto
apicola e o seu potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos e aplicagdes médicas
(Sforcin & Bankova, 2011; Sforcin, 2016). A prépolis € um produto resinoso que as abelhas
elaboram a partir de exsudatos e brotos de plantas, adicionando cera e enzimas (Sforcin &
Bankova, 2011). Popularmente ¢ conhecida como "cola de abelha", que ¢ um termo genérico
atribuido a este material pegajoso. A palavra "propolis" vem das palavras gregas "pro" para
defesa e "polis" para cidade ou comunidade, ou seja, defesa da colméia (Castaldo, 2002).

As abelhas sem ferrdo, comumente conhecidas como meliponineos, sdo caracterizadas
pelo ferrdo atrofiado e habitam em colonias (de Camargo, 2017). Essas abelhas geram a
geopropolis (Geo), que ¢ composta de material resinoso obtido de plantas, secrecdes salivares
de abelhas, cera e adicionando, curiosamente, barro ou terra (Nogueira-Neto, 1997). A Geo ¢
conhecida pelo seu uso terapéutico como antisséptico, no tratamento de doengas respiratorias e
dermatoses ¢ no fortalecimento das nossas defesas naturais (Bartolomeu et al., 2016).

A ampla aplicagcao dos produtos derivados de abelhas ¢ atribuida principalmente as
diversas atividades bioldgicas que eles possuem (Hossain et al., 2022), incluindo atividades
gastroprotetoras, anti-inflamatorias, cicatrizantes, antioxidantes, imunomodulatodrias,

antibioticas e antitumorais (Sforcin, 2007; Aragjo et al., 2015; Sforcin, 2016; Pasupuleti, 2017;
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Ripari et al., 2021).

Franchin e colaboradores (2016) investigaram a atividade anti-inflamatéria da
Cinnamoiloxi-mameisina (CNM), isolada da Geo em camundongos, verificando que o pré-
tratamento com CNM reduziu a migragao de neutrofilos para a cavidade peritoneal e articular
dos camundongos, através da inibicao da liberagdo de TNF-a e CXCL2/MIP-2. Além disso em
macrofagos, CNM tem influéncia na fosforilagdo de ERK 1/2, INK e p38 MAPK, bem como
nos fatores de transcricdo AP-1 e NF-«xB.

Vérios grupos de pesquisa analisaram a atividade antitumoral da prépolis e da Geo.
Esses produtos ja foram testados em uma variedade de modelos de tumores, incluindo cancer
de cabega e pescoco, pulmao, figado, pancreas, rim, prostata, pele, mama, estdmago e célon
(Pereira, 2021), com resultados promissores sugerindo que esses compostos naturais podem ser
usados como parte de um tratamento médico complementar para tumores humanos (Sforcin &

Bankova, 2011; Bartolomeu et al., 2016; Pereira, 2021).

1.4 Drogas anti-cancer e geopropolis

Partindo da perspectiva farmacodinamica, o extrato de propolis tem melhorado a
atividade anti-cancer através da sensibilizacdo de linhagens quimiorresistentes, além de reduzir
a toxicidade por interagir positiva ou sinergicamente com muitos agentes quimioterapéuticos
(Hossain et al., 2022).

Embora a composi¢do da propolis possa variar geograficamente (Ristivojevi¢, 2015),
tem sido visto na literatura resultados positivos com extratos vindos de diversas regides
geograficas e sob variacoes nas condi¢cdes de preparo, em combinacdo com drogas
quimioterdpicas como doxorrubicina (DOX), temozolomida (TMZ), 5-fluorouracil (5-FU),
mitomicina C (MMC), irinotecano e terapia fotodindmica (PDT) (Hossain et al, 2022). Sua
atuac¢ao esta relacionada ao aumento da eficacia, diminuicdo de efeitos colaterais, ou ainda da
resisténcia as drogas (Hossain et al, 2022).

Recentes estudos tém demonstrado que a propolis € capaz de otimizar a acdo de agentes
antitumorais, hipotetizando um efeito sinérgico. A associagdo entre propoélis e carboplatina
atuou inibindo a proliferagdo de células de osteossarcoma canino (spOS-2) in vitro (Bernardino
et al., 2018). Além disso, utilizando modelos in vivo (fémeas Sprague Dawley com cancer de
mama induzido por dimetilbenz(a)antraceno), foi visto que a propolis atuou junto ao
quimioterapico paclitaxel, exercendo acao antioxidante e contribuindo para reducao dos efeitos

colaterais provocados pelo quimioterapico (Padmavathi et al., 2006).
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quimioterapicos. Células HEp-2 (originadas de carcinoma de laringe humana) expostas a
combinacdo de Geo e carboplatina, tiveram reducdo da viabilidade em resposta a Geo,
entretanto a carboplatina ndo exerceu nenhum efeito, de forma isolada, nessas células,
indicando resisténcia a este farmaco (Araujo et al., 2015).

Em outro estudo utilizando também células HEp-2, Bartolomeu et al. (2016)
combinaram Geo com carboplatina, metotrexato e doxorrubicina e obtiveram maior
citotoxicidade sobre as células tumorais, comparado aos resultados originados da exposi¢ao aos
compostos de maneira isolada.

Contiguo a este estudo, o efeito da combinacao entre Geo e doxorrubicina foi avaliado
em monocitos humanos. Tal combinacao nao exerceu citotoxicidade para os mondcitos, além

de proteger o potencial antimicrobiano da doxorrubicina (Oliveira et al., 2019).

1.5 Geopropolis e cancer de ovario

Considerando a problemdtica do CO e a busca por novas alternativas terapéuticas,
alguns estudos foram direcionados para avaliar a atuagdo da Geo neste tipo tumoral. Cunha e
colaboradores (2013) utilizaram diversas linhagens de diferentes tipos tumorais para avaliar o
potencial antiproliferativo da Geo. Entre as linhagens utilizadas, foram avaliadas as linhagens
tumorais ovarianas NCI-ADR/RES (multidrug resistant ovarian), e OVCAR-03, as quais
exibiram resposta antiproliferativa nas concentragdes de 23,92 e 11,93ug/mL respectivamente
de Geo. Com base na classificacdo de TGI (fotal growth inhibition), os autores afirmaram que
a Geo apresentou atividade moderada contra as linhagens tumorais ovarianas (6.25 pg/mL <
TGI <15 pg/mL), além de ndo exibir citotoxicidade contra células ndo tumorais de fibroblastos
murinos (da Cunha, 2013). Esse comportamento indica que a Geo desempenha citotoxicidade
seletiva, ndo sendo prejudicial as células normais.

Em estudos prévios também foi visto que a Geo reduziu a viabilidade de células
tumorais ovarianas das linhagens A2780 e ES2 de maneira dose e tempo-dependente, em que
concentragdes mais elevadas (15.65 e 31.25pug/mL) e maior tempo de exposi¢cdo (48h)
revelaram resultados mais efetivos. Embora tenha apresentado efeito contra as células tumorais,
as c¢lulas da linhagem ndo tumoral-HUVEC nado foram afetadas pela exposi¢ao a Geo
(Barboza, 2020). Para explicar como ocorria a citotoxicidade da Geo, os autores analisaram o
ciclo celular, verificando que o tratamento aumentou o niimero de células na fase S, levando

ainda ao acumulo de pequenos fragmentos de DNA em uma sub-fase G1 (considerada como
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fase apoptotica) na linhagem A2780. Apesar de os resultados in vitro serem considerados
preliminares, eles apontam a Geo como um composto promissor para o tratamento antitumoral
e com menores efeitos colaterais.

Embora os estudos com a Geo estejam em constante crescimento, pouco se sabe a
respeito de sua atua¢do combinada ao paclitaxel ou a carboplatina no tratamento do CO. Diante
deste cenario, fica nitida a relevancia da investigagcdo da Geo em combinagdo ao quimioterapico
classico acima citado e utilizado no tratamento de CO, a fim de estabelecer uma nova estratégia
terapéutica na medicina alternativa e complementar para as pacientes oncologicas.

Conforme evidenciado nos exemplos citados, a maioria dos estudos funcionais que
investigam os efeitos isolados ou combinados de compostos naturais sobre diferentes tipos de
neoplasias tem sido conduzida predominantemente por meio de modelos in vitro (Bernardino
et al., 2018; Hossain et al, 2022). Nas tltimas duas décadas, avangos significativos nas técnicas
de cultura celular possibilitaram o desenvolvimento de sistemas que mimetizam, com maior
fidelidade, o microambiente tumoral in vivo, permitindo analises mais precisas das interagdes
entre células tumorais e o estroma, além de melhor refletirem a complexidade fisiologica dos
tecidos. Um exemplo € a técnica de cultura celular tridimensional que tem ganhado forca e se
consolidado na atualidade, mas tem seu surgimento datado da década de 1970 com esferoides

tumorais multicelulares (Friedrich, 2007; Fontana et al., 2020; Caleffi & Aal, 2021).

1.6 Cultura celular tridimensional

O tradicional cultivo celular bi-dimensional (2D) em monocamada ¢ essencial para o
descongelamento efetivo, expansdao € manutencao das células para pesquisas in vitro, porém,
varias limitagdes existem nesse modelo, como por exemplo a perda da arquitetura especifica do
tecido, da interagcdo célula-célula, alteracdes na expressdo génica e sintese de proteinas e
obtencdo de resultados pré-clinicos confidveis (Figura 2) (Ryan et al, 2016; Souza et al., 2016).
Novas técnicas (Figura 3), como os diversos modelos de cultura celular tridimensional (3D)
permitem maior aproximacdo das condi¢des fisioldgicas e do microambiente celular nos

estudos in vitro (Fontana et al., 2020).
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Figura 2: Utiliza¢do de células cultivadas em 2D ¢ em 3D para a realizagdo de ensaios pré-clinicos

(Caleffi et al., 2021).

Entre os primeiros modelos tridimensionais desenvolvidos estd a cultura de explantes.
Essa técnica consiste na manutencao de pequenos fragmentos de tecido em condicdes in vitro,
utilizando géis ou membranas semipermeaveis, em meio isotonico ou solucdo nutritiva. Essa
abordagem preserva tanto a arquitetura original do tecido quanto sua composicao celular. No
entanto, a principal limitacdo desse modelo € sua viabilidade a longo prazo, uma vez que os
tecidos tendem a degradacao apds algumas semanas de cultivo (Nath & Devi, 2016).

Os esferoides estdo entre os modelos mais amplamente desenvolvidos e investigados.
Esferoides celulares sdo, em geral, agregados formados por um Unico tipo de célula epitelial
aderente, podendo representar tecidos homogéneos, como musculos ou tumores (Caleffi & Aal,
2021). Um método bastante recente para a formagao de esferdides, chamado de cultura celular
3D magnética, consiste na magnetizagdo das células com nanoparticulas (Haisler et al., 2013).
Sem a necessidade da utilizagdo de arcaboucos, esse método leva a magnetizagdo e a
consequente unido das células formando esferdides, fazendo com que tenham a sua superficie
livre para total contato e sinalizagdo com células vizinhas e ainda permitindo a co-cultura direta
entre dois ou mais tipos celulares, aproximando o fendtipo celular desses ensaios in vitro

daqueles encontrados em animais experimentais (Zietarska et al., 2007; Yamada & Cukierman,

2007; Leonard et al., 2010; Caleffi & Aal, 2021).
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Por essa maior interacdo, tais ensaios mostram também maior eficiéncia no teste de

novos farmacos para o tratamento de doengas como o cancer (Jaganathan et al., 2014).

Ascites Tumors
|
== g, i*i
L . ° L/ x ’
L e . ~"
- ® -
Tissue pieces Cancer cell aggregates/  Stromal cells
single cells
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Figura 3: Modelos de estudo de células derivadas de biopsia de pacientes com CO (Schoutrop et al.,

2022).
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Atividade Antitumoral da Geopropolis em Associacdo a Carboplatina
em Células Tumorais Ovarianas

1. Justificativa e Hipodtese

Considerando a problemaética do diagndstico frequentemente tardio e da resisténcia das
células de CO ao tratamento quimioterapico, se faz necessario o estudo de novas estratégias
para otimizar a acdo desses medicamentos. Assim, este estudo se alinha com Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel 3 (ODS 3) da Agenda 2030 da Organizagao das Nac¢des Unidas
(ONU), que visa “assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as
idades”, uma vez que a problematica citada impacta diretamente a qualidade de vida e a
sobrevida das pacientes. Dessa forma, torna-se essencial contribuir com novos achados
cientificos sobre a agdo do composto natural geoprdopolis no tratamento combinado para o CO,
na tentativa de otimizar o efeito do quimioterapico de primeira linha na destruigdo efetiva das
células tumorais.

A partir das informagdes acima descritas, a hipdtese deste trabalho € que a geopropolis
seja capaz de potencializar a atividade citotdxica da carboplatina, reduzindo a resisténcia das
células neoplésicas ao composto, diminuindo a atividade migratdria e, portanto, metastatica do

CO.

2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais
Avaliar o efeito da geopropolis isoladamente e combinada ao quimioterdpico
carboplatina sobre células tumorais de ovario de alta agressividade, cultivadas em sistema

bidimensional e tridimensional.

2.2 Objetivos Especificos
e Investigar o impacto de diferentes doses e tempos de exposicao de geoprdpolis isolada

e em combinagdo com carboplatina em linhagens de CO em modelo bi e tridimensional;
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e Avaliar a viabilidade das células de CO e de uma linhagem celular nio-tumoral,
expostas aos compostos isolados e combinados;

e Analisar o efeito das diferentes exposigdes sobre o processo migratorio das células
neoplasicas em modelo bi e tridimensional;

e Analisar o efeito das exposigdes aos tratamentos sobre o processo de morte das células
neoplasicas;

e Analisar o efeito das exposi¢des aos tratamentos na sinalizagao de proliferacao e morte
de cé¢lulas de linhagem celular agressiva de CO;

e Analisar o efeito das exposi¢des aos tratamentos quanto a expressdo do marcador

caracteristico deste tipo tumoral — Rad51.

3 Material e Métodos
3.1 Linhagens Celulares

As linhagens celulares SKOV3 (células metastaticas de adenocarcinoma epitelial
ovariano de alto grau derivado de ascite humana), OVCAR-3 (células metastaticas originadas
de ascite de adenocarcinoma progressivo humano) e HFF-1 (fibroblastos humanos normais)
foram adquiridas junto a American Type Cell Culture (ATCC) (Manassas, Virginia, USA), e
depositadas no banco de células nivel 2 de biosseguranca (Processo CTNBio n°
01200.007359/2001-11) do Laboratorio de Cultura Celular do Setor Morfologia/IBB/UNESP,
sob coordenacdo da orientadora desta proposta. A linhagem celular OVCAR-8 (células
metastaticas de adenocarcinoma epitelial ovariano humano avancgado, quimioresistentes a
cisplatina e carboplatina) foram analisadas em experimentos desenvolvidos durante o estagio
internacional na Mayo Clinic, no laboratorio do Dr. Alexander Revzin. Cada linhagem celular
foi cultivada individualmente em meio de cultura especifico suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Gibco/Invitrogen™, EUA) e 1% de antibidtico/antimicético
(Gibco/Invitrogen™, EUA), em estufa com 5% de CO2 em atmosfera imida a 37°C. Os meios
foram trocados a cada 2 dias durante a expansdo em garrafas de poliestireno de 25 ¢ 75 cm® e
o monitoramento das culturas foi realizado em microscopio invertido (Zeiss Axiovert®,
Alemanha). Quando as células atingiram 80% de confluéncia foram submetidas a tripsina
0,25% (Gibco/Invitrogen™, EUA) e os experimentos delineados. O comité de €tica nao se faz
necessario por tratar-se de linhagem celular estabelecida e patenteada pela empresa ATCC, que

mantém a responsabilidade sobre as células.
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3.2.1 Formagdo de esferdides tumorais a partir de Placas ultra-low attachment

Células da linhagem SKOV-3 foram cultivadas em cultura bidimensional para a
expansao e, apos tripsinizagdo, ressuspensdo e¢ contagem, as células foram plaqueadas em
placas ultra-low attachment U-shaped (Nunclon™ SpheraTM 96-Well, Nunclon Sphera-
Treated, U-Shaped-Bottom Microplate, 174925, Thermo Scientific™) nas concentragdes de
0,5x10%, 1x10%, 1,5x10% e 2x10* células/pogo, e mantidas em meio de crescimento durante 72
horas, sendo fotografadas a cada 24 horas. Ao final das 72 horas, foi realizado um ensaio de
viabilidade para averiguar se as condi¢des de manutengdo dos esferdides estavam adequadas.
Para fins de comparacdo, o mesmo padrdo de formacao de esferoides foi realizado para a
linhagem OVCAR-3. A concentracio de trabalho escolhida foi a de 10* células/pogo, de acordo
com a padronizacdo. Os esferdides receberam meio de crescimento contendo as diferentes
exposicoes, de acordo com os grupos experimentais descritos no item 3.5, apds 48 horas de sua

formagao e estabilizagdo e foram mantidos por 72 horas.

3.2.2 Formagdo de esferoides a partir de dispositivos de microfluidica

Células da linhagem OVCAR-8 foram cultivadas em cultura bidimensional para
expansao e, apOs tripsinizacao, ressuspensao e contagem, foram plaqueadas em dispositivos de
microfluidica nas concentragdes de 2x10%mL, 3x10%/mL e 4x10%mL, mantidas em meio de
crescimento contendo 0%, 1% e 2% de matrigel durante 12, 24 e 48 horas. O meio de
crescimento contendo matrigel foi substituido por meio de crescimento convencional e mantido
por até 7 dias, recirculando o meio todos os dias. Ao final desse periodo foi realizado ensaio de
marcacao fluorescente com calceina AM e lodeto de propidio para averiguar as melhores
condicdes de cultivo.

A concentragdo de trabalho escolhida foi a de 2x10° células/mL, que foram entdo
plaqueadas nos dispositivos da seguinte forma: 70uL. da suspensdo de células em meio de
crescimento foi adicionada em um dos reservatorios de meio e 30ul. da mesma suspensado foi
adicionada no lado oposto para criar uma diferenca na pressao hidrostatica e movimentar as
células para dentro do dispositivo. Passado um minuto, quando o volume ¢ equilibrado, e as
células param de circular, o fluxo ¢ invertido, movimentando 30uL da suspensao celular para
o reservatorio que recebeu menor volume de meio. Aguardamos mais um minuto até que todos
os micropogos tenham recebido o mesmo niimero de células e o volume de meio se estabilize

em ambos os reservatorios. Quando o fluxo parou, lavamos os reservatorios com meio de
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crescimento para remover as células que ndo entraram nos micropogos. Meio de crescimento
com 1% de matrigel foi adicionado, os dispositivos foram acondicionados em estufa com 5%
de CO2 em atmosfera umida a 37°C. Apos 24 horas os esferoides ja estavam formados € o meio
com 1% de matrigel foi substituido por meio de crescimento suplementado de acordo com os
grupos de tratamento descritos no item 4.5. Os dispositivos foram mantidos por 5 dias, sendo
recirculados a cada 24 horas, aspirando 50uL de um reservatério de meio e dispensando em

outro.

3.3 Obten¢do da amostra de geopropolis

A geopropolis produzida por abelhas sem ferrdo Melipona fasciculata Smith a partir de
colmeias localizadas no municipio de Palmeirandia (2° 39° S, 44° 55’ O), pertencente a
microrregido da baixada ocidental maranhense, foi fornecida pelo apicultor Sr. Manuel Barros
ao colaborador deste estudo, Prof. José¢ Mauricio Sforcin. Esta amostra de geoprdpolis apresenta
como principais caracteristicas organolépticas: fragmentos duros, granulos de consisténcia
heterogénea, aroma inodoro, cor marrom escura e sabor amargo (DUTRA et al., 2008; CUNHA

et al.,2009). A geopropolis foi coletada com auxilio de espatulas esterilizadas e mantida a 4°C.

3.4 Preparagdo do extrato hidroalcodlico de geopropolis

A amostra de geopropolis (30g) foi triturada e macerada em etanol 70%, a temperatura
ambiente e sob moderada agitagdo. Apos 24 h, o material foi filtrado e a concentragdo final
calculada, obtendo-se o peso seco do extrato hidroalcodlico de geoprdopolis (mg/mL). O extrato
foi acondicionado em frasco &mbar, mantido sob refrigeragao (4°C) e foi diluido em meio RPMI

1640, para obtencao das concentragoes desejadas (ABREU et al., 2006; DUTRA et al., 2008).

3.5 Exposic¢do das células aos compostos

Grupos Experimentais: Os diferentes tipos celulares foram divididos em grupos
experimentais, sendo inicialmente testadas diferentes concentragdes de cada composto isolado,
bem como suas combinagdes, por fim, as concentragdes que se adequaram ao critério de
inclusdo de IC25 (2D) e melhor dose de inibi¢do (3D) seguiram para os demais experimentos

como detalhado na Figura 1.
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Linhagem Tipo  Meio de cultivo Suplementacao Carboplatina pM  Geopropolis pg/mL
HFF-1 2D DMEM 10% SFB + 1% anti-anti - 25,50,75e 100
SKOV-3 2D RPMI 10% SFB + 1% anti-anti 85 85
SKOV-3 3D RPMI 10% SFB + 1% anti-anti 425 127.5
OVCAR-3 3D RPMI i% g ;?n; éf/i . 1275 85
OVCAR-8 3D RPMI 10% SFB + 1% anti-anti 25 340

Figura 1: Condigdes de cultivo e parametros experimentais utilizados para as linhagens HFF-
1, SKOV-3, OVCAR-3 e OVCAR-8, incluindo o tipo de modelo (2D ou 3D), meio de cultura,

suplementagdo e concentragdes de carboplatina e geoprdpolis aplicadas.

3.6 Viabilidade celular através do ensaio MTT

Para determinagdo da viabilidade ap6s exposicdo aos compostos, células das linhagens
SKOV-3 e HFF-1 (n = 4) foram cultivadas em 2D (de acordo com a metodologia descrita no
item 3.1), foram plaqueadas em placas de 96 pocos (1x10* células/pogo) e apds atingir
confluéncia (48 horas), foram expostas aos compostos descritos no item 3.5; e 3D (de acordo
com a metodologia descrita no item 3.2.1) e expostas ao meio de cultura suplementado de
acordo com a descricao de cada grupo (conforme descrito no item 3.5). Para os ensaios 2D, foi
adicionado a cada pogo 200uL de solucdao incubadora, sendo Smg/mL do reagente MTT
(Sigma-AldrichTM, M2128) diluido em meio sem SFB nos pogos de cultura. Para o ensaio
realizado nos esferdides, ao final do tratamento, foi adicionado 10pL da solugdo de MTT, sendo
a concentracdo final nos pogos Smg/mL. A incubacdo do MTT foi realizada por 3 horas em
estufa com 5% de CO, em atmosfera imida a 37°C em ambas as condigoes. O sobrenadante foi
entdo substituido em cada pogo por 200uL DMSO antes da leitura, realizada em um aparelho
de leitura ELISA em filtro de 580nm. Os valores de absorbancia das amostras do grupo controle

foram comparados aos valores dos grupos expostos, seguido de andlise estatistica.

3.7 Viabilidade através de marcacdo fluorescente com Calceina AM e lodeto de Propidio (PI)

Essa andlise permite avaliar viabilidade celular e apoptose em uma populagdo com base
na integridade da membrana plasmatica e na atividade das enzimas esterases. Como resultado,
células vivas e células mortas foram identificadas simultancamente, colorindo com calceina-
AM verde fluorescente para indicar atividade esterase intracelular, e iodeto de propidio

fluorescente vermelho para indicar perda de integridade da membrana plasmatica. Para isso, as
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células da linhagem OVCAR-8 foram cultivadas em modelo 3D (n=3) em dispositivos de
microfluidica (a metodologia completa esta descrita no capitulo II) durante cinco dias em meio
de cultura suplementado de acordo com a descrigao do grupo. Apds esse tempo, as células
foram lavadas com PBS e adicionado 130uL de reagente de marcagao (ImL de PBS + 0,5uL
de calceina + 2uLL de PI). As células foram incubadas com a solu¢dao durante 60 minutos em
estufa com 5% de CO, em atmosfera tmida a 37°C, recirculando a cada 15 minutos € em
seguida o dispositivo foi levado ao microscopio invertido de fluorescéncia para a obtengdo das

imagens.

3.8 Apoptose em esferoides OVCAR-8 apos 5 dias de tratamento

Essa analise permite avaliar a ativacdo das caspases -3 e -7 por meio da sonda
fluorescente indicativa de células em processo de apoptose. Para isso, células da linhagem
OVCAR-8 foram cultivadas em 3D (n=3) em dispositivos de microfluidica, conforme descrito
no item 3.3.2, em seguida os tratamentos foram adicionados seguindo os respectivos grupos
experimentais acrescido de 1uL de CellEvent™ Caspase-3/7 Detection Reagent (Thermo
Fisher, Cat. No. C10423) conforme instru¢des do fabricante. O sinal fluorescente foi

fotocumentado apds uma hora de incubagao e a cada 24 horas, durante 5 dias de tratamento.

3.9 Ensaio de Imunofluorescéncia para andlise da proliferacdo, citoesqueleto, jungoes
celulares e reparo de DNA em esferoides de OVCAR-8

Para isso, células da linhagem OVCAR-8 foram cultivadas em 3D (n=3) em dispositivos
de microfluidica, conforme descrito no item 3.3.2, em seguida os tratamentos foram
adicionados seguindo os respectivos grupos experimentais € mantido por 5 dias, sendo
recirculados a cada 24 horas. Ao fim do tratamento foi realizada a fixacdo com PFA 4%, seguida
de permeabilizacdo com solu¢do contendo 0,5% Triton X-100 em PBS 1x suplementada com
1% de BSA, por 1 hora a temperatura ambiente. Apos nova lavagem com PBS, a etapa de
bloqueio foi conduzida utilizando 5% de BSA na mesma solugdo tampao por 1 hora. As
amostras foram entdo incubadas com o anticorpo primario (KI67 ou Rad51) durante a noite a
4°C. No dia seguinte, foram realizadas lavagens com PBS e posterior incuba¢do com o
anticorpo secundario conjugado (faloidina ou ZO-1), juntamente com DAPI para marcagao
nuclear, por 1 hora a temperatura ambiente, protegidas da luz. Por fim, os dispositivos foram

lavados, e mantidos em PBS para fotodocumentagdo em microscépio confocal.
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3.10  Ensaio de Migragdo Celular Bidimensional — técnica de Wound Healing

A capacidade de migracdo das células SKOV-3 apods exposicdo aos grupos
experimentais foi avaliada pelo ensaio de Wound Healing. Para o ensaio de migracao, as células
SKOV-3 foram semeadas na concentragdo de 1x10° células/cm? em placas de 6 pocos e 24 horas
depois, com as células em confluéncia aproximada de 90%, foi feita uma ranhura central em
cada pogo utilizando uma ponteira para micropipeta de 200puL. Em seguida os pogos foram
lavados com PBS para remover as células remanescentes na ranhura, e os tratamentos foram
adicionados seguindo os respectivos grupos experimentais descritos para os experimentos em
2D (conforme item 3.5). O fechamento da ranhura foi acompanhado a cada 24 horas até o
completo fechamento (0, 24 e 48 horas). O fechamento foi analisado e quantificado usando o

software Image.J.

3.11  Ensaio de Migragdo Celular Tridimensional - A partir dos esferoides

Esferoides celulares formados como descrito no item 4.2.2 foram tratados de acordo
com os grupos experimentais durante 72 horas e transferidos para uma placa de 6 pocos
contendo meio de cultura livre dos tratamentos Cada poco recebeu 15 esferdides previamente
formados em um volume de 3 mL de meio. Os esferdides foram fotodocumentados nos tempos
Oh, 24h, 48h e 72h para anélise da aderéncia e migragdo das cé€lulas da periferia do esferoide.
Ao final, essas imagens foram analisadas no software Image J para a quantificagdo da area total
dos esferdides nos diferentes tempos registrados. A média dos esferodides para cada grupo

experimental foi utilizada para a comparacao dos efeitos dos compostos na migracgao celular.

3.12  Andalise de Interagdo via Synergy Finder

A andlise da interacdo entre a geopropolis e a carboplatina foi realizada por meio da
plataforma online SynergyFinder v2.0 (https://synergyfinder.fimm.fi), utilizando o modelo
Zero Interaction Potency (ZIP). Esse modelo considera que, na auséncia de interacdo, o efeito
combinado de dois compostos deve ser equivalente a soma de seus efeitos individuais, ajustado
pela poténcia relativa de cada um. A plataforma gera mapas de sinergismo em formato
tridimensional (curvas de superficie) e matrizes de resposta a dose, além de calcular um escore
de sinergismo global (ZIP synergy score).

Os escores ZIP foram interpretados da seguinte forma (de acordo com a recomendagao
da propria plataforma): valores menores que -10 indicam interagdo antagdnica; escores entre -
10 e +10 sugerem interacao aditiva; e valores acima de +10 indicam interagao sinérgica. Para

cada linhagem celular, os dados de viabilidade foram inseridos em formato matricial e
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Ovcar-8 Skov-3
| |
| | | 1
Viahilidade Imunofluorescéncia Viabilidade Migracio
(Calceina/lodeto de propidio) (KI-67, faloidina, Rad51 e ZO-1) (MTT) (esferoides)
Ovear:3
Apoptose | Migracio
(Cell Event Caspase -3 e -7) Viabilidade (MTT) (Wound Healing)

Controle Carboplatina Gc(l)'prnpo]is Carboplatina + Geopropolis
Figura 2: Representacdo esquematica dos ensaios realizados nas linhagens OVCAR-3,
OVCAR-8 ¢ SKOV-3, cultivadas em modelos bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D),
submetidas aos tratamentos com carboplatina, geopropolis ou a associagdo de ambos. Foram
avaliados os parametros de viabilidade celular (MTT, Calceina/lodeto de propidio), apoptose
(Caspase-3/-7), migragdo (esferoides e wound healing) e expressdo de marcadores proliferacao

e reparo por imunofluorescéncia (KI-67, faloidina, Rad51, ZO-1).

4. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o teste estatistico para analise de normalidade seguido de analise variancia
(ANOVA ou Welch’s ANOVA) com um Tunico fator independente “tratamento”,
complementado com o teste de Tukey para amostras homocedésticas ou Games-Howell para
heterocedasticas. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

p<0,05. O software GraphPad Prism 9.2 foi utilizado para representacao grafica dos resultados.

5. RESULTADOS
5.1 Analise de citotoxicidade da Geopropolis em células normais

Fibroblastos normais da linhagem HFF-1 foram expostas a geoprdpolis nas
concentragdes de 25, 50, 75 e 100ug/mL por 24, 48 e 72 horas (Figura 2). O ensaio MTT
mostrou que nenhuma das concentragdes testadas diminuiu a viabilidade celular mesmo apds o
maior periodo de exposicdo (72 horas). O solvente de dissolucdo da geopropolis (EtOH)

também foi testado, sendo que a viabilidade deste grupo nao apresentou diferenca em

comparagao ao controle.
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Figura 3: Analise de viabilidade das células HFF-1 expostas a geopropolis. Control (meio de
crescimento), CTE (meio de crescimento adicionado do veiculo EtOH 70%), 25, 50, 75 ¢ 100ug/mL
(meio de crescimento suplementado com geopropolis nas respectivas concentragdes). A) 24 horas. B)

48 horas. C) 72 horas.

5.2 Padronizagdo dos esferoides de células SKOV-3

Na constru¢do dos esferdides de células SKOV-3 observamos a formacdo de
aglomerados celulares tridimensionais concisos, com bordas regulares e diferentes centros de
oxigenacio (Figura 3). A concentracio celular inicial escolhida foi de 1x10* células por pogo e

o tempo de incubagdo de 48 horas.
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Figura 4: Padronizacdo dos esferoides de células SKOV-3 a partir das concentragdes de 0,5x10%, 1x10%,
1,5x10*e 2x10* células/pogo, cultivadas por 24, 48 e 72 horas.

5.3 Citotoxicidade via MTT e via marcagdo fluorescente (Calceina AM e lodeto de propidio)

Com o objetivo de avaliar o potencial citotéxico da geopropolis, isoladamente e em
combina¢do com a carboplatina, esferdides das diferentes linhagens celulares de cancer de
ovario SKOV-3, OVCAR-3 ¢ OVCAR-8 foram expostos por 72 horas a diferentes
concentragdes dos compostos. A viabilidade celular foi entdo mensurada por meio do ensaio de
MTT para as linhagens SKOV-3 e OVCAR-3 e marcacdo fluorescente com Calceina AM e
Iodeto de propidio para OVCAR-8.

Na linhagem SKOV-3 (Figura 4A), o tratamento com carboplatina (42,5 uM) e
geopropolis (127,5 ug/mL) isolados ndo alterou a viabilidade siginificativamente comparados
ao controle. A combinagdo de ambos os compostos promoveu uma reducdo da viabilidade
celular em relacdo ao grupo controle (p < 0,001) e ao grupo tratado individualmente com
carboplatina (p < 0,01). Enquanto geopropolis e carboplatina foram estatisticamente diferentes
entre si (p <0,05).

Na linhagem OVCAR-3 (Figura 4B), a exposi¢do a carboplatina (127,5uM) e a
geopropolis (85 pg/mL) também causou diminuicdo significativa da viabilidade celular em
comparac¢do ao controle (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente). O tratamento combinado
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potencializou esse efeito, resultando em uma redug@o mais expressiva da viabilidade em relagao
aos tratamentos isolados (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente).

De forma semelhante, na linhagem OVCAR-8 (Figura 4C), observou-se uma
significativa reducao da viabilidade celular apds tratamento com carboplatina (25 uM) e
geopropolis (340 pg/mL) individualmente (p < 0,0001). A associagdo dos dois compostos
apresentou o maior efeito citotoxico, com diminui¢do ainda mais pronunciada da viabilidade

celular quando comparada aos tratamentos isolados (p < 0,0001).
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Figura 5: Andlise de viabilidade dos esferdides de cancer de ovario. A) Skov-3: Carbo 42.5uM, Geo
127.5pg; B) Ovcar-3: Carbo 127.5uM, Geo 85ug; C) Ovcar-8: Carbo 25uM, Geo 340ug. *p<0.05;
*4p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

5.4 Andlise de Interagdo entre Geopropolis e Carboplatina por Modelagem ZIP

A interacdo entre geopropolis e carboplatina foi avaliada nas linhagens de cancer de
ovario SKOV-3 e OVCAR-3 utilizando o modelo Zero Interaction Potency (ZIP) por meio da
plataforma SynergyFinder (Figura 5). Esse modelo quantifica desvios da resposta esperada para
combinagdes de farmacos sem interacdo, gerando um escore de sinergismo global (ZIP synergy
score).

Na linhagem SKOV-3, o escore ZIP foi de -0,923, enquanto na linhagem OVCAR-3 foi
de 2,577. De acordo com os critérios da plataforma, escores entre -10 e +10 sdo interpretados
como indicativos de interagdo aditiva, ou seja, ndo ha evidéncia robusta de sinergismo ou
antagonismo entre os compostos nas condigdes testadas.

As curvas de superficie (Figura 5SA) mostram distribuicdo mista de areas com interagdes

levemente positivas (tons vermelhos) e negativas (tons verdes), reforgando a auséncia de um
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que, nas duas linhagens, a inibi¢ao da viabilidade celular aumenta com doses mais elevadas dos
compostos, mas sem evidéncia de efeito combinado superior ao esperado para uma interagao
aditiva.

Portanto, os resultados sugerem que a combinacdo de geopropolis e carboplatina
apresenta um efeito aditivo nas linhagens avaliadas, sem caracterizar sinergismo ou

antagonismo significativo conforme os critérios do modelo ZIP.

Skov-3 Ovcar-3
ZIP synergy score: -0.923 ZIP synergy score: 2.577
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Figura 6: Analise de Sinergismo entre carboplatina e geopropolis nas linhagens de cancer de ovario
SKOV-3 e Ovcar-3 utilizando o modelo ZIP. A) Mapas de sinergismo (superficie 3D) demonstrando as
regides de interagdo com base nos escores ZIP. Areas em vermelho indicam interagdo positiva
(sinergismo), enquanto areas em verde representam interagdo negativa (antagonismo). Os escores ZIP

obtidos foram -0,923 para SKOV-3 ¢ 2,577 para OVCAR-3, valores que indicam interagdo aditiva
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conforme os critérios da plataforma. B) Matrizes de resposta a dose expressas em porcentagem de
inibi¢do da viabilidade celular. A intensidade da cor vermelha reflete maior inibi¢ao da viabilidade, e os
valores numéricos correspondem a média percentual de inibi¢do para cada combinacdo de doses.

SynergyFinder v2.0 (https://synergyfinder.fimm.f1).

5.5 Viabilidade Celular via marcagdo fluorescente em esferoides OVCAR-8 apos 5 dias de
tratamento

A andlise da viabilidade celular foi realizada em esferdides da linhagem OVCAR-8
(Figura 6) utilizando o ensaio de fluorescéncia com os corantes Calcein AM (marca células
vivas — fluorescéncia verde) e lodeto de propidio (marca células mortas — fluorescéncia
vermelha), conforme as instrugdes do fabricante.

As imagens representativas mostram a morfologia e a viabilidade dos esfer6ides no Dia
0 (ap6s formagao dos agregados celulares) e no Dia 5, apds exposi¢do aos diferentes
tratamentos: controle, carboplatina (25 uM), geopropolis (340 pug) e a combinag¢do de ambos.
Observa-se que os esferdides do grupo controle mantiveram-se predominantemente a
fluorescéncia verde, indicando alta viabilidade celular. O tratamento com carboplatina
isoladamente promoveu aumento moderado da fluorescéncia vermelha, sugerindo morte celular
induzida pela quimioterapia. De modo semelhante, o grupo tratado apenas com geopropolis
também apresentou células mortas, porém de forma menos acentuada.

Notavelmente, a combinagdo de carboplatina (25 uM) com geopropolis (340 pg)
resultou em um aumento expressivo da fluorescéncia vermelha nos esferoides, indicando
intensa perda de viabilidade celular comparada aos tratamentos individuais, evidenciando efeito
aditivo ou potencializado da associagao.

Esses achados qualitativos corroboram com os dados quantitativos de viabilidade
celular (Figura 4C), nos quais a combinacdo resultou em redugdo significativa da viabilidade
em comparacao aos grupos tratados individualmente (p <0.0001). Este resultado sugere que a
associagdo dos compostos promoveu efeito biologico relevante sobre a viabilidade dos

esferoides tumorais.
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Figura 7: Andlise da viabilidade de esferoides OVCAR-8 tratados com carboplatina (25 uM) e
geopropolis (340 pg). Imagens de fluorescéncia obtidas no dia 5 apods coloragdo com Calceina AM e
Iodeto de propidio, onde células vidveis aparecem em verde (Calceina AM) e células mortas em

vermelho (Iodeto de propidio).

5.6 Apoptose em esferdides OVCAR-8 apos 5 dias de tratamento

A ativacdo das caspases-3 e -7 foi avaliada nos esferoides da linhagem OVCAR-8 por
meio da sonda fluorescente CellEvent™ Caspase-3/7 Detection Reagent (Thermo Fisher, Cat.
No. C10423), durante 5 dias de tratamento (dados ndo mostrados). Essa sonda ¢ ativada
especificamente na presenga de caspases-3/7 ativas, resultando em fluorescéncia verde
indicativa de células em processo de apoptose.

Nas imagens adquiridas por microscopia de fluorescéncia (Figura 7), observou-se
aumento progressivo da fluorescéncia ao longo do tratamento, no grupo tratado com
carboplatina (25 pM), e na combinagao, enquanto que o grupo tratado apenas com geopropolis

(340 ug/mL) e o grupo controle apresentaram sinal basal.
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Figura 8: Deteccdo de apoptose em esferdides da linhagem OVCAR-8 tratados com carboplatina
(25 uM), geopropolis (340 pg/mL) ou sua combinagdo. A fluorescéncia verde indica a ativagdo de

caspases-3/7.

5.7 Ensaio de migragdo celular - Wound Healing

O ensaio de cicatrizagdo (wound healing) foi realizado para avaliar o efeito da
carboplatina (85 uM), da geoprdpolis (85 pug) e da combinagdo de ambos na migragdo das
células SKOV-3, cultivadas em cultura bidimensional, ao longo de 48 horas. As imagens
(Figura 8A) obtidas em diferentes intervalos de tempo (0, 24 e 48h) demonstram que as células
tratadas com carboplatina, geoprdpolis ou a combinacao apresentaram menor fechamento da
area da ferida em comparagao ao controle.

A andlise quantitativa (Figura 8B) confirma que todas as condic¢des tratadas resultaram
em menor porcentagem de cobertura da ferida ao longo do tempo, com a combinagdo de
carboplatina e geopropolis sendo a que apresentou a menor taxa de migragdo celular, se
mostrando pouco alterada ao longo do tempo observado.

O grafico ilustrado pela Figura 8C reforca a significancia estatistica dessa redugao,
indicando que os tratamentos isolados ja comprometem a capacidade migratoria das células,

sendo esse efeito ainda mais evidente na condi¢cdo combinada dos compostos.
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Figura 9: Analise da migracdo celular pelo ensaio de cicatrizacdo em células de céncer de ovario -
SKOV-3 tratadas com carboplatina (85 pM), geopropolis (85 pg) ou a combinacdo de ambos por
48 horas. (A-) Imagens representativas da area da ferida nas condigdes: controle, Carbo, Geo e
Carbo+Geo nos tempos 0, 24 e 48h. (B)- Quantificacdo da area de fechamento da ferida em 24h e 48h
(% de wound coverage). (C)- Andlise estatistica da porcentagem de cobertura da ferida apos 48h de

tratamento. Os dados estdo expressos como média = DP. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

5.8 Ensaio de migragdo a partir de esferoides de células SKOV-3

O ensaio de migragdo dos esferdides foi realizado para avaliar o efeito da carboplatina
(45 uM), da geopropolis (127,5 pg) e da combinagao de ambos na migragao das células SKOV-
3, cultivadas em cultura tridimensional, ao longo de 72 horas. As imagens (Figura 9A) obtidas
a cada 24 horas e um periodo total de 72 horas (0, 24, 48 e 72h) demonstraram que as células
tratadas com carboplatina, geopropolis ou a combinagdo apresentaram menor atividade
migratdria em comparagao ao controle.

A analise quantitativa ao longo do tempo (Figura 9B) mostra que, no grupo tratado com
carboplatina, a migragdo das células ao redor do esferdide acontece de maneira mais lenta que
no grupo controle, mas todos os esferdides plaqueados aderiram e a migragdo acontece com

gradativo aumento ao longo das 72 horas observadas. No grupo geopropolis
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observamos aderéncia tardia dos esferdides (apenas ap6s 48 horas de cultivo), além de ocorrer
de maneira parcial nesse grupo, ou seja, parte dos esferdides permaneceram suspensos mesmo
apods 72 horas de sua inser¢do em pogos de placas aderentes (23,08% de adesdo). Para o grupo
combinado, nenhum dos esferdides aderiu durante o periodo observado e consequentemente, a

area dos mesmos permaneceu estavel ao longo das 72 horas (Figura 9C).
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Figura 10: Analise da migragdo de esferdides de células SKOV-3. Esferoides formados e estabilizados
por seis dias plaqueados em placas de 6 pogos. A) Adesdo e crescimento dos esferdides apds tratamento.

B) Area de crescimento ao longo de 72 horas. C) Area de migragdo apos 72h.

5.9 Analise da proliferagdo, citoesqueleto, jungoes celulares e reparo de DNA em esferodides
de OVCAR-8 tratados com carboplatina e geopropolis

A caracteriza¢ao morfologica e funcional dos esferdides de OVCAR-8 foi realizada por
imunofluorescéncia apds 5 dias de tratamento com carboplatina (25 uM), geopropolis (340 pug)
ou sua combinacao (Figura 10A). A coloragdo com DAPI (azul) permitiu a visualiza¢ao dos
nucleos celulares, enquanto a faloidina (rosa) marcou a organizacao do citoesqueleto de actina,
e o marcador Ki-67 (vermelho) foi utilizado para detectar células em proliferagdo. Nos
esferoides controle, observou-se morfologia esferoidal integra com intensa
marcag¢ao nuclear e distribuicdo homogénea da actina cortical. O marcador Ki-67 foi detectado,

indicando atividade proliferativa.
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Apesar do tratamento combinado alcancar redugdo significativa na viabilidade (Figura
4), os esferdides ndo apresentaram evidéncia morfologica de desintegracdao ou falta de
integridade esferoidal. A presenga de Ki-67 predominantemente na periferia, como observado
em todos os grupos, indica que a proliferagdao celular nao foi inibida de forma acentuada,
conforme padrao previamente descrito em modelos 3D.

A expressao persistente de Rad51 nos esferoides tratados com geopropolis (Figura 10B)
refor¢a a manutencdo da atividade de reparo de DNA, sugerindo que o dano promovido pelo
composto natural ndo € severo o suficiente para bloquear a replicagdo ou induzir resposta

genotoxica robusta .
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Figura 11: Andlise por imunofluorescéncia de esferdides de OVCAR-8 tratados com carboplatina
(25 uM), geopropolis (340 pg) ou combinacdo por 5 dias. A) marcagdo para Ki-67 (vermelho), faloidina
(roxo), DAPI (azul) e sobreposi¢do (Merged). B) Rad51 (roxo), ZO-1 (vermelho), DAPI (azul) e
sobreposicao (Merged).
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Figura 12: Esquema apresentando os principais achados cientificos deste projeto de pesquisa.

6. DISCUSSAO

Os nossos achados revelaram que a administracdo de geoprdpolis sozinha alterou
importantes vias da sobrevivéncia celular, reduzindo a viabilidade das trés linhagens
neoplésicas estudadas, de maneira seletiva, ou seja, sem afetar negativamente a viabilidade de
células representativas normais. A partir da combinagdo entre carboplatina e geoprépolis,
observamos reducao mais significativa da viabilidade celular, redugao na migragao celular, bem
como redug¢do na migracdo de células sobreviventes dos esferdides. Contraditoriamente,
também observamos baixo sinal de ativacdo das Caspases -3 e -7, maior ativacdo de
proliferacdo em KI-67 e niveis intermedidrios de Rad51 comparado ao controle - marcador de
recombinag¢do homologa.

A seguir, os resultados serdo discutidos divididos em blocos, relacionando importantes

atividades celulares com o processo de progressao tumoral.

Citotoxicidade e efeito aditivo

A andlise de viabilidade celular nos esferdides das linhagens SKOV-3, OVCAR-3 e
OVCAR-8 demonstrou que a geoprdpolis apresentou atividade citotdxica relevante quando
administrada isoladamente, e ainda mais acentuada quando em combinagdo com a carboplatina.
Notavelmente, a geopropolis induziu citotoxicidade de forma independente, sugerindo que seus
compostos bioativos atuam por mecanismos distintos da carboplatina (Wang, 2005), o que pode
justificar o efeito aditivo observado na combinagdo pela anéalise de interagao.

Curiosamente, embora as células OVCAR-3 sejam conhecidamente resistentes a
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cisplatina (Hamilton, 1983), necessitando também de maiores doses de carboplatina, foi a
linhagem que apresentou melhor resposta a geopropolis isolada, em uma dose
comparativamente menor entre as linhagens estudadas. Para a linhagem OVCAR-8 observamos
intenso dano a integridade celular, evidenciado pela modificagdo estrutural nos esferdides e
viabilidade menor que 50% no grupo combinado. Também ¢ relevante notar que, nesse grupo,
houve certo nivel de dissocia¢ao do esferdide a medida que as células mais externas e expostas
recebiam diretamente o efeito do tratamento. Um ponto interessante a se ressaltar, foi que esses
mesmos esferdides ndo apresentaram fluorescéncia quando incubados com ethidium
homodimer-1 (dados ndo mostrados), enquanto quando incubadas com lodeto de propidio (PI),
claramente pudemos observar morte celular e alteragdes morfoldgicas. Essa discrepancia sugere
que as células tratadas podem estar passando por uma desestabilizacdo progressiva da
membrana, onde, embora ambos reagentes sejam utilizados para marca¢do de morte celular,
apenas o PI foi capaz de detectar dada a sua maior permeabilidade (Thermo Fisher Scientific,
2025). Esses achados apontam para um estagio de apoptose tardia ou pré-necrotico que pode
ndo ser imediatamente evidente com os marcadores de morte mais conservadores (Rieger,
2010). Essa hipotese ganha corpo quando avaliamos também outra marca¢do fluorescente,
dessa vez para as Caspases -3 e -7, marcadores de apoptose, onde, embora o grupo combinado
tenha apresentado grande dano celular, a fluorescéncia dessas caspases permaneceu em um

nivel muito proximo ao basal visto no controle.

Proliferacao e reparo

A expressao de KI-67 ¢ esperada na superficie dos esferdides, uma vez que a propria
conformagdo prevé a formagdo de zonas de proliferagdao, senescéncia e necrética (da regido
mais externa para a mais interna) (Caleffi, 2021). E esperado para as células tumorais atividade
proliferativa mais acentuada e, no presente trabalho, observamos expressao de KI-67 mais
evidente nos esferoides tratados com carboplatina comparados ao controle. Interessantemente,
essa expressao foi diminuida na administracdo da geopropolis isolada, mas retomada na
administracdo da combinagdo, evento este que pode ser decorrente de uma proliferacdo
compensatoria, tomando em consideragdo o efeito observado na morfologia e diminuigdo
acentuada na viabilidade deste grupo. Nesse mecanismo, cé¢lulas sobreviventes aumentam a
sinalizagdo de proliferagdo em uma tentativa de substituir as células danificadas e recuperar a
homeostase do tecido (Haynie, 1977; Ryoo, 2012; Friedman, 2016; Diwanji, 2018).

De encontro a hipdtese da proliferagdo compensatdria, vimos que nos esferdides
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tratados com a combinagdo, a organizacdo estrutural do esferdide, através da marcagdo com
faloidina, aparentou estrutura mais compacta e densa devido a proliferacdo concomitante a
morte celular. Ainda na combinagao, como ja discutido, a atividade das Caspases -3 e -7 aparece
reduzida em comparagdao ao grupo tratado apenas com carboplatina. Inibidores de caspases
como [APs e c-FLIP sdo frequentemente superexpressos em células tumorais. Nesses casos, a
perda ou inibi¢cdo da Caspase -3 pode ndo apenas conferir resisténcia a apoptose promovida
pela quimioterapia, como também células tumorais remanescentes podem emitir mitégenos e
assim acentuar o crescimento tumoral (Ryoo, 2012). A via de morte celular extrinseca
CD95/Fas/Apo-1 também parece estar envolvida, onde CD95 recruta FADD e Caspase-8 e
consequente ativacao da Caspase-3. Nessa investigacdo, a via extrinseca da apoptose ndo parece
ter sido ativada, uma vez que tivemos baixa marcacdao das Caspases -3 e -7. CD95, por outro
lado, também pode promover proliferacio mediada por JNK, Fos, e Egrl, o qual foi também
reportado em cancer de ovario (Chen, 2010). A atividade proliferativa da Caspase-3 ¢ mediada
por fosfolipase citosolica independente de célcio A2 (iPLA2), que produz prostaglandina E2
(Li, 2010, Ryoo, 2012).

A deteccdo robusta de Rad51 no grupo tratado com geopropolis com intensidade
semelhante a do controle sugere que a via de reparo por recombinagdo homologa ndo foi
significativamente inibida. Esta via € um mecanismo essencial que as células usam para quebras
de dupla fita no DNA, garantindo a estabilidade genomica (Wright, 2018). Como ¢ de amplo
conhecimento, a carboplatina age formando adutos no DNA intra ou interfita, que impedem a
progressao das DNA polimerases levando a parada do ciclo celular e morte (Kelland, 2007).
Células com alta atividade de Rad51 sdao geralmente resistentes a esse mecanismo de acao da
platina. Curiosamente, apesar de OVCAR-8 ser amplamente resistente a platina (Schilder,
1990), houve baixa expressdao de Rad51 apods o tempo de exposi¢do determinado comparada ao
controle, ao contrario do que era esperado. Esse evento pode ocorrer em situagdes onde a morte
celular ¢ mais rapida que a detec¢do da enzima, entretanto, nos niveis de morte celular
observados, deveria haver expressdo. Outro ponto a ser questionado ¢ o fato de que na
combinac¢do, onde temos maior taxa de morte celular, a atividade de Rad51 aparece em niveis
intermediarios comparado ao controle. Tomados em conjunto os dados de viabilidade e reparo
do DNA, entendemos que a geoprdpolis isolada promove citotoxicidade, a qual melhora o efeito

da carboplatina na combinacao, mas nao afeta diretamente a atividade Rad51.

Adesao e Migracao
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Dado que a geoprdpolis ndo inviabilizou completamente a sobrevivéncia dos esferdides
tumorais, nos decidimos investigar como as células remanescentes seriam capazes de repovoar
novos sitios. Seguindo o mesmo padrao de resposta visto nos ensaio de viabilidade, o grupo de
esferoides tratado com carboplatina aderiu parcialmente, o que possivelmente estd ligado ao
dano causado nos filamentos de actina - visto também na marcagao fluorescente com faloidina
- apresentando certo grau de desorganizagdo estrutural. Quando avaliamos esse efeito nos
esferoides tratados com geopropolis vimos que, além da adesdo acontecer mais tardiamente, a
migracao das células ocorreu de maneira lenta e gradual, comparada ao controle e¢ a
carboplatina. Dutra (2014) caracterizou a geopropolis produzida pelas abelhas sem ferrdo da
espécie por Melipona Fasciculata Smith descrevendo-a como predominante em 4acidos
fenolicos e taninos hidrolisdveis, com destaque para os acidos gélico e eldgico. Estudo prévio
mostrou que o acido galico foi capaz de promover modificagdes na morfologia celular de
SKOV-3 e OVCAR-3 (50 e 94 pug/mL), principalmente nas moléculas de actina - acumulagao
de actina polimerizada e diminuicdo de prolongamentos de membrana, e tubulina no
citoesqueleto - acimulo de tubulina estabilizada e aumento no nimero de microtibulos, além
de paralisacdo do ciclo celular, morte celular por inducdo de apoptose e geracdo de ROS
(Varela-Rodriguez, 2020). Em nosso estudo vimos baixa marcagao fluorescente para filamentos
de actina no grupo tratado com geoprdpolis isolada, o que pode ser caracteristico da reducao da
actina polimerizada, levando a baixa deteccao. No grupo tratado com a combina¢do, nenhum
esferoide foi capaz de aderir novamente, ou recolonizar novo sitio, mesmo ap0s reestabelecidas
as condigdes ideais de cultivo. Esse efeito pode ter ocorrido devido a duas hipoteses: I) Células
com citoesqueleto danificado perdem ou tém sua capacidade de migragdo reduzida (Zhang,
2020); II) Os eventos de reorganizagdo estrutural do esferdide provocaram compactacao do
mesmo, alta adesdo intercelular, inviabilizando a migracdo. Apesar de se tratar de migragdo a
partir dos esferoides, esse processo de desprendimento na migragao acontece célula-célula, ou
em um grupo de células (Weiswald, 2015; Nath, 2016). A partir disso, inferimos que o processo
de migracao a partir desse grupo de células segue a mesma légica de migracdo ja conhecida
para a interagdo célula-célula. Notavelmente a interagdo célula-matriz ¢ diferenciada, uma vez
que em monocamada, as células sofrem maior influéncia das integrinas na forma de adesao
focal, podossomos, etc., enquanto em 3D, essa movimentagao ¢ regulada por outros fatores
como a familia de pequenas GTPases Rho (envolvida na migracdo amebdide) e proteases
(metaloproteinases de matriz) (Trepat, 2012). A familia de Rho tem sido amplamente explorada

como alvo terapéutico devido ao seu envolvimento no contexto migratorio e invasivo no cancer
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observado possa decorrer da atividade de inibicdo da via Rho/ROCK promovida pelo
tratamento combinado. Esse efeito ndo se restringe aos esferdides, pois quando avaliamos a
capacidade migratoria dessas mesmas células cultivadas em monocamada e expostas aos
tratamentos, o padrdo se repete. Apesar de ndo se notar diferenga significativa entre
carboplatina e geopropolis, quando levamos em consideragdo o quimioterdpico isolado e a
combinagdo, o segundo se mostrou mais eficiente na redu¢ao da migragao celular. Esses dados
sugerem que a geopropolis, isoladamente ou em combinagao com a carboplatina, possui efeito
antimigratério sobre células tumorais de CO, o que pode estar associado a inibi¢ao de processos

relacionados a progressdo tumoral e metéstase.

7. CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que a geopropolis apresenta efeito citotoxico seletivo em
células tumorais de ovario, cultivadas em modelo bi e tridimensional, acentuando o impacto do
quimioterapico carboplatina quando em combinag@o. Além da redugdo da viabilidade celular,
a associacdo dos compostos promoveu prejuizo a migracdo e adesdo celular, sugerindo
potencial contengdo de mecanismos relacionados a progressdo e disseminagdo tumoral.
Curiosamente, a baixa ativagdo de caspases, somada a persisténcia de marcadores de
proliferagdo celular, e presenca intermediaria de Rad51 podem indicar o envolvimento de vias
de morte alternativas.

O presente estudo amplia o conhecimento sobre o potencial terapéutico da geopropolis
associada a carboplatina como agente adjuvante no tratamento de neoplasias ovarianas. No
entanto, reconhecemos limita¢des dos resultados, como a auséncia de ensaios moleculares para
contestar as vias moleculares apontadas na migracdo e morte celular ndo apoptoticas.
Futuramente serd importante investigar se a geopropolis atua diretamente sobre componentes
das vias Rho, IAPs ou sinalizagio ndo canoénica de CD95 (via proliferativa), além da

caracterizacdo dos sub compostos envolvidos nessas fungoes.
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9. Material Suplementar
9.1 Co-cultura OVCAR-8 e células NK expostas a geopropolis

Células OVCAR-8 marcadas com GFP foram co-cultivadas com células NK em meio
contendo geopropolis (340pug/mL) ou meio de crescimento convencional em dispositivo de
microfluidica. Os esferdides foram fotografados em microscopio invertido de fluorescéncia a
cada 8 horas e a viabilidade dos esferdides foi quantificada (Figura suplementar 1).

Ao longo do periodo observado, a geopropolis nao mostrou influéncia sobre o perfil de
resposta das células NK sobre os esferdides de cancer de ovario. Esse padrdo foi observado

através da fluorescéncia de GFP que se manteve a mesma na presenca ou auséncia de

geopropolis.
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Figura suplementar 1: Co-cultura de esferdides de Ovcar-8 e células NK expostas a Geo.
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Capitulo IT

Treinamento técnico

Fabricacao de dispositivos de microfluidica: desenvolvimento da técnica e

aplicacao utilizando células tumorais ovarianas

O Capitulo II apresenta a descrigdo da principal técnica desenvolvida - Fabricacao,
desenvolvimento e aplicagdo de dispositivos de microfluidica - em seus minimos detalhes e
etapas, durante o estagio de 12 meses Capes PRINT - PROGRAMA INSTITUCIONAL DE
INTERNACIONALIZACAO, na institui¢do internacional MAYO CLINIC - MEDICAL
SCHOOL, ROCHESTER/MN - USA.

Orientador internacional: Dr. Alexander Revzin

MAYO
CLINIC
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1. Fabricacao dos dispositivos de microfluidica

O cultivo em modelo tridimensional aproxima a fisiologia € o microambiente das
células in vitro com aquele encontrado em humanos in vivo, fazendo com que os resultados
sejam mais robustos (Fontana et al., 2020). A microfluidica tem se destacado em aplicagdes
como cultura celular, separagdo de células e ensaios celulares, por oferecer controle preciso de
pequenos volumes, maior rapidez nas analises, alto rendimento e automacao flexivel (Mehling
& Tay, 2014). Esses sistemas (Fig. 1) possibilitam a criagdo de microambientes celulares
estaveis e controlaveis, adequados para o cultivo de diferentes tipos de células e estudos
utilizando plataformas microfluidicas t€ém revelado novas informagdes sobre estruturas e
comportamentos celulares (Tazana et al., 2015). Comparadas aos métodos convencionais, as
culturas celulares em microfluidica consomem menos reagentes, permitem fornecimento
continuo de nutrientes e remocgao eficiente de residuos, além de reduzirem o tempo e o custo

das analises (Mehling & Tay, 2014).

Single chamber microfluidic device ICe" seeding

| b b o |

{ J
Spheroid formation

—| [lefle/le]

Figura 1: Dispositivo de microfluidica a direita e ilustragdo da sedimentagédo celular e formagdo dos

i

esferdides em cada micropogo do sistema. Adaptado de Dadgar et al., 2020

A fabricacdo dos moldes se d& por fotolitografia, técnica que utiliza a radiagdo
ultravioleta (UV) para sensibilizar uma resina fotossensivel. A seguir, serdo apresentados os
principais passos para a fabricagdo dos dispositivos de microfluidica, assim como os cuidados

que devem ser empregados (Choi et al., 2024; Dadgar et al., 2020).

Critical step: Limpar a bancada com isopropanol para remover vestigios do material PDMS
(Polimero de polidimetilsiloxano).

Apos a fabricacdo dos moldes, ¢ possivel reutiliza-los por tempo indeterminado enquanto se
mantém sem aderéncia e com as estruturas preservadas. Se notar que o PDMS est4 aderindo

aos moldes, repetir a etapa de sinalizagao.
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1] Realizar a mistura de PDMS e agente de polimerizagdo de acordo com a propor¢ao desejada,
(no modelo de dispositivo utilizado no projeto, a propor¢do foi de 10:1) e levar para o
Misturador Planetario Centrifugo. Esse equipamento faz a mistura de liquidos de alta
viscosidade sem a formacao de bolhas de ar. Ap6ds os dois ciclos de mistura, adiciona-se o
PDMS+agente de polimerizagao aos moldes (Fig. 2).
Critical step: Manter a atencao na proporc¢ao dos volumes, a propor¢do incorreta pode afetar a

capacidade de polimerizagao do PDMS, bem como a porosidade e consequente permeabilidade

e flexibilidade.

2| Distribuicdo do PDMS + agente polimerizagdo nos moldes. Ao adicionar a mistura nos
moldes, pode ser que se formem bolhas entre 0 molde e o liquido, assim como no meio do
proprio liquido. Para remover, colocar a placa no dessecador a vacuo de 15 a 30 minutos.

Critical step: Nao ultrapassar 1 hora no dessecador, ou o PDMS pode comegar a polimerizar

desnivelado.

Figura 2: PDMS sendo acrescentado nos moldes. Arqui(zo pessoal.

3| Apos a etapa de desgaseificagdo, deixar as placas e uma superficie nivelada por 10 minutos

para garantir a formacao de uma camada homogénea (Fig. 3).

59



avavav - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne s «JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

PPG - BGA

Figura 3: PDMS estabilizando para formar uma camada homogénea sobre uma bancada nivelada.
Arquivo pessoal.

4| Levar a placa para o forno por uma hora para a polimerizagdo do PDMS.

Critical step: Nao deixar no forno por muito mais tempo, pois pode danificar as estruturas. A
medida que o PDMS polimeriza, ele contrai, dessa forma se mantido por muito tempo em altas
temperaturas, a contragdo pode impedir que as estruturas se soltem do PDMS e dessa forma

alterem o molde.

5| Uma vez polimerizado, utilizar um estilete para cortar o entorno dos moldes, apenas para
destacar o PDMS, liberando um “bloco” contendo quatro unidades (Fig. 4).

Critical step: Tomar o cuidado de cortar apenas o contorno do molde, sem danificar as
estruturas principais.

Critical step II: Nao cortar muito mais que o contorno do molde para que ele ndo se solte, pois

uma vez solto, pode ser que fique desnivelado com PDMS entrando por baixo do molde.

60



AN
avavav - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u ne sp ¥ 40L10 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu PPG - BGA

7

S8

Figura 4: Retirada do PDMS polimerizado dos moldes ap6s o tempo de forno. Arquivo pessoal.

6| Separar as unidades do “bloco” de PDMS (Fig. 5). Esse modelo de dispositivo ¢ composto
por duas camadas, uma para a formag¢ao dos canais por onde circula o meio de cultura e outra
para a formagao dos pogos onde os esferoides celulares se desenvolvem. Para a individualizagao
das unidades, o processo ¢ o mesmo, seja para a camada dos canais, seja para a camada dos
pocos. Entretanto, ap6s individualizados, na camada dos canais, € preciso utilizar um perfurador
para abrir o canal por onde o meio ird passar no dispositivo pronto.

Critical step: Apos furar com o perfurador, retirar a ponta de PDMS que ficou no furo, caso
essa etapa nao seja realizada corretamente, o fluxo ndo acontecerd apropriadamente e o

dispositivo sera inutilizado.
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Figura 5: Individualizac¢do das unidades (quatro por molde). Arquivo pessoal.

7| Montar os dispositivos unindo as camadas. O dispositivo utilizado é composto por duas
camadas, de modo a formar os pogos e os canais condutores de meio e células. Cada uma das
camadas foi gerada a partir de um molde diferente e ambas seguiram as mesmas etapas descritas
anteriormente, com exce¢do do uso do perfurador, que ¢ exclusivo aos canais. A juncdo das
camadas se da por cura do agente de polimerizacdo, onde fazemos uma fina e uniforme camada
de agente de polimerizagdo ¢ embebemos a camada superior (dos canais), unindo em seguida
com a camada inferior (dos pocos) de modo que ambas as cavidades se encontrem, formando a

estrutura pogo mais canais condutores.

8| Adicionar os cilindros reservatorios de meio. Uma vez que as camadas estdo unidas,
adicionamos os cilindros que servirdo como reservatdrios para o meio de crescimento e
tratamentos em futuros experimentos. Para isso, utilizamos a mesma mistura 10:1 de PDMS e
agente de polimerizagao para uni-los ao dispositivo. Apos posicionar os cilindros com PDMS,

os dispositivos precisam ser polimerizados no forno novamente por no minimo 30 minutos.
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Critical step: Nessa etapa € necessario ter atengdo para nao formar bolhas de PDMS entre o
cilindro e a abertura do dispositivo, pois uma vez que a bolha se rompa, o PDMS ainda liquido

pode escorrer e obstruir a entrada do dispositivo, inutilizando-o.

9| Remover as bolhas do interior dos dispositivos. PDMS ¢ ar-permeavel, o que ¢ necessario
para o cultivo celular, entretanto, permite formagao de bolhas, as quais precisam ser removidas
antes de iniciar o plaqueamento ou esses bolsdes de ar podem obstruir a passagem de células e
meio de cultura. Para isso, circulamos PBS pelo dispositivo, seguindo de vacuo por 20 minutos
e descanso de 1 hora na geladeira. Essa etapa ira “puxar” as bolhas para os cilindros, que serao

removidas quando realizar a troca de solugdes.

2. Plaqueamento celular nos dispositivos
Antes de realizar o plaqueamento, os dispositivos precisam passar por uma ectapa de
preparacio. Essa preparacdo ¢ feita adicionando Pluronic® para impedir a aderéncia das células

e esterilizacao na UV.

10| Trocar o PBS pelo Pluronic®. Substituir o PBS dos cilindros por Pluronic, e logo em seguida
criar pressdo através da diferenga de volume entre os cilindros (aproximadamente 15ul). Essa
pressdo ira “empurrar” o PBS de dentro do dispositivo e substituir por Pluronic®. Finalizada a
troca, colocar os dispositivos na UV por 1 hora.

Critical step.: ndo tentar aspirar completamente os volumes, a troca devera acontecer apenas
pela diferenca de volume dos cilindros. A tentativa de remog¢ao podera criar bolhas novamente,

obrigando a voltar ao passo anterior.

11| Apos uma hora, lavar os dispositivos com PBS novamente. Para isso, utilize a mesma
técnica adotada nas trocas de solucdes anteriores (criando uma diferenga de volume). Apos

lavar os dispositivos, iniciar o plaqueamento.

12| Destaque as células da placa de cultura como de costume e quantifique. Para a linhagem
celular Ovcar-8, utilizada para o plaqueamento nesses dispositivos (Fig. 6), ¢ sugerido fazer
uma solugio na concentracdo de 2x10° células por mL. Plaquear as células criando um fluxo de
meio através da pressdo hidrostatica exercida pela diferenca de volume entre os dois cilindros

opostos.
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Figura 6: Dispositivos prontos preenchidos por meio de cultura. Arquivo pessoal.
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5. Disciplina cursadas durante o doutorado (2021-2023):

Disciplinas Cursadas Conceito Carga Horaria Créditos

Aprendizado de Maquina em Python A 60 4

Imunomodulacao por produtos naturais A 90 6

Programacdo em Python A 60 4

Biologia Celular A 45 3

Meétodos de Estudo em Biologia Celular e Molecular A 75 5

Nocdes basicas e aplicacdes da bioinformatica A 45 3

Topicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada A 30 2

Analises Estatistica no R e suas Aplicacdes nas Diversas Areas de

Conhecimento B °0 !

Topicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada: Satde Mental A s .

na Pos-Graduacdo: Espaco de Reconhecimento e Troca

T opicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada A 30 2

Topicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada: Plataforma do A 5 :

Curriculo Lattes/CNPq — Atualizacao

Topicos Especiais em Biometria: Introducao a Bioestatistica no A

Programa R A 30 2
Total 555 37
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