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RESUMO 

A própolis é uma substância de origem natural, de aspecto resinoso, produzida pelas abelhas 
a partir de diferentes plantas, que determina a sua composição química. Centenas de 
componentes foram identificados em diferentes amostras de própolis, cujo extrato exerce uma 
diversidade de efeitos biológicos e farmacológicos. Alguns estudos demonstraram que este 
produto pode interferir em vias de sinalização de oncogenes, inibir o crescimento, reduzir a 
proliferação celular, induzir apoptose e apresentar efeito antiangiogênico. O câncer de mama 
é uma doença complexa, caracterizada por heterogeneidade em nível molecular, histológico e 
clínico. O câncer de mama triplo-negativo é caracterizado pela ausência de expressão dos 
receptores hormonais ER (receptor de estrogeno) e PgR (receptor de progesterona), bem 
como pela baixa expressão da proteína Her-2; esse subtipo de câncer de mama é um 
problema do ponto de vista clínico devido ao seu pior prognóstico quando comparado aos 
outros subtipos, alta agressividade e ausência de terapias que possuam alvos específicos. 
Estudos prévios demonstraram que os compostos de origem natural podem inibir a atividade 
de enzimas da maquinaria epigenética, como as DNA metiltransferases e, consequentemente, 
aumentar a expressão de genes supressores de tumor silenciados por hipermetilação no 
câncer. Portanto, o presente estudo investigou a hipótese de que os efeitos antitumorais da 
própolis são, em parte, mediados por mecanismos epigenéticos. Primeiramente, utilizou-se a 
abordagem in silico de docking molecular a fim de verificar se moléculas derivadas da 
própolis podem interagir com o domínio metiltransferase (MTase) da DNMT1 (DNA 
metiltransferase 1) humana. O ligantes foram selecionados a partir da composição química 
definida de uma amostra de própolis brasileira contendo: benzil benzoato, ácido cafeico, 
CAPE (éster de ácido cafeico), ácido dihidrocinâmico, (2E,6Z)-farnesol, ácido ferúlico, 
kaempferide, ácido p-cumárico, ácido hidrocinâmico e espatulenol. Foram selecionados 3 
programas para as predições de docking molecular: AutoDock 4.2, Dock 6.7 e SwissDock . 
As estruturas químicas dos ligantes foram obtidas no banco de dados PubChem e o modelo 
cristalográfico da DNMT1 humana em complexo com S-adenosil-homocisteína (SAH) 
(PDBID:4WXX) foi utilizado como receptor, onde foi definido uma área de interesse no sítio 
de interação de SAH ao domínio MTase (resíduos de aminoácidos 1135-1605). As 
conformações calculadas foram agrupadas em clusters usando Gromacs. O programa LigPlot 
+  para verificar os contatos com os resíduos de aminoácidos de DNMT1. Adicionalmente, 
analisamos a inibição da atividade da metilase M.SssI na presença de EEP (extrato etanólico 
de própolis), EGCG (epigalocatequina-3-galato) e ácido p-cumárico, bem como o efeito do 
tratamento in vitro com EEP , EGCG e três ácidos aromáticos (cafeico, hidrocinâmico e p-
cumárico). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT [(3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difeniltetrazólio]; a análise de MS-PCR (Methylation-Specific Polymerase Chain 
Reaction) foi realizada para verificar a possível efeito hipometilante do ácido p-cumárico, 
EGCG e EEP em 3 linhagens celulares de câncer de mama. Os nossos resultados de docking 
indicaram que CAPE, (2E,6Z)-farnesol e o ácido p-cumárico foram os ligantes que 
apresentaram energias de ligação mais favoráveis, melhor ocupação do sítio de ligação e 
interações químicas comuns com o complexo SAH-DNMT1. O EEP reduziu a viabilidade 
celular das linhagens BT-20 e BT-549, enquanto o ácido p-cumárico e EGCG reduziram a 
viabilidade de todas as linhas celulares estudadas, de um modo dose e tempo dependentes. 



 
 

 

Tanto o EGCG como o ácido p-cumárico foram incapazes de inibir a metilase M.SssI; porém, 
os resultados da MS-PCR demonstraram que o EEP é capaz de induzir hipometilação locus-
específica nas linhagens BT-549 e MDA-MB-436. EGCG também foi capaz de hipometilar 
as linhagens BT-549 e MDA-MB231. Em conclusão, a análise de docking molecular mostrou 
evidências de que os compostos derivados de própolis brasileira podem interagir com o sítio 
de ligação de SAH no domínio metiltransferase da DNMT1 humana e devem ser 
considerados em  estudos futuros dedicados à identificação de novas drogas para a terapia 
epigenética. 
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ABSTRACT 

Propolis is a natural resinous substance produced by honeybees from several parts of plants, 
which are related to its chemical composition.  Hundreds of chemical substances have been 
identified in different samples of propolis, which extract shows a plethora of biological and 
pharmacological activities. Generally, it has been demonstrated that this complex mixture can 
disrupt oncogene signaling pathways, inhibit cell growth and proliferation, induces apoptosis, 
and shows antiangiogenic effects. Breast cancer is a complex disease characterized by 
molecular, histological, and clinical heterogeneity. Triple-negative breast cancer, 
characterized by absence of expression of the receptors ER (estrogen receptor), PgR 
(progesterone receptor), and HER2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), presents a significant 
clinical problem due to its poor prognosis, aggressiveness and lack of targeted therapies. 
Previous studies reported that compounds of natural origin target epigenetic modifying 
enzymes, such as DNA methyltransferases (DNMTs), and reactivate methylation-silenced 
genes in cancer.  Thus, we hypothesized that the effects of propolis in cancer cell lines are, in 
part, mediated by epigenetic mechanisms. Therefore, this study aims to demonstrate the 
possible hypomethylating effect of propolis or its compounds on triple negative breast cancer 
cell lines. Initially, we used an in silico approach based on molecular docking to find 
propolis-derived molecules able to interact with the MTAse domain of human DNMT1. The 
potential ligands were selected based on the chemical composition of a defined Brazilian 
propolis sample: benzyl benzoate, caffeic acid, CAPE (caffeic acid phenethyl ester), 
dihydrocinnamic acid, farnesol, ferulic acid, kampeferide, p-coumaric acid, hydrocinnamic 
acid, and spathulenol. For molecular docking predictions three software were selected: 
AutoDock 4.2 (autodock.scripps.edu/), Dock 6.7 (http://dock.compbio.ucsf.edu/), and 
SwissDock (www.swissdock.ch). The chemical structures of probable ligands were retrieved 
from PubChem database (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) and the crystallographic model of 
human DNMT1 in complex with S-adenosyl-homocisteine (SAH) (PDBID: 4WXX) was 
used to refine the site of interest in the receptor [methyltransferase (Mtase) domain, amino 
acids residues 1135-1605]. All structures were prepared for docking using Chimera 1.11.2 
(cgl.ucsf.edu/chimera). The known interaction of methyl group donator S-adenosyl-
methionine (SAM) and the intrinsic inhibitor (SAH) with DNMT1 were used as reference. 
The calculated conformations were clustered using Gromacs (www.gromacs.org) with the 
Gromos algorithm, using a RMSD (Root-Mean-Square Deviation) of atomic positions cutoff 
of 1Å. The middle structure of the 3 clusters with more conformations of each ligand was 
analyzed with LigPlot+ (www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) to verify the 
contacts with the amino acids residues of DNMT1. Further, we have analyzed the inhibition 
of M.SssI methylase activity in the presence of EEP (ethanolic extract of propolis), EGCG 
and p-coumaric acid as well as the effect after in vitro treatment with EPP (concentrations of 
6.25, 12.5, 25, 50 and 100mg/mL), EGCG, and three aromatic acids  (cafeic, hydrocymanic, 
and p-coumaric) (concentration of 6.25, 12.5, 25, 50 and 100µM), during 24, 48, 72 and 96h 
in the BT-20, BT-549, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 breast cancer cell lines. Cell 
viability was determined by MTT [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 



 
 

 

bromide)] test and Methylation Specific – Polymerase Chain Reaction (MS-PCR) was used to 
verify the possible hypomethylation effect of p-coumaric acid, EGCG and EEP three breast 
cancer cell-lines (BT-549, MDA-MB-231 and MDA-MB-436). Our results indicates that 
CAPE, (2E, 6Z)-farnesol and p-coumaric acid were the ligands that showed more negative 
free binding energies, better occupation of the binding site and common chemical interactions 
with the complex SAH-DNMT1. The EEP reduced the cell viability of BT-20 and BT-549, 
while p-coumaric acid and EGCG reduced the viability of all cell lines studied, in a dose and 
time dependent manners. Both EGCG and p-coumaric acid were unable to inhibit M.SssI 
methylase, however MS-PCR results demonstrated that EEP is able to induce locus-specific 
hypomethylation in the BT-549 and MDA-MB-436 cell lines and EGCG was also able to 
hypomethylate BT-549 and MDA-MB231. In conclusion, the molecular docking 
demonstrates that compounds derived from Brazilian propolis can interact with SAH binding 
pocket of methyltransferase domain of human DNMT1 and could be included in future 
studies of new drugs for epigenetic therapy. 
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CHOP - C/EBP homologous protein (também chamada de DNA damage inducible  transcript 3) 
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dbSNP - Single Nucleotide Polymorphism database 

DMAP1- DNA methyltransferase associated protein 1  

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO – dimetilsulfóxido 
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DNMT – DNA metiltransferase 

DNMT1 – DNA metiltransferase 1 
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EEP – extrato etanólico de própolis 

EGCG – epigalocatequina-3-galato 

ER – receptor de estrógeno 

ERBB2 - erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 



 
 

 

FasL/Fas – via de sinalização (Fas ligand/ Fas cell surface death receptor) 

g - grama 

GC-MS - Gas Chromatography Mass Spectrometry 

HDAC – Histona desacetilase 

HER2 – protoncogene HER2, human EGF receptor ou erb-b2 receptor tyrosine  kinase 2 

HIF-1 - hypoxia inducible factor 1 

hMLH1 - mutL homolog 1 [Homo sapiens (human)] 

IC50 – concentração inibitória 50 (concentração de um inibidor onde a resposta é  reduzida pela 

metade) 

ICG – ilha CpG 

INCA - Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva 

Kcal/mol – quilocalorias por mol 

KG linker – domínio funcional da DNA metiltransferase 1, composto por uma série  de lisinas e 

glicinas 

Ki67 – marcador ou antígeno de proliferação celular Ki-67 

L - litro 

LINES - Long interspersed nuclear elements 

MECP2 - methyl-CpG binding protein 2 

MgCl2 – cloreto de magnésio 

MGMT - O-6-methylguanine-DNA methyltransferase 

mL - mililitro 

mM - nanomolar 

MMP2 – metaloproteinase 2 

MMPs – metaloproteinases 

MS-PCR – Methylation Specific – Polymerase Chain Reaction 

M.SssI – metilase ou metiltransferase de Spiroplasma sp, cepa MQ1  

MTase – domínio metiltransferase 

MTT - 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NaCl – cloreto de sódio 

NF-k  - nuclear factor kappa B 

ng – nanograma 

nm – nanômetro 

NGF/p75NTR – via de sinalização (nerve growth factor / p75 neurotrophin receptor) 

(NH4)2SO4 – sulfato de amônio 

NLS - sequência de localização nuclear 

nM - nanomolar 



 
 

 

p21(CIP1) -  proteína p21 (cyclin dependent kinase inhibitor 1A)  

p53 - proteína p53 

p38/MAPK  - via de sinalização p38/MAPK (p38 mitogen-activated/mitogen- activated protein 

kinases) 
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PBD -  PCNA bind domain  

PCNA- Proliferation Cell Nuclear Antigen 

PCQ – motivo catalítico das DNA metiltransferases contendo cisteína 

PCR – Polymerase Chain Reaction 

PDBID – identificador no banco de dados PDB (Protein Data Bank) 

PgR – receptor de progesterona 

PWWP – dominínio funcional das DNA metiltransferases 3 

RARB – retinoic acid receptor 

RFTS - Replication Foci Targeted Sequence 

RMSD -  Root Mean Square Deviation  

SAH – S-adenosil homocisteína 

SAM - S-adenosil-metionina 

SBDD - Structure Based-Drug Design  

SINES - Short interspersed nuclear elements 

SNP – Single Nucleotide Polymorphism 

Taq  - Thermus aquaticus 

TCGA - The Cancer Genome Atlas Network 

TIMP2 - tissue inhibitor of metalloproteinases 2 

TCSR  - Tissue Culture Shared Resource  

TNM - Tumor-Nódulo-Metástase 

TP16 – tumor supressor protein p16 ou cyclin dependent kinase inhibitor 2A 

TRAIL/DR4/5  - via de sinalização (TNF- related apoptosis-inducing ligant/ TRAIL death receptors 

DR4 and DR5) 

Tris-HCl - Tris hydrochloride 

TS - Targeting Sequence 
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VEGF - vascular endothelial growth factor 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Câncer de mama 

 O câncer de mama é uma doença heterogênea e progressiva, resultante do acúmulo de 

alterações genéticas e epigenéticas (BECA; POLYAK, 2016). Essa doença corresponde a um 

dos tipos de câncer mais comumente diagnosticados e uma das principais causas de morte em 

mulheres no mundo (FERLAY et al., 2015), sendo que a sua incidência continua aumentando 

tanto nos países desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento. No Brasil, excetuando-

se os tumores de pele não melanoma, é o câncer mais comum em mulheres, correspondendo a 

aproximadamente 25% dos casos,  com estimativa de 57.960 casos novos em 2016 (INCA, 

2016) e risco de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres, além de aproximadamente 14.206 

mortes por ano (SIM, 2013). 

 Vários fatores de risco foram associados ao seu desenvolvimento, incluindo os 

relacionados à vida reprodutiva da mulher como menarca precoce e menopausa tardia, idade 

e histórico familial de câncer (LAMBERTINI et al., 2016). A incidência de câncer de mama 

até os 35 anos é relativamente baixa e infrequente, porém aumenta rápida e progressivamente 

especialmente após os 50 anos de idade. O histórico familial é considerado um fator de risco 

crítico, evidenciando a importância da predisposição hereditária no desenvolvimento desse 

tipo de câncer: estima-se que entre 5 a 10% dos casos sejam hereditários, geralmente 

acometendo pacientes jovens e com histórico da doença na família em parentes de primeiro e 

segundo graus (CHEUNG; GRAVES; ROBERTSON, 2000; GOLUBNITSCHAJA et al., 

2016). 

 A maioria dos subtipos de câncer de mama foi correlacionada a um bom prognóstico, 

desde que o tumor seja diagnosticado e tratado prontamente (INCA, 2016). No entanto, 

alguns tumores mamários evoluem de forma rápida e apresentam prognóstico pobre. No 

Brasil, há uma tendência de aumento nas taxas de mortalidade por neoplasias mamárias, 
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sendo em muitos casos decorrentes de um diagnóstico tardio em muitos casos (BARRIOS et 

al., 2005) 

Do ponto de vista clínico, utiliza-se o sistema de estadiamento recomendado pela 

Union for International Cancer Control (UICC) denominado Tumor-Nódulo-Metástase 

(TNM). Essa classificação baseia-se na localização e tamanho do tumor primário, extensão 

tumoral, além da presença ou ausência de metástases ou seja, a categoria T descreve o tumor 

primário e o local onde o mesmo se encontra; a categoria N descreve o envolvimento loco-

regional, considerando-se a presença de células tumorais em linfonodos axilares; e a 

categoria M descreve a presença ou ausência de metástases à distância. Esse sistema de 

estadiamento clínico varia de 0 a IV (UICC, 2013). 

Histologicamente, os carcinomas mamários são classificados em subtipos distintos:  o 

carcinoma ductal é o tipo histológico mais comum, sua frequência varia entre 80 a 85% dos 

casos, seguido dos carcinomas lobulares (aproximadamente 15% dos casos). Geralmente, os 

carcinomas não-invasivos (in situ, ou crescimento confinado ao epitélio) são os tumores que 

mostram o melhor prognóstico. Existem ainda os carcinomas invasivos de prognóstico 

favorável: carcinoma ductal invasivo com componente intraductal predominante (ou 

carcinoma ductal microinvasivo), carcinoma mucinoso (coloide), carcinoma medular, 

carcinoma papilífero, carcinoma tubular, carcinoma adenocístico e carcinoma secretor 

(juvenil). Os tumores de pior prognóstico são os carcinomas ductais ou lobulares invasivos 

(Barros et al., 2001).  

Durante décadas, foram desenvolvidas muitas pesquisas para a identificação de 

marcadores moleculares de diversos tipos de câncer, incluindo os da mama. Atualmente, os 

marcadores moleculares amplamente utilizados no diagnóstico e prognóstico de pacientes 

com câncer de mama incluem os receptores hormonais ER (receptor de estrógeno) e PgR 

(receptor de progesterona), o marcador de proliferação celular Ki-67, além do nível de 
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expressão do receptor codificado pelo protoncogene HER-2 (também denominado ERBB2, 

erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) (INWALD et al., 2015). A expressão dos receptores 

hormonais ER e PgR normalmente está associada a tumores de baixo grau histológico, ou 

seja, menor potencial de malignidade (PUSZTAI et al., 2006). A taxa de proliferação celular, 

por sua vez, é investigada pelo do antígeno nuclear Ki-67. Portanto, quanto mais elevada a 

expressão de Ki-67, pior o prognóstico, já que tumores com essa característica apresentam 

maior probabilidade de evoluir para metástases (ESTEVA; HORTOBAGYI, 2004). 

O protoncogene HER-2 codifica um membro da família de receptores do fator de 

crescimento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), possui atividade tirosina quinase e 

atua na ativação das vias de sinalização mitogênica. Quando este é ativado por amplificação 

gênica, a sua expressão aumentada está associada à proliferação celular, devido à transmissão 

constante de sinais para o crescimento e proliferação celular. 

Considerando-se a grande heterogeneidade clínica, histopatológica e nos padrões 

anormais de expressão gênica no câncer de mama, Perou e colaboradores (2000) 

investigaram a variação no padrão global de expressão gênica de 65 amostras de tumores 

primários de mama, utilizando uma plataforma de microarray contendo 8.102 genes 

humanos. Baseados nesta análise, os autores sugeriram a primeira classificação molecular de 

tumores mamários, a partir de assinaturas de expressão gênicas distintas. 

Atualmente, o câncer de mama é classificado em pelo menos quatro subtipos 

moleculares intrínsecos: luminal A (geralmente os tumores são ER e PgR positivos e 

negativos para a expressão aumentada de HER-2), luminal B (grupo caracterizado por 

tumores ER positivos com expressão baixa ou ausente de PgR,  mostrando altas taxas de 

proliferação celular e, ocasionalmente, expressão alta da proteína HER-2), tumores que 

expressam altos níveis de HER-2 (ER e PgR negativos, mas com níveis elevados de 
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expressão de HER-2) e basal-like (geralmente ER, PgR, e HER-2 negativos, também 

conhecidos como triplo negativos) (INWALD et al., 2015).  

Os subtipos moleculares do câncer de mama diferem em incidência, prognóstico e 

resposta a terapia (MIRZANIA, 2016). Neste contexto, o câncer de mama triplo negativo 

corresponde a aproximadamente 15% dos carcinomas mamários e caracteriza-se por 

comportamento mais agressivo, maior risco de recorrência e metástases, sendo mais difíceis 

de serem tratados (ALLISON, 2012; AMBROSONE; HONG; GOODWIN, 2015; RAKHA; 

GREEN, 2017).  

Considerando-se o impacto que os padrões anormais de metilação do DNA possuem 

sobre a regulação da expressão gênica no câncer (ESTELLER, 2002; JIN; ROBERTSON, 

2013; ROBERTSON, 2005), estudos recentes investigaram a relação existente entre os perfis 

anormais de metilação do DNA e os subtipos moleculares do câncer de mama (TCGA - The 

Cancer Genome Atlas Network, 2012). O perfil de metilação do DNA dos subtipos Luminais 

é caracterizado por ganhos de metilação na região promotora de genes específicos, enquanto 

os tumores basal-like tendem a ser hipometilados no corpo do gene e em regiões repetitivas 

(Stefansson et al., 2015; Györffy et al., 2016; Holm et al., 2016).  

 

1.2. Mecanismos epigenéticos e câncer 

 A definição moderna de epigenética refere-se à herança de características estáveis 

decorrentes de modificações no DNA ou na cromatina e que não decorrem de mudanças na 

sequência de bases nitrogenadas do genoma. Diferentes radicais químicos podem ser ligados 

tanto no DNA quanto nas histonas. Tais marcações químicas podem ser conservadas e 

transmitidas a cada geração celular (BERGER et al., 2009). Existem diversas enzimas que 

podem adicionar ou remover diferentes radicais: metil, acetil, ubiquitina, entre outros, 

modificando as histonas em resíduos de aminoácidos específicos. No DNA, a marca 
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epigenética melhor estudada é a adição de um radical metil no carbono cinco de citosinas, 

formando a 5-metilcitosina (5mC) (JAENISCH; BIRD, 2003).  

 No genoma de mamíferos, diversos estudos demonstram que a presença de metilação 

ao longo do DNA é importante para alguns processos como o silenciamento de 

retrotransposons (BOURC’HIS; BESTOR, 2004), o imprinting genômico (LI; BEARD; 

JAENISCH, 1993) e a inativação do cromossomo X (BRIGGS; REIJO PERA, 2014). A 

metilação do DNA acontece quase que exclusivamente no contexto de dinucleotídeos CpGs, 

ou seja, uma citosina imediatamente seguida por uma guanina na mesma fita de DNA. 

Quando o genoma humano foi sequenciado e montado pela primeira vez, descobriu-se que 

existe uma quantidade de nucleotídeos CpGs inferior à esperada, porém existem regiões com 

uma alta concentração de CpGs, conhecidas como ilhas CpGs (ICG). Foi estimado que 

aproximadamente 60% dos genes humanos possui uma ilha CpG associada à sua região 

promotora (INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 

2001).  

 As ilhas CpGs estão presentes em várias regiões do genoma: promotores, corpo de 

genes, regiões não codificadoras e região de elementos de transposição. Entende-se que a 

metilação do DNA está associada à regulação da transcrição e com o processo de 

heterocromatização (JONES, 2012).  Geralmente, a alta densidade de metilação do DNA nas 

ilhas CpG presentes nas regiões promotoras resulta em silenciamento gênico devido à 

inibição da ligação dos complexos de transcrição a suas respectivas sequências regulatórias 

ou pelo recrutamento de proteínas que se ligam às sequências CpG metiladas iniciando 

modificações epigenéticas coordenadas na cromatina (ESTELLER, 2007). Em genes 

transcricionalmente ativos, as ilhas CpG associadas aos promotores gênicos são normalmente 

não metiladas. Entretanto, elementos repetitivos (DNA satélite, LINES, SINES e 

transposons) e a região promotora de alguns genes tecido-específicos, caracterizados por 
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ausência de expressão, são geralmente metiladas na maioria dos tecidos (ESPADA; 

ESTELLER, 2010). Logo, a distribuição correta da metilação no genoma como um todo é 

necessária para o desenvolvimento normal do organismo (ARMSTRONG, 2013). 

 A perda dos padrões normais de metilação do DNA tecido-específicos pode resultar 

no silenciamento de genes importantes na manutenção de vias e processos celulares, que 

regulam algumas funções básicas, incluindo o ciclo celular e a apoptose. Por isso, a 

hipermetilação levando ao silenciamento epigenético de genes supressores de tumor pode 

estar associada à formação de câncer, já que existe a possibilidade da célula perder o controle 

sobre alguns processos essenciais. Por outro lado, a diminuição da metilação no genoma 

(hipometilação) pode fazer com que genes que deveriam estar silenciados comecem a ser 

transcritos ou gerar  instabilidade genômica (BEST; CAREY, 2010; JIN; ROBERTSON, 

2013). Portanto, tanto a hipermetilação quanto a hipometilação são dois fenômenos 

relevantes para o surgimento e progressão do câncer (EHRLICH; LACEY, 2013). 

 

1.3. Própolis e seus efeitos antitumorais 

 Própolis é um produto natural, com aspecto resinoso, produzido por abelhas (Apis 

mellifera) e utilizada na construção e manutenção de suas colmeias. As abelhas coletam 

resinas exsudadas por plantas, nos troncos e ápices de folhas e misturam com cera e produtos 

de suas próprias glândulas, para formar a própolis (BURDOCK, 1998). 

 A própolis é produzida a partir de materiais coletados na flora local, portanto a sua 

composição dependerá das condições do ambiente, tais como tipo de vegetação, clima, 

altitude, etc. Isso faz com que sua composição química seja complexa, contando com 

diversos compostos conhecidos, variando de acordo com a localização geográfica de coleta 

(BANKOVA, 2005). 
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 Devido à sua grande complexidade e diferenças na composição, existe um grande 

esforço para a caracterização química mais detalhada da própolis ao redor do globo (HUANG 

et al., 2014; SILVA-CARVALHO; BALTAZAR; ALMEIDA-AGUIAR, 2015).  Estes 

estudos identificaram que os grupos químicos presentes nos diferentes tipos de própolis 

incluem, principalmente os flavonóides e os ácidos fenólicos. 

 Diversos trabalhos demonstraram que a própolis possui diversas propriedades 

biológicas: antibacteriana, anti-inflamatória, imunomoduladora e antitumoral (SFORCIN; 

BANKOVA, 2011). Em adição, a própolis não tem praticamente sido associada a nenhum 

efeito colateral (SFORCIN; NOVELLI; FUNARI, 2002) ou toxicidade (JASPRICA et al., 

2007). Todas essas evidências posicionam a própolis entre os produtos de origem natural com 

um grande potencial farmacológico a ser explorado e que ainda foi pouco estudado quanto 

aos seus mecanismos de ação, incluindo a definição de quais componentes químicos seriam 

responsáveis pelas suas propriedades biológicas. 

 Uma das propriedades biológicas da própolis que tem despertado grande interesse é o 

seu efeito antitumoral. É bem descrito na literatura que a própolis pode inibir a proliferação 

de células tumorais (BÚFALO et al., 2010) ou prevenir a carcinogênese (BAZO et al., 2002) 

em modelos in vivo. Em um artigo de revisão dos efeitos citotóxicos e inibição do 

crescimento de células tumorais exercido pelos diferentes tipos de extratos de própolis  

(alcoólicos e aquosos) e pelos compostos químicos derivados da própolis  de diferentes 

origens geográficas (WATANABE et al., 2011). Onde, foi observado que as vias de ação 

sugeridas nesses trabalhos são bem variadas: inibição de angiogênese (WU et al., 2011), 

inibição de migração celular e de formação de colônias (PENG et al., 2012a), além de 

indução da apoptose (SZLISZKA et al., 2011).  

 Um dos efeitos antitumorais mais descritos é o de que a própolis, ou algum de seus 

componentes, pode induzir a apoptose em diversos tipos de câncer.  Ainda, a indução da 
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apoptose pode acontecer por via intrínseca ou extrínseca: inibição de NF-kβ (WATABE et 

al., 2004), indução de caspases (SEDA VATANSEVER et al., 2010) e  de genes pró-

apoptóticos (TSENG et al., 2014). Diversos outros trabalhos demonstraram os efeitos 

antitumorais da própolis utilizando ensaios in vitro e linhagens celulares derivadas de 

diversos tipos de cânceres humanos, inclusive câncer de mama. A tabela 1 apresenta uma 

compilação dos principais estudos sobre os diversos efeitos da própolis e de seus 

constituintes isolados em diferentes linhagens celulares humanas. 
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Tabela1. Estudos in vitro sobre os efeitos da própolis ou de seus componentes em células humanas. Principais efeitos da própolis descritos 
na literatura, incluindo as vias específicas envolvidas. Os estudos que utilizaram linhagens celulares derivadas de carcinomas mamários e suas 
respectivas referências bibliográficas encontram-se destacados em negrito. 

 
EFEITO 

 
VIA BIOLÓGICA 

 
COMPOSTO/EXTRATO 

 
LINHAGENS 

 
REFERÊNCIAS 

 

INDUÇÃO DE APOPTOSE 

Modulação de caspases EEP, CAPE MCF7, HUVEC e HLL60 

CHEN et al., 2001; KAMIYA et 
al., 2012; KUNIMASA et al., 
2011; MOTAWI et al., 2016; 
SEDA VATANSEVER et al., 

2010 e TSUCHIYA et al., 2013. 

Modulação da via NF-KB CAPE MCF7, MDA-MB-231 e Daoy 
LEE et al., 2008b; WATABE et 

al., 2004 e WU et al.,  2011 

Modulação por CHOP EEP, CAPE MCF7 KAMIYA et al., 2012 

Indução de apoptose por 
TRAIL/DR4/5 e FasL/Fas 

EEP 
DLD-1, SW480, DLD-1/5FU, 

DLD-1/OXA, LNCap, DU145 e 
HeLa 

KROL et al., 2011; KUMAZAKI 
et al., 2014; SZLISZKA et al., 

2011, 2013 

Outros 
cardanol, crisina, CAPE, EEP, 

artepelina C, quercetina, 
kaempferol e ácido p-cumárico. 

BT-474, Hep-2, SW620, DU145 
e PC3 

BUAHORM et al., 2015; 
FROZZA et al., 2017; 

KUSTIAWAN et al., 2017; HE et 
al., 2006 e RYU et al., 2017 

Ativação da via p38/MAPK e 
NGF/p75NTR 

 

CAPE C6 
KUO et al., 2006; LEE et al., 2003 

e TSENG et al., 2014 

CONTROLE DO 
CRESCIMENTO CELULAR 

Modulação da via de 
sinalização beta-catenina 

CAPE SW480 HE et al., 2006 

Efeito citotóxico e distúrbios 
no metabolismo glicolítico 

EEP HCT-15 VALENÇA et al., 2013 

Supressão da proliferação, 
formação de colônia e 

CAPE PC3 e HCT-15 LIN; JIANG; CHUU, 2012 
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progressão do ciclo celular 

Bloqueio da via de sinalização 
mediada por PAK1 

artepelin C e CAPE HUVEC MESSERLI et al., 2009 

Modulação da via de 
sinalização AKT 

CAPE LNCap, DU145 e HepG2 CHUU et al., 2012 

Efeito citotóxico, por uma via 
não apoptótica (morfologia 

semelhante à necrose) 
EEP PANC-1 AWALE et al., 2008 

Regulação do ciclo celular CAPE TW2.6 KUO et al., 2013 

Outros 
EEP, EMP, bacarina, drupanina, 

nemorosome 

MDA-MB-231; Hs578T, 
MCF7, A-498, DLD-1, 

COLO201, MKN1, MKN28, 
MUGC4, NB4,  HL60,  K562,  

U937, S180,  HeLa,  L929, HT-
29,  Hep-2,  raw 264.7,  Vero,  
Chago,  KATO-III,  BT-474,    

HS27,   PC-3, DU-145 HEP3b, 
HNSCC e MCF7-BUS 

 

AKAO et al., 2003; CAMARGO 
et al., 2013; CHEN et al., 2012; 

CHOUDHARI et al., 2013; 
HERNANDEZ et al., 2007; 

KUBINA et al., 2015; 
KUSTIAWAN et al., 2015; 
POPOLO et al., 2009, 2011; 

RZEPECKA-STOJKO et al., 
2015; 

THIRUGNANASAMPANDAN; 
RAVEENDRAN; 

JAYAKUMAR, 2012; 
UMTHONG et al., 2011; 
UTISPAN; CHITKUL; 

KOONTONGKAEW, 2017; 
VALENTE et al., 2011 

INTERAÇÕES COM 
PROTEÍNAS 

Inibição de desacetilases de 
histonas 

Crisina, CAPE MCF7, MDA-MB-231 e SK-
BR-3 

 

Modulação do receptor de 
estrógeno (ER) 

EEP, REP, CAPE MCF7 e MDA-MB-231 
JUNG et al., 2010; SONG et al., 

2002 

Inibição de HIF-1 Isosakunaretina, bacarina, HEK293 e HCT116 HATTORI et al., 2011 
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drupanina 

ALTERAÇÃO DA 
EXPRESSÃO GÊNICA 

Modulação de genes 
codificadores das proteinas 

p21CIP1 e p53 
EEP 

CaCo2, HCT116, HT29 e 
SW480, 

ISHIHARA et al., 2009 

Modulação de genes 
codificadores de ciclinas 

CAPE, nimfaeol-A e C DU145, PC3, LI et al., 2007 

Modulação de MMP2 e 
TIMP2 

CAPE SCC2 PENG et al., 2012b 

Modulação de BCL2 e BAX EAP HCT116 e HL-60 SULAIMAN et al., 2012 

Outros EEP, A549, SAS e OECM-1 
CHUNG et al., 2017; NGUYEN et 

al., 2017 

INIBIÇÃO DE 
ANGIOGÊNESE E 

MIGRAÇÃO 

Inibição de MMPs CAPE HT1080, SK-Hep1  
HWANG et al., 2006; LEE et al., 

2008a 

Modulação de VEGF EEP e CAPE HUVEC IZUTA et al., 2009 

Outros 
Artepelina C, polifenóis 

derivados da própolis, CAPE 
HUVEC, EA.hy926, RCC4 e 

PANC-1   

AHN et al., 2007; DALEPRANE 
et al., 2012; DUAN et al., 2017; 

OHTA et al., 2008 

INIBIÇÃO DE METÁSTASE 

Inibição da atividade de 
VGSC (voltage-gates 

channel) 
CAPE 

MDA-MB-231 e MDA-MB-
468 

FRASER; HEMSLEY; 
DJAMGOZ, 2016 

OUTROS 

Inibição da auto-renovação 
celular, formação de 

progenitores, crescimento 
clonal em soft ágar, e 

diminuição da contagem de 
células CD44 

CAPE eCSC (breast cancer stem cells) OMENE et al., 2013 

Efeito protetor contra danos 
oxidativos 

CAPE HepG2 LEE et al., 2008b 

CAPE – Caffeic Acid Phenethyl Ester; EEP – Extrato Etanólico de Própolis; EMP – Extrato Metanólico de Própolis; EAP – Extrato Aquoso de Própolis, REP - ether extract 
of propolis.
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1.4. Produtos naturais e terapia epigenética 

 Alguns estudos recentes indicam que produtos de origem natural podem ser uma 

grande fonte de drogas para terapia epigenética (ZWERGEL; VALENTE; MAI, 2015). 

Exemplos de compostos químicos que apresentam atividade inibidora de proteínas 

envolvidas na programação epigenética incluem os compostos fenólicos ácido cafeico, 

epigalocatequina-3-galato (EGCG) e curcumina. A curcumina, o principal componente 

da cúrcuma, possui capacidade reguladora do ciclo celular e indução de apoptose 

(SRIVASTAVA et al., 2007), podendo também inibir a acetilação de histonas (KANG; 

CHA; JEON, 2006). 

 O EGCG é um polifenol, principal componente do chá verde, com propriedades 

antitumorais (LI; TOLLEFSBOL, 2010).  No estudo de FANG e colaboradores (2003) 

foi demonstrado que a exposição in vitro da linhagem KYSE 150, derivadas de câncer 

de esôfago, por um período de até 144 horas levou à reversão da hipermetilação dos 

genes TP16 (cyclin dependent kinase inhibitor 2A), receptor de ácido retinóico beta 

(RARB), O6-metilguanina metiltransferase (MGMT) e mutL homólogo 1 (hMLH1). A 

perda de metilação nesses locus foi acompanhada da expressão dos mRNAs desses 

genes. Este efeito também foi observado nas células HT-29 (câncer de cólon humano) e 

PC3 (câncer de próstata) (FANG et al., 2003). 

 Os efeitos moduladores de dois polifenóis presentes no café (ácidos cafeico e 

ácido clorogênico) na metilação in vitro de substratos de DNA sintéticos foram 

demonstrados em duas linhagens celulares derivadas de carcinomas mamários humanos 

(MCF-7 e MDA-MB-231) (LEE; ZHU, 2006). A inibição máxima in vitro da metilação 

do DNA foi de aproximadamente 80%, quando a maior concentração (20μM) de ácido 

cafeico ou ácido clorogênico foi testada. As análises cinéticas mostraram que a 

metilação do DNA catalisada pela metilase procariótica M. SssI reduziu a atividade da 
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metilase através de um mecanismo não competitivo. Os autores sugeriram que esta 

inibição foi, em grande parte, devido, ao aumento da formação S-adenosil-

homocisteína, resultante da ação da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT). Em 

adição, o estudo também demonstrou que o tratamento dessas células com ácido cafeico 

ou ácido clorogênio inibiu parcialmente a metilação da região promotora do gene RARB 

(receptor do ácido retinóico).  

  Considerando-se que o silenciamento de genes supressores de tumor decorrente 

de ganhos de metilação nas ilhas CpGs associadas às regiões promotoras específicas é 

um evento frequente em diversos tipos de cânceres humanos, a identificação de 

compostos químicos que inibam a atividade das enzimas DNA metiltransferases 

(DNMTs) e, consequentemente, que induzam a reexpressão desses genes, é de grande 

interesse para a terapia epigenética do câncer. Em termos gerais, existem dois tipos de 

inibidores de DNMTs: os análogos de nucleosídeos e os não análogos de nucleosídeos 

(figura 1).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. A) 5-Aza-2'-deoxycitidina, inibidor análogo de nucleosídeo. B) EGCG, 
principal componente do chá verde e representante dos inibidores não análogos de 
nucleosídeos. 
 
 Inibidores análogos de núcleosídeos apresentam um anel de citosina modificado, 

o ao qual é ligado a uma ribose ou desoxirribose. Eles são metabolizados por quinases, 

que os convertem de nucleosídeos para nucleotídeos, permitindo a sua incorporação ao 

A
) 

B 
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DNA durante a sua duplicação. A metilação é inibida quando esses compostos são 

incorporados às fitas recém-sintetizadas. Como exemplo, os análogos de nucleosídeos 

Azacitidina e Decitabina são fosforilados por quinases específicas, como a deoxicitidina 

quinase, o que permite a sua incorporação ao DNA (YOO; JONES, 2006). A 

incorporação desses análogos de citosina evita a liberação da enzima DNMT pela 

formação de um complexo covalentemente ligado ao substrato (SANTI; NORMENT; 

GARRETT, 1984; ZHOU et al., 2002) o que impossibilita metilações posteriores, 

resultando em células filhas pouco metiladas. Essas células podem reativar a expressão 

de genes relacionados à apoptose e reguladores de ciclo celular, auxiliando no controle 

tumoral. 

Inibidores não análogos apresentam grande interesse clínico por se ligarem 

diretamente à região catalítica e não ser necessária sua incorporação ao DNA 

(BRUECKNER et al., 2005; YOO; JONES, 2006). Uma pequena molécula sintética 

desenhada para ajustar-se ao sítio catalítico da DNMT1 humana é a RG108 

(BRUECKNER et al., 2005). O uso in vitro dessa molécula em linhagens celulares 

derivados de cânceres humanos demonstrou a diminuição significativa da metilação e 

reexpressão do gene supressor de tumor TP16, acarretando em diminuição das taxas de 

proliferação das células tumorais (HEERBOTH et al., 2014). 

Fontes naturais de compostos ativos também podem levar à descoberta de 

candidatos a drogas ou ser o ponto de partida para desenvolvimento de novas drogas 

(HAUSER; JUNG, 2008). O EGCG é proposto como um inibidor de DNMT1, que 

atuaria no sítio ativo da enzima (FANG et al., 2003). Outros polifenóis como 

catequinas, flavonoides (quercetina, miricetina) e polifenóis (ácido cafeico, ácido 

clorogênico etc) também são descritos como potenciais inibidores de DNMT1 

(MEDINA-FRANCO et al., 2011; ZWERGEL; VALENTE; MAI, 2015). 
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1.5. Abordagens computacionais na pesquisa de novos inibidores de DNMTs. 

 Nos últimos anos, alguns estudos descreveram o uso de abordagens 

computacionais para a identificação de novas moléculas inibidoras de DNMTs. Uma 

estratégia muito empregada é o docking molecular (MEDINA-FRANCO; 

CAULFIELD, 2011), que é uma abordagem computacional que calcula as diferentes 

conformações e posições que uma molécula ligante pode apresentar, quando entra em 

contato com uma molécula receptora. Utilizando campos de forças moleculares é 

possível calcular essas posições e conformações, bem como os valores de energia de 

interação entre o ligante e o receptor. O processo de cálculo de docking molecular 

envolve várias etapas, onde a complexidade do problema aumenta a cada etapa 

realizada (KITCHEN et al., 2004). 

Durante os últimos anos, diferentes abordagens computacionais foram 

desenvolvidas para o estudo de pequenas moléculas bioativas em relação a seus 

potenciais alvos, considerando-se que o entendimento dos princípios pelos quais estas 

pequenas moléculas ou ligantes reconhecem e interagem com macromoléculas é uma 

etapa essencial na pesquisa e desenvolvimento de novas drogas de interesse terapêutico 

(FERREIRA et al., 2015). O docking molecular é um dos métodos mais utilizados de 

Structure Based-Drug Design (SBDD), sendo definido como um processo in silico que 

envolve a predição de possíveis conformações e orientações (ou posicionamento) entre 

uma molécula ligante a um sítio de ligação em um alvo ou molécula receptora 

(KITCHEN et al., 2004). Docking é um processo em múltiplas etapas que se inicia com 

o conhecimento da estrutura tridimensional do ligante e do receptor, fundamental para 

as etapas de determinação da conformação mais provável de ligação e para a 

identificação das interações intermoleculares correspondentes (HUANG, S. Y. AND 

ZOU, 2010).  



16 
 

 Uma variedade de programas para a análise de docking molecular estão 

disponíveis. Estes programas diferem quanto aos métodos utilizados que podem 

considerar a flexibilidade do ligante.  Os métodos de docking molecular baseados na 

flexibilidade do ligante podem ser agrupados em três classes principais: métodos 

sistemáticos, randômicos ou estocásticos e por simulação (KITCHEN et al., 2004).   

 Muitos estudos utilizamram a abordagem computacional para o desenho de 

novas moléculas inibidoras de DNMT1 (MEDINA-FRANCO et al., 2015): o EGCG 

(MEDINA-FRANCO et al., 2011) e curcumina (LIU et al., 2009) foram propostos 

como inibidores de DNMTs, a partir de métodos computacionais. 

 Como a própolis é um produto natural com uma composição química 

extremamente complexa, há uma grande dificuldade de estudar suas propriedades 

biológicas e identificar quais componentes químicos são responsáveis por essas 

propriedades definidas. Como já foram relatados na literatura, produtos naturais são 

grandes fontes de inibidores de DNMTs, incluindo compostos fenólicos e flavonóides 

(ambos presentes nas amostras de própolis brasileira). Neste contexto, a utilização de 

abordagens computacionais pode ser útil na triagem de um universo muito grande de 

compostos oriundos da própolis, permitindo delinear experimentos mais precisos a fim 

de se identificar novos inibidores de DNMTs.  

 

1.6. Estrutura e funcionamento das DNA metiltransferases (DNMTs): perspectivas 
para a terapia epigenética do câncer 
 

 As modificações epigenéticas do genoma abrangem mecanismos reversíveis e 

herdáveis de regulação da expressão gênica. Produtos de origem natural, como os 

compostos fenólicos, representam uma fonte importante para o desenvolvimento de 

novo medicamentos para o tratamento de pacientes com câncer, pois muitos possuem 
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ação inibidora de proteínas pertencentes à maquinaria epigenética, incluindo as enzimas 

responsáveis pela metilação do DNA e pelas modificações das histonas. Os inibidores 

das DNA metiltransferases e de desacetilases de histonas são as principais classes de 

drogas utilizadas na terapia epigenética do câncer, por levarem à reexpressão dos genes 

silenciados nas células tumorais (YOO; JONES, 2006). 

 As enzimas responsáveis pela metilação do DNA, denominadas DNA-

metiltransferases, são conservadas em diferentes grupos de eucariotos. Em mamíferos, 

são conhecidas quatro proteínas pertencentes à família DNMT: DNMT1, DNMT3A, 

DNMT3B e DNMT3L, que juntas coordenam os processos de manutenção e de 

metilação de novo (JIA et al., 2007).  As DNMT3A e 3B são responsáveis 

principalmente pela metilação de novo, ou seja, a metilação que será estabelecida nas 

células durante a gametogênese ou durante os primeiros estágios do desenvolvimento 

embrionário. A DNMT3L estimula a metilação de novo e é necessária para o 

estabelecimento do imprinting genômico, apesar de não apresentar atividade de 

metiltransferase (OKANO et al., 1999). A DNMT1 executa a metilação de manutenção, 

ou seja, copia o padrão estabelecido durante o desenvolvimento a cada ciclo de 

duplicação de DNA (Jurkowska et al., 2011). 

 Como a metilação do DNA é uma importante marca epigenética para o 

desenvolvimento de mamíferos, é necessário que o padrão correto de metilação seja 

estabelecido. Para essa função, existem as enzimas DNMT3A, 3B e 3L. Que funcionam 

em conjunto durante a gametogênese e nas etapas iniciais do desenvolvimento para o 

estabelecimento do “programa epigenético”. Essa metilação é chamada de novo, pois 

será um “novo” programa epigenético estabelecido (OKANO et al., 1999). 

 Após o estabelecimento do padrão de metilação de novo, é necessário que a 

próximas células originadas a partir da divisão celular também possuam o mesmo 
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padrão. Devido à natureza semiconservativa da duplicação do DNA e de não haver 

nucleotídeos livres metilados, a tendência natural é de que fitas de DNA recém-

sintetizadas percam as marcas de metilação estabelecidas, portanto é necessário que a 

DNMT1, durante a replicação, mantenha o mesmo padrão de metilação, a partir da fita 

molde de DNA durante a replicação (ARMSTRONG, 2013; LI; BESTOR; JAENISCH, 

1992).   

 A proteína DNMT1 é transcrita a partir do gene DNMT1 (cytosine-5-

methyltransferase 1) que está localizado na região 19p13.2 e possui 40 éxons, 39 íntrons 

e 61.790pb (ROSENBLOOM et al., 2015). A DNMT1 é uma enzima multimodular, ou 

seja, possui vários domínios que agem coordenadamente para sua atividade. É 

interessante ressaltar que essas enzimas compartilham o mesmo domínio MTase na 

região C-terminal cuja estrutura é bem conservada entre elas (figura 2). Dessa forma, as 

predições computacionais e os estudos funcionais realizados para uma enzima podem 

ser extrapolados para a família. 

  

 

 

Figura 2. Estrutura das DNA metiltransferases. Comparação dos domínios funcionais de 
DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. Fonte: Jurkowska et al., 2011. 
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 Os principais domínios da DNMT1 estão descritos a seguir (JURKOWSKA; 

JURKOWSKI; JELTSCH, 2011): 

DMAP1 (DNA methyltransferase associated protein 1) -  é um domínio 

responsável pela interação entre DNMT1 e DMAP1, um repressor transcricional. 

DMAP1 também está associado com a estabilidade da proteína e com a 

interação entre a enzima e sequências de dinucleotídeos CpG (ROUNTREE; 

BACHMAN; BAYLIN, 2000).  

RFTS (Replication Foci Targeted Sequence) - esse domínio apresenta diversas 

regiões. A primeira é a região PCNA bind  domain (PBD), responsável pela 

interação com o Proliferation Cell Nuclear Antigen  (PCNA) e auxilia no 

posicionamento da proteína na forquilha de duplicação. Nesse  domínio 

também se encontra uma sequência de localização nuclear (NLS), que está 

 associada com a importação da proteína ao núcleo. A região TS 

(Targeting Sequence) é a grande responsável para direcionar a proteína para a 

forquilha de replicação e também está associada com o processo de dimerização 

da proteína. No entanto, não está elucidada a funcionalidade do dímero de 

DNMT1 (ROUNTREE; BACHMAN; BAYLIN, 2000).  

 

CXXC zinc finger -  é um domínio contendo zinco, que está relacionado com a 

interação entre a enzima e sequências de DNA. Ela apresenta uma sequência 

conservada de 8 cisteínas organizadas em duas repetições CXXCXXC que se 

ligam a dois átomos de zinco e desempenham papel importante na atividade 

enzimática (IYER; ABHIMAN; ARAVIND, 2011). 

BAH1 e BAH2 (bromo-adjacent homology 1and 2) - são domínios homólogos 

ao domínio Polybromodomain 1 da galinha; em muitas espécies, são domínios 

relacionados com o silenciamento gênico a nível transcricional. Entretanto, a 

função exata desses domínios  

em DNMT1 ainda é desconhecida (CALLEBAUT; COURVALIN; MORNON, 

1999). 

KG linker – uma sequência de lisinas e glicinas que liga a região N-terminal 

com a região C-terminal da proteína. Pode estar relacionada com o 

direcionamento da proteína à forquilha de replicação, devido a sua afinidade 

com Z-DNA (JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011). 
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MTase – Domínio metilase que apresenta 6 motivos envolvidos na reação de 

metilação (KUMAR et al., 1994). É importante ressaltar que esse é o domínio de 

interesse para a pesquisa de inibidores de DNMT, já que ele é bem conservado 

entre todas as enzimas da família e é responsável pela reação de metilação em si.  

 

As DNMTs possuem uma região C-terminal contendo o domínio MTase, que é 

bem conservado entre eucariotos e uma região N-terminal com domínios responsáveis 

pela interação da proteína com outras moléculas. Enquanto a região C-terminal das 

DNMT1 e DNMT3 compartilham os mesmos motivos e executam a mesma função, a 

porção N-terminal possuem domínios funcionais bem diferentes. DNMT3A e DNMT3B 

possuem os mesmos domínios funcionais: ADD (ATRX-DNMT3A-DNMT3L), PWWP 

e DNA-MTase. A DNMT3L não possui o domínio PWWP e 2 dos 6 motivos do 

domínio DNA-MTase, o que resulta na ausência de atividade catalítica. O domínio 

ADD é responsável pela interação da DNMT com outras proteínas como fatores de 

transcrição bem como modificadoras de histonas (OTANI et al., 2009) e o domínio 

PWWP é composto por motivos de prolina-triptofano que são importantes para a 

interação com diferentes modificações de histonas e direcionamento da enzima para a 

região pericentromérica da cromatina (QIU et al., 2002). 

 O primeiro modelo tridimensional de DNMT1 depositado no PDB (Protein 

DataBase, http://www.wwpdb.org/) foi descrito por Syeda e colaboradores (2011) 

(PDBID: 3EPZ) e corresponde ao domínio Replication Foci Targeted Sequence 

(RFTS). Em 2011, Song e colaboradores (2011) elucidaram a estrutura de DNMT1 de 

camundongo (Mus musculus) com os aminoácidos 650-1602 (PDBID: 3PT6) e no 

mesmo ano foi elucidada a estrutura de DNMT1 humana do resíduo 646 ao 1600 

(PDBID: 3PTA). O modelo mais recente da DNMT1 humana compreende os resíduos 

300-1600 (PDBID: 4WXX) (ZHANG et al., 2015c).  



21 
 

 O primeiro modelo tri-dimensional da DNMT3 foi depositado no PDB por Qiu e 

colaboradores (2002) (PDBID: 1KHC) e representa somente o domínio PWWP de 

DNMT3B de camundongo (Mus musculus). Em 2007, foram elucidadas algumas 

estruturas importantes: DNMT3L humana (PDBID: 2PV0) (OOI et al., 2007), o 

complexo entre DNMT3L e a lisina 4 não metilada da histona 3 (H3) (PDBID: 2PVC) 

(OOI et al., 2007), o complexo formado pela DNMT3A e DNMT3L que interagem pela 

região C-terminal (PDBID: 2QRV) (JIA et al., 2007) (Jia et al., 2007). Em 2015, foi 

depositado o modelo do complexo entre DNMT3, DNMT3L e H3 (PDBID: 4U7T) 

(GUO et al., 2015)e recentemente foram identificadas as estruturas envolvidas no 

reconhecimento da modificação H3K36me3 (tri-metilação na lisina 36 da histona 3) 

pelo domínio PWWP das DNMTs 3A e 3B (PDBID: 5CIU e 5CIY) (RONDELET et 

al., 2016). 

 As DNMTs possuem um sítio de ligação ao DNA e um sítio de ligação à S-

adenosil-metionina (SAM). SAM atua como um doador de radicais metil: após a reação, 

o carbono cinco da citosina no DNA é transformado em 5mC (5 metil citosina) e SAM 

se torna S-adenosil-homocisteina (SAH), conforme apresentado na figura 3. É 

importante destacar que SAH compete com SAM pelo sítio de ligação do cofator. 

Quando SAH se liga a esse sítio a atividade a enzimática é reduzida. Assim, os níveis de 

concentração de SAM e SAH constituem um mecanismo de regulação intrínseco da 

atividade enzimática (JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011).    

 Durante o processo de metilação do DNA, as DNMTs promovem a torção dos 

anéis de citosina da dupla hélice para formação de um complexo intermediário, com a 

participação do cofator SAM (ERLANSON; CHEN; VERDINE, 1993; 

KLIMASAUSKAS et al., 1994; YOO; JONES, 2006). Nesse complexo, a enzima ataca 

o carbono 6 da citosina se ligando com uma cisteína do motivo PCQ (MTase), 
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formando uma ligação covalente entre a enzima e o substrato. Essa ligação causa um 

aumento da densidade de cargas negativas no carbono 5, atacando o radical metil da 

molécula doadora. Outros motivos do domínio MTase tem a função de manter o 

complexo formado estável e facilitam a transferência do metil de SAM para a citosina. 

A adição do metil na citosina é seguindo de uma protonação do carbono 5, o que causa a 

quebra da ligação da enzima com o substrato. Após a reação, SAM se torna SAH devido 

a perda do radical metil. Quando SAH se liga ao sitio alostérico da proteína ao invés de 

SAM, a reação não ocorre devido à ausência do radical metil (ERLANSON; CHEN; 

VERDINE, 1993; JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011). 

 

 

Figura 3. Diagrama representando a reação de metilação do DNA catalisada por 
enzimas da família DNMT, que utilizam a S-adenosil-metionina (SAM) como doadora 
do grupo metil e liberam a S-adenosil-homocisteina, resultando na metilação no 
carbono 5 da citosina. Fonte: Moison et al., 2014. 
 

  Concluindo, com base em todas essas evidências dos efeitos antitumorais 

mediados pela própolis e nos avanços na caracterização das DNMTs, o presente estudo 

propõe a seguinte hipótese: a própolis ou algum de seus componentes podem possuir 

efeito hipometilante em células derivadas de câncer de mama triplo negativos. Do ponto 

de vista de pesquisa básica, espera-se demonstrar os potenciais mecanismos 

epigenéticos mediados pela exposição à própolis e seus principais componentes sobre as 
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células tumorais e, do ponto de vista aplicado, contribuir para a identificação de novos 

compostos para a terapia epigenética. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo geral 
 

 Investigar a hipótese de que os efeitos antitumorais demonstrados pela própolis e 

seus componentes sobre linhagens celulares derivados de cânceres mamários humanos 

também são mediados por mecanismos epigenéticos. 

2.2. Objetivos específicos 
 

• Avaliar in silico as possíveis interações entre os principais componentes 

químicos da própolis brasileira com as enzimas da família das DNA 

metiltransferases usando a estratégia de docking molecular e o sítio de ligação de 

SAM/SAH ao domínio MTase da enzima DNMT1 como modelo de interação; 

• Avaliar o efeito do tratamento com o extrato etanólico de própolis e alguns de 

seus componentes isoladamente (ácido cafeico, hidrocinâmico e p-cumárico) nas 

taxas de viabilidade celular em linhagens celulares derivadas de carcinomas 

mamários humanos triplo negativos (BT20, BT549, MDA-MB-231 e MDA-

MB-436); 

• Investigar a capacidade de inibição in vitro da metilase M.SssI dos compostos 

EGCG, ácido cafeico, hidrocinâmico e p-cumárico; 

• Avaliar o efeito do tratamento in vitro dos compostos EGCG, ácido cafeico, 

hidrocinâmico e p-cumárico no padrão de metilação da ilha CpG associada à 

região promotora do gene RASSF1A nas quatro linhagens de carcinomas 

mamários



 
 

 

 

Materiais e Métodos 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1.  Caracterização química da própolis e ácidos fenólicos 
 

A amostra de própolis utilizada neste estudo e os compostos fenólicos foram fornecidos 

pelo Prof. Adj. José Maurício Sforcin, do Departamento de Microbiologia e Imunologia, do 

Instituto de Biociências de Botucatu, UNESP. Essa amostra de própolis bruta foi coletada em 

1997 no apiário da Fazenda Experimental do Lageado, Faculdade de Ciências Agronômicas, 

UNESP, câmpus de Botucatu – SP, sendo armazenada sob temperatura de -20oC.   

 A caracterização química da própolis foi realizada pela análise de GC-MS (Gas 

Chromatography Mass Spectrometry) que identificou os principais grupos químicos da sua 

composição: flavonoides (kaempferide, 5,6,7-trihidroxi-3,4′ dimetoxiflavona, aromadendrine-4′-

metil éter); óleos essenciais (espatulenol, (2Z,6E)-farnesol, benzil benzoato e acetofenonas); 

ácido cumárico e benzopiranos (E e Z 2,2-dimetil-6-carboxyetenyl-8-prenil-2H-benzopiranos); 

ácidos fenólicos (ácido dihirocinâmico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido cafeico, ácido 

3,5-diprenil-p-cumárico , 2,2-dimetil-6-carboxi-etenil-8-prenil-2H-1-benzo-pirano) e terpenos. 

Recentemente, essa mesma amostra foi reanalisada pela mesma técnica e apresentou os 

seguintes componentes: ácido benzóico, ácido dihidrocinâmico, ácido cumárico, ácido cafeico, 

ácido p-cumárico, flavonoides, artepillina C, trihidroximetoxi flavona, tetrahidroxi flavona, e 

triterpenos. A comparação entre as duas análises não revelou diferenças qualitativas na sua 

composição (CONTI; BANKOVA; SFORCIN, 2015). A lista de compostos químicos 

identificados nesta amostra foi utilizada como referência para as análises subsequentes incluídas 

no presente estudo.  

Para os experimentos, o extrato etanólico de própolis (EEP) foi preparado a 30% em 

etanol 70%, na ausência de luz, em temperatura ambiente e sob agitação moderada. Após uma 

semana, os extratos foram filtrados e seu peso seco medido (110mg/ml). Esta medida foi 

utilizada para o cálculo das concentrações avaliadas nos experimentos in vitro (SFORCIN et al., 

2000).  
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Os compostos fenólicos ácido cafeico, ácido p-cumárico e ácido hidrocinâmico foram 

cedidos pelo Prof. Titular Jairo Kenupp Bastos, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto, USP, para os estudos do grupo coordenado pelo Prof. Adj. José Maurício 

Sforcin. 

3.2.  Seleção de ligantes para a predição in silico de novos inibidores de DNMTs  

 A partir da caracterização química da amostra de própolis utilizada no presente estudo 

(descrita no item 3.1), foram selecionados os compostos que estavam descritos no banco de 

dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/, acesso em fevereiro de 2016), com 

estruturas tridimensionais conhecidas para realizar do cálculo de docking molecular. A partir 

dessa investigação, foram escolhidos os seguintes componentes: ácido cafeico, ácido p-

cumárico, fenetil ester do ácido cafeico (CAPE), farnesol, ácido hidrocinâmico, ácido 

dihidrocinâmico, kaempferide, ácido ferúlico e espatulenol. Também foi realizado o docking de 

SAH e SAM, pois é conhecido que SAH é o inibidor intrísico da atividade de DNMTs e que 

SAM se liga no mesmo sítio que SAH (tabela 2).  Logo, o complexo formado entre SAH e 

DNMT1 foi utilizado como referência na análise das simulações com os compostos derivados 

da própolis. O polifenol EGCG (epigallocatechin-3-gallate) também foi incluído nesta análise 

por sua atividade inibidora da metilação do DNA, já descrita em literatura (KHAN et al., 

2015a). 
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Tabela 2. Relação de compostos químicos selecionados para a análise de docking molecular, 
categorizados pela classe química, suas respectivas estruturas e CID do PubChem*. 

CID  Nome do componente Estrutura 

Ligantes conhecidos da DNMT 

439155 SAH  

(S-adenosil-homocisteína)  

 

34755 SAM 

(S-adenosil-metionina) 

 

Ácidos fenólicos 

65064 EGCG 

Epigalocatequina-3-galato 

 

689043 Ácido cafeico 

 

637542 Ácido p-cumárico 

 

5281787 CAPE (caffeic acid 

phenethyl ester) 

 

64913 Ácido dihidrocinâmico 
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The PubChem Project (disponível em  https://* pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; CID – PubChem 
compound indentification. Quadrados pequenos: cinza escuro = H, azul = N, vermelho = O e 
amarelo = S 

 

 

 

 

107 Ácido hidrocinâmico 

 

445858 Ácido ferúlico 

 

2345 Benzil benzoato 

 

Flavonóides 

5281666 Kaempferide 

 

Óleos essenciais    

92231 Espatulenol  

 

Terpenos   

1549108 2-cis,6-trans-farnesol 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3. Análise in silico da potencial interação entre componentes da própolis e 
o domínio MTase da DNMT1 
 

No presente estudo, foram selecionados três diferentes programas de docking molecular 

descritos na Tabela 3:  Autodock, SwissDock e DOCK. As etapas das predições por docking 

molecular incluem: seleção de ligantes, preparação das estruturas tridimensionais, clusterização 

e visualização dos resultados. Tais etapas estão esquematizadas na Figura 4. 

 

 

Figura 4. Principais etapas da estratégia de docking utilizada no presente estudo (* http:// 
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). 
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Tabela 3. Programas de docking molecular utilizados no presente estudo e suas principais 
características.  

Disponível em a) http://www.swissdock.ch b) http://autodock.scripps.edu e c) 
http://dock.compbio.ucsf.edu. 
 

Os programas Autodock e SwissDock utilizam abordagens randômicas, porém com 

algoritmos diferentes, enquanto o DOCK utiliza uma abordagem sistemática. Todos esses 

programas utilizam funções que predizem possíveis interações químicas a partir de grandezas 

físicas e, portanto, cada programa utiliza algoritmos próprios e calculam um score próprio, que 

representa a possível interação do ligante com o receptor. O programa SwissDock, calcula como 

score dois diferentes parâmetros Simplefitness e Fullfitness. Primeiramente, o programa gera 

250 conformações do ligante e calcula o valor de Simplefitness para cada conformação e utiliza 

a melhor para ser o centro do cluster; uma vez que um cluster é definido, é calculado o 

Fullfitness, considerando-se todo o cluster. Este último, leva em consideração diversas forças 

participantes na interação entre ligante e receptor (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 

2011). O programa DOCK calcula o GridScore que leva em consideração termos em um campo 

de força moleculares não relacionadas às ligações químicas, como por exemplo, as forças de 

Van Der Waals (ALLEN et al., 2015). 

 

 

 

 

Nome do programa Tipo de algoritmo 
Parâmetros 
analisados/ 

Número de corridas 
Referências 

SwissDocka Randômico Fullfitness/ 250 

GROSDIDIER; 

ZOETE; MICHIELIN, 

2011 

Autodock 4.2b Randômico 
Free Binding Energy/ 

150 

MORRIS; HUEY, 

2009 

DOCK 6.7c Sistemático Grid Score/ 150 ALLEN et al., 2015 

http://www.swissdock.ch/
http://autodock.scripps.edu/
http://dock.compbio.ucsf.edu/
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3.3.1. Preparação de estruturas tridimensionais dos ligantes e da molécula 
 receptora 

 
O modelo cristalográfico da DNMT1 humana (figura 5A) (PDBID: 4WXX) foi editado 

no software Chimera 1.10.2 (PETTERSEN et al., 2004) para o isolamento do domínio MTase 

(resíduos 1135-1605) (figura 5B). O modelo utilizado foi obtido a partir da co-cristalização de 

SAH e DNMT1 humana, onde SAH está em complexo com o seu respectivo sítio de ligação no 

domínio MTase (ZHANG et al., 2015b). O modelo do complexo foi editado para a remoção de 

moléculas de água não estruturais, adição de átomos de hidrogênio, modificação de resíduos 

incompletos e adição de cargas de cada átomo. Essas moléculas de água não são necessárias 

para atividade da enzima e, portanto, não devem ser consideradas na análise de docking, sendo 

necessário removê-las. Alguns resíduos de aminoácidos podem não possuir todos os átomos 

resolvidos adequadamente e precisam ser modificados para glicinas, segundo recomendações 

dos programas utilizados. A maioria dos modelos omitem os átomos de hidrogênio, por isso é 

necessário adicioná-los manualmente e, por fim, é necessário o cálculo das cargas de cada 

átomo caso o modelo não apresente essa informação. Tais modificações foram conduzidas 

utilizando o DockPrep pelo Chimera 1.10.2 (DOCK) e Auto Dock Tools (AutoDock).  
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Figura 5. Modelo cristalográfico da DNMT1 humana. A) Representação em diagrama de 
fitas da estrutura cristalográfica completa da DNMT1 humana (PDBID: 4WXX) utilizada como 
modelo para o docking molecular e seu respectivo domínio MTase em vermelho. B) Domínio 
MTase isolado a partir da estrutura completa de DNMT1, em complexo com SAH (verde), o 
inibidor intrínsico de DNMT1. Em ambas as imagens, a porção N-terminal está destacada em 
preto e a porção C-terminal destacada em cinza. A edição do modelo original foi realizada no 
software Chimera versão 10.1.2. 

 

3.3.2. Configurações usadas para o cálculo de docking molecular 
 Para o programa SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) foram 

utilizadas as configurações consideradas de maior acurácia, predefinidas pelo próprio servidor. 

Nas configurações avançadas do programa, a área de interesse foi delimitada a partir da 

coordenadas XYZ (X = -42.250, Y = 43.855, Z = 12.971), que representam o centro do sítio de 

ligação de SAH no domínio MTase da proteína receptora. Também foi definida a área 

determinada pelo comprimento de 30Å para cada eixo, a partir desse ponto. 

 O segundo programa utilizado foi o AutoDock (MORRIS; HUEY, 2009). Para a 

definição da área de interesse para a avaliação das prováveis interações ligante-receptor, 

inicialmente, utilizou-se o software AutoGrid (MORRIS; HUEY, 2009), que acompanha o 

AutoDock. A partir de coordenadas conhecidas (X= -45.550, Y= 61.520, Z= 6.091), definiu-se o 

comprimento de 40Å para cada um dos eixos. Utilizando o AutoDock Tools (ADT), programa 

de interface gráfica do AutoDock, foi verificado que a área definida engloba o sítio de ligação 

de SAH (Figura 6) ao domínio MTase. A análise foi conduzida segundo parâmetros 

A B 
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predefinidos como longa, que considera o maior número de conformações baseado no algoritmo 

genético (Lamarckian Genetic Algorithm). 

 

 

O terceiro programa utilizado foi o DOCK (ALLEN et al., 2015). A área de interesse foi 

determinada de acordo com as recomendações descritas na documentação do próprio programa. 

Inicialmente, foi gerado um arquivo com a superfície molecular do receptor usando o Chimera 

1.10.2. Em seguida, foi utilizado o software sphegen (ALLEN et al., 2015)  para gerar esferas 

que tangenciam o ponto de contato da superfície de Van Der Waals e foi calculado o vetor 

normal de cada ponto na superfície (cada esfera representa uma molécula de água) (EWING; 

KUNTZ, 1997). Após gerar todas as esferas, foi selecionado o cluster de esferas que estivessem 

num raio de 10Å a partir das coordenadas dos átomos de SAH, utilizando o script 

Figura 6. Modelo representando a superfície de contato do domínio MTase da 
DNMT1 humana usado como receptor do docking molecular. A molécula de SAH 
aparece como sticks azuis. A área vermelha representa  uma face da delimitação 
da área de interesse. 
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sphere_selector (ALLEN et al., 2015) (Figura 6). Utilizando as coordenadas do cluster de 

esferas foi gerado o grid para o cálculo de docking. O docking molecular foi realizado 

utilizando-se as configurações recomendadas pela documentação do software e configurado 

para 150 corridas de cada ligante.  

 

A)                 B) 

 

Figura 7. O domínio MTase com destaque para o sítio de interação ligante-receptor. A) 
Modelo representando a superfície molecular do domínio MTase gerado pelo software Chimera 
versão 10.1.2. B) Representação do cluster de esferas calculado e selecionado juntamente com o 

grid box determinando a área de interesse a partir da posição do cluster na molécula receptora. 

 

 

3.3.3. Clusterização dos resultados obtidos. 
 

 Após a obtenção dos resultados pelo cálculo de docking foi feita a clusterização pelo 

programa GROMACS (SZILÁRD et al., 2015) pelo método GROMOS (DAURA et al., 1999). 

Neste processo, foi estabelecido um corte de Root Mean Square Deviation (RMSD) de 1Å e 

formados clusters para cada solução do docking cuja distância fosse igual ou menor que o corte. 

Cada cluster é representado por uma estrutura central, que constitui o resultado de docking que 

melhor representa o cluster inteiro. 
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3.3.4. Visualização e análise dos resultados de docking molecular 
 

Os resultados foram visualizados utilizando a ferramenta ViewDock disponível no 

próprio Chimera 1.10.2. Os clusters foram isolados em arquivos separados e as melhores 

posições foram recuperadas para a visualização de contatos com o uso do programa LigPlot+ 

(LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Foram considerados o score fornecido por cada 

programa (Tabela 2), bem como a quantidade de estruturas dentro do cluster e contatos 

identificados entre a solução de docking e o receptor. Esses parâmetros foram comparados com 

os dados obtidos pela co-cristalização de SAH-DNMT1 (ZHANG et al., 2015b)  e com os 

resultados de docking molecular de SAH ao domínio MTase. 

 

3.4. Ensaio in vitro de inibição da metilase M.SssI 
 

Esse ensaio tem como objetivo avaliar a atividade de metilação in vitro da enzima CpG 

methyltrasferase (M.SssI) (New England Biolabs). Esta metilase foi isolada a partir de E. coli 

recombinante modificada com o gene da DNA metiltransferase de Spiroplasma sp., cepa MQ1 

(MATSUO et al., 1994) e é amplamente utilizada para o estudo da metilação de citosinas, 

porque a mesma mimetiza o padrão de modificações observadas em genomas de eucariotos 

superiores e atua sobre substratos de DNA não metilados ou hemi-metilados com igual 

eficiência (RENBAUM et al., 1990). 

Para este ensaio foi gerado um fragmento de 658pb (nucleotídeos das posições chrX: 

154,030,181-154,030,838, localizado no éxon 4 do gene MECP2, methyl-CpG binding protein 

2) (dados obtidos em UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly, 

disponível em  https://genome.ucsc.edu/). A Tabela 4, apresenta o conjunto de primers 

utilizados para a obtenção do fragmento, bem como o número de dinucleotídeos CpGs passíveis 

de metilação pela ação da enzima M.SssI, número  de sítios de reconhecimento para a 

endonuclease de restrição BstUI (5’CGCG3’), sensível à metilação das citosinas presentes 

nestes dinucleotídeos CpGs.   
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Tabela 4. Sequência dos oligonucleotídeos utilizados para a obtenção do fragmento de DNA 
utilizado como substrato da reação da metilase M.SssI, número de dinucleotídeos CpGs e de 

sítios de reconhecimento da endonuclease de restrição BstUI.   

 

Gene Oligonucleotídeos 
Iniciadores 

(5’ - 3’) 

Tamanho 
(pb) 

Número 
de CpGs 

Sítio 
BstUI 

Fragmentos 
após a 

clivagem 
(pb) 

MECP2 F- AAAACATCCCCAATGCTCCA 
 
R- GAAGAGCGGGAAAGGACTGAA 

658 26 1  
(posição 

332) 

332 e 326 

F (foward), R (reverse) 
 

O fragmento de 658pb foi obtido pela amplificação do DNA genômico pela reação em 

cadeia da polimerase (PCR), realizada em um volume final igual a 25L, contendo 75mM de 

Tris-HCl , 20mM de (NH4)2SO4, 0,01% de Tween 20, 1,5mM de MgCl2, 500mM de cada 

dNTP,  50nM de cada oligonucleotídeo iniciador, 2 unidades de Taq DNA polimerase 

(Fermentas) e 200ng de DNA genômico humano como molde (linhagem ZR-75-1).  As 

condições de amplificação incluíram uma etapa inicial de desnaturação a 95oC durante 10 

minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95oC, annealing a 59oC e extensão a 72oC, 

durante 1 minuto cada e uma etapa final a 72oC durante 7 minutos.  A origem e especificidade 

do produto foram avaliadas em gel de poliacrilamida a 6% e coloração por nitrato de prata. 

Após a precipitação com etanol, os produtos foram centrifugados, secos ao ar e ressuspendidos 

em água ultra-pura estéril. Em seguinda, a concentração foi determinada no espectrofotômetro 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).  

 Considerando-se que a interpretação do ensaio de metilação do DNA in vitro baseia-se 

na presença do sítio de reconhecimento da enzima BstUI e que muitos sítios de restrição são 

polimórficos, o produto da PCR utilizado neste ensaio foi previamente sequenciado para a 

confirmação da presença do sítio de restrição. Inicialmente, a presença de polimorfismos do tipo 

SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) contidos nesta região do genoma foi pesquisada em 

bancos de dados específicos, principalmente os que se sobrepõem com o sítio CGCG 
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reconhecido pela enzima BstUI. Segundo o banco de dados dbSNP (Single Nucleotide 

Polymorphism database, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp, allSNPs 141), quatro SNPs 

coincidem com este sítio de restrição: um na primeira base (rs146632223, C>T), dois na 

segunda base (rs782805738, A>G e rs61753973, A/G/T) e um na quarta base (rs782798565, 

A>G).  Diante desses dados, tornou-se imprescindível confirmar a presença do sítio BstUI no 

fragmento de DNA por sequenciamento direto do produto da PCR (Figura 8). Para tanto, após a 

purificação do produto da PCR pela ExoSap IT (Affymetrix), o mesmo foi utilizado em reações 

de sequenciamento direto pelo método de Sanger no sequenciador automático de DNA 3500 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems), do Instituto de Biotecnologia da UNESP, Câmpus de 

Botucatu, segundo as recomendações do fabricante. Os eletroferogramas obtidos foram 

analisados usando o CLC Main Workbench software 6.0 (CLC Bio, Aarhus, Denmark) e 

alinhados na sequência de referência do genoma humano por meio da ferramenta online Human 

BLAT Search (assembly GRCh38/hg38, https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). 

 

 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat
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Figura 8. Detalhe da sequência de 658pb do gene MECP2 utilizada como substrato na 
reação de metilação in vitro pela ação da metilase M.SssI obtida a partir do DNA 
genômico da linhagem derivada de carcinoma mamário humano ZR-75-1.  A) Os 26 
dinucleotídeos CpG alvo da ação da metilase encontram-se em vermelho e o sítio 
reconhecido pela BstUI  está destacado pelo retângulo azul. B) Eletroferograma 
confirmando a presença do sítio de restrição CGCG. O retângulo vermelho corresponde à 
região comum em A e B. 

 

 A reação de metilação in vitro seguiu o protocolo descrito por Brueckner et al. (2005), 

com modificações.  Foram utilizados 400ng do produto da PCR purificado, 4 unidades da 

metilase Ms.SssI (New England Biolabs) em tampão contendo 50mM de NaCl, 10mM de Tris-

HCl, 10mM de MgCl2, 1 mM de dietilteitrol e 160M de S-adenosil metionina (diluída em 

solução de etanol a 10%) como doadora de radicais metil (CH3). Esta reação ocorreu a 37°C 

overnight, na presença ou ausência das drogas com potencial ação inibidora da atividade da 

enzima M.SssI. Foram avaliadas diferentes concentrações dos potenciais inibidores 

(concentração final igual a 25, 50, 100, 200 e 400M). Como controles foram incluídos: um 

microtubo de reação sem a droga a ser testada (correspondente ao substrato 100% metilado pela 

enzima), um microtubo sem a metilase M.SssI (correspondente ao substrato não metilado) e um 

controle positivo para a inibição da M. SssI. O composto ECGC (Epigallocatechin-3-gallate, 



39 
 

Sigma) foi selecionado como controle positivo, pois é um polifenol obtido do chá verde e com 

atividade inibidora da DNA metiltransferase reconhecida. Afim de determinar se os diluentes 

das drogas testadas [etanol e dimetilsulfóxido (DMSO)] interferem na ação da metilase, foi 

realizada uma série de reações de metilação e digestão pela BstUI, substituindo-se as 

concentrações da drogas pelas quantidades correspondentes de etanol e DMSO. 

 Após a reação de metilação in vitro, o fragmento de DNA foi precipitado com 

isopropanol (Sigma), centrifugado a 14.000 rpm durante 20 minutos, seco à temperatura 

ambiente e ressuspendido em água ultrapura estéril. Em seguida, os fragmentos de DNA foram 

submetidos à clivagem com 30 unidades da enzima de restrição BstUI, em tampão contendo 50 

mM de acetato de potássio, 20 mM de Tris-HCl, 10 mM de acetato de magnésio e 1 mM de 

dietilteitrol a 60 oC overnight. Após a digestão, os produtos foram separados por eletroforese em 

gel de poliacrilamida a 6 % e coloração por nitrato de prata. A visualização de um produto não 

digerido indica ausência de inibição da enzima M.SssI e o surgimento de bandas 

correspondentes à clivagem nas posições dos sítios de reconhecimento da endonuclease de 

restrição corresponde à ausência de metilação nestes sítios e, portanto, inibição da atividade da 

M.SssI pela composto testado. 

3.5. Viabilidade celular após o tratamento com própolis ou com seus componentes 
isolados 
 

3.5.1. Linhagens celulares 
 

 Para o presente estudo, foram selecionadas quatro linhagens celulares: BT-20, BT-549, 

MDA-MB-231 e MDA-MB-436 que são classificadas como derivadas de carcinomas mamários 

humanos triplo-negativos. Estas linhagens compõem o painel de linhagens disponíveis no 

Laboratório de Epigenética, do Departamento de Genética, IBB – UNESP e foi estabelecido 

previamente pela colaboração com a Dra Luciane Regina Cavalli, Lombardi Comprehensive 

Cancer Center, Georgetown University Medical Center, Washington – EUA. Antes dos 

experimentos, todas as linhas celulares foram genotipadas com o Cell ID ™ System (Promega) 
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para autenticação genômica pelo Tissue Culture Shared Resource (TCSR) da Georgetown 

University.  

 

3.5.2. Descongelamento e manutenção in vitro das linhagens celulares  
 Alíquotas de aproximadamente 1x106 células, mantidas em nitrogênio líquido, foram 

descongeladas rapidamente em banho a 37 ºC e imediatamente transferidas para frascos 

plásticos de 25 cm2 contendo 5 mL de meio de cultura completo (meio DMEM (Gibco BRL) 

suplementado com glicose, L-glutamina e piruvato de sódio, 10 % de soro bovino fetal (LGC) e 

1 % de solução de antibióticos penicilina 10.000 U/mL e estreptomicina 10.000 g/mL (LGC)). 

As linhagens foram mantidas a 37oC, em atmosfera contendo 95 % de unidade e 5 % de CO2. 

Após um período de tempo variável de crescimento in vitro, as células foram removidas dos 

frascos com o uso de solução de tripsina/EDTA (0,25 % de tripsina suína 1:250 e 0,2 g/L de 

EDTA), ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura DMEM e contadas no equipamento 

CountessTM Automated Cell Counter (Invitrogen).  A contagem (número de células/mL) e a 

estimativa da viabilidade celular foi determinada pela exclusão do corante azul de trypan: uma 

alíquota da suspensão celular foi misturada em corante azul de trypan 0,4 % na proporção de 

1:1; em seguida, 10 L da mistura foram carregados nas lâminas específicas para a leitura no 

contador, segundo as recomendações do fabricante.   

 

3.5.3. Avaliação do efeito do tratamento in vitro com própolis e seus derivados pelo 
teste de viabilidade celular pelo MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) 
 

 Posteriormente, um total de 2000 células/poço foram semeadas em placas de cultura de 

96 poços em meio completo em um volume final de 100 L. Após 24 horas para a aderência das 

células, as mesmas foram expostas continuamente a diferentes concentrações de extrato 

etanólico de própolis (EEP) ou de seus componentes selecionados (ácidos caféico, p-cumárico e 
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hidrocinâmico) e incubadas à 37 oC, 5 % de CO2, por um período de tempo variável (24, 48, 72 

e 96 horas). Foram testadas diferentes concentrações do extrato etanólico de própolis (EEP):  

6,25 µg/mL, 12,5 µ g/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL e para os compostos: 6,25 M, 

12,5 M, 25 M, 50µM e 100µM onde  cada tratamento foi realizado em triplicada.  Para efeitos 

de comparação, também foi realizado o tratamento com EGCG, nas mesmas concentrações e 

tempos testados para os demais compostos derivados da própolis. Também foram incluídos 

controles não tratados na presença do diluente (etanol ou DMSO) correspondente à quantidade 

presente na maior concentração dos testes com a presença dos compostos analisados. 

 Decorrido cada tempo de exposição, o meio de cultura foi removido e foram 

adicionados meio de cultura contendo 5mg/mL de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) overnight. Ao final do período, a mistura da reação foi 

cuidadosamente aspirada e então acrescentados em cada poço 100 L de DMSO. Após 4 horas, 

foi realizada a leitura em espectrofotômetro para microplacas ELX800 (BioTeK®) a um 

comprimento de onda de 540 nm. 

 A média das triplicatas dos poços controles dos valores da densidade óptica 

(absorbância a 540nm), foi considerada como sendo 100% de viabilidade e a média de cada 

concentração foi comparada com a média do controle do mesmo período de tempo, de acordo 

com a seguinte fórmula: 

Viabilidade celular (%) =  
𝐴𝑏𝑠 540 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠−𝐴𝑏𝑠 540 𝑑𝑜 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐴𝑏𝑠 540 𝑑𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑠−𝐴𝑏𝑠 540 𝑑𝑜 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
  𝑥 100 

 

3.6. Análise do padrão de metilação de genes específicos pelo ensaio de 
Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction (MS-PCR) após exposição ao 
EEP, EGCG e ácido p-cumárico 
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3.6.1. Tratamento in vitro das linhagens celulares 
 

 Uma alíquota de 1x105 células das linhagens MDA-MB-436, MDA-MB-231 e BT-549 

foram semeadas em meio DMEM (Gibco BRL) suplementado com glicose, L-glutamina e 

piruvato de sódio, 10% de soro bovino fetal (LGC) e 1% de solução de antibióticos penicilina 

10.000U/ml e estreptomicina 10.000g/mL (LGC). Após 48 horas as células foram expostas a 

uma concentração de 10µg/mL de EEP, 10µM de EGCG  ou 10µM de ácido p-cumárico, 

durante 96 horas. O meio de cultura completo e suplementado com as drogas foi renovado a 

cada 24 horas. Ao término da exposição, as células foram mantidas durante 48 horas em meio 

sem as drogas e removidas dos frascos com o uso de solução de tripsina/EDTA (0,25% de 

tripsina suína 1:250 e 0,2g/L de EDTA), suspendidas em 10 mL de meio de cultura DMEM. A 

suspenção foi centrifugada a 1.200 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet formado foi congelado a -20ºC. Cada tratamento foi realizado em duplicata. 

 

3.6.2 Extração de DNA  
 

 O pellet celular foi descongelado à temperatura ambiente e submetido à digestão 

enzimática adicionando-se proteinase K na concentração final de 100 μg/mL, tampão de 

extração (100 mM de Tris-HCl pH 8,0; 50 mM de EDTA e 500 mM de NaCl) e 50 μL de SDS 

20 % num volume final de 500 μL. Após homogeneização, o tubo foi incubado a 37 °C 

overnight. Em seguida, foi realizada a etapa de purificação com solventes orgânicos pela adição 

de 1 mL de solução composta por fenol, clorofórmio e álcool isoamílico (25:24:1), 

homogeneizado durante 5 minutos por inversão e centrifugado durante 10 minutos à 14.000 

rpm. A fase transparente formada na porção superior do tubo foi transferida para outro 

microtubo e foi adicionado 1 mL de clorofórmio, homogeneizado durante 5 minutos por 

inversão e centrifugado novamente por 10 minutos à 14.000rpm. 

 A fase formada na porção superior foi transferida novamente para outro microtubo e foi  
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4. RESULTADOS  
 

4.1. Predição computacional de novos inibidores de DNMTs a partir de componentes da 

própolis 

 O modelo cristalográfico estudado por Zhang e colaboradores (2015) representa o 

complexo formado entre a proteína DNMT1 humana com uma molécula de SAH (PDBID: 

4WXX). Logo, este modelo descreve as posições atômicas referentes à interação SAH-DNMT1, 

pela formação de 7 ligações de hidrogênio com seis resíduos de aminoácidos (ME1169, D1190, 

C1191, S1146, G1150 e L1151) e 12 interações hidrofóbicas (L1247, F1145, D1189, G1147, 

W1170, P1225, D1168, G1223, N1578, V1580, G1149, A1579). Portanto, este modelo foi 

utilizado como referência para as comparações entre os dados obtidos pela análise de docking 

molecular da própria molécula de SAH ao domínio MTase, bem como para se avaliar se as 

predições de docking dos compostos químicos selecionados sugerem que os mesmos podem 

interagir de forma semelhante a SAH-DNMT1 ou de forma diferente.  

As moléculas de SAH e EGCG foram utilizadas como controles dos ensaios de docking. 

Para cada programa utilizado, foi possível observar para SAH variações nas distribuições do 

tamanho de clusters em relação ao score da solução que representa um cluster inteiro. Dentre 

eles, foi observado que os programas Dock e Swissdock  resultaram  em uma distribuição das 

estruturas em que é possível observar um cluster com maior frequência em relação aos demais, 

ao contrário do resultado obtido no programa Autodock, em que há frequências semelhantes em 

diferentes clusters (Figura 9).   
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Figura 9. Distribuição da composição dos diferentes clusters após a análise de docking 
de SAH, em relação ao score obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. 
C) SwissDock. Todos os scores estão apresentados em Kcal/mol. 

 

O composto químico EGCG apresentou uma distribuição semelhante a SAH, possuindo 

diversos clusters que se aproximam de um score mais negativo nos programas Autodock e 

Swissdock (figura 10 A e C), enquanto os resultados do DOCK apresentaram diversos clusters 

com diferentes scores (Figura 10 B). 

 

 

A B C 
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Figura 10. Distribuição da composição dos diferentes clusters dos resultados de 
docking de EGCG em relação ao score obtido por cada estrutura central. A) Autodock. 
B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores são apresentados em Kcal/mol. 

 

Após a observação da distribuição dos clusters, foram levados em consideração os 

parâmetros de energia de ligação (dado pelo score específico de cada programa) e o tamanho de 

cada cluster, junto às possíveis interações estabelecidas entre as moléculas. Os resultados de 

cada ligante testado encontram-se descritos na tabela 6.  

Em geral, os scores obtidos após o docking de SAH foram os mais negativos em todos 

os programas utilizados, com valores de -9,04Kcal/mol, -65,28kcal/mol e                   -

2328,48Kcal/mol para os parâmetros de free binding energy, gridscore e fullfitness, 

respectivamente. Em geral, os resultados de docking de EGCG sugerem que essa molécula pode 

ocupar o sítio de interação de SAH ao domínio MTase, embora os scores obtidos nos programas 

Autodock e DocK sejam maiores, com excessão do fullfitness de -2352,82 (SwissDock) (tabela 

6). 

Dentre os ácidos aromáticos, todos os compostos testados apresentaram valores de 

fullfitness mais negativos, quando comparados aos valores de SAH e EGCG, porém, somente o 

valor de free binding energy de -5,46Kcal/mol do ácido p-cumárico foi menor do que a do 

A B C 
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EGCG (-5,43 Kcal/mol).  Todos os demais compostos (Kaempferide, bezil benzoato, CAPE, 

espatulenol e (2E,6Z)ç-farnesol) se mostraram valores de free binding energy menores do que o 

EGCG. No entanto, valores mais negativos de gridscore e fullfitness foram concordantes, 

somente para os compostos CAPE e (2E,6Z)-farnesol, na mesma comparação ao EGCG (tabela 

6). 
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Tabela 6. Valor do score (Kcal/mol) determinado por cada programa após a análise de docking 
ao domínio MTase da DNMT1.  

 

Composto 
Autodock 

(Free binding energy) 

DOCK 

(Gridscore) 

SwissDock 

(FullFitness) 

SAH -9,04 -65.28 -2328.48 

EGCG -5.43 -35.67 -2352.82 

Ácido aromáticos 

cafeico -5,04 -30,49 -2387,48 

ferúlico -5,39 -32,32 -2364,26 

hidrocinâmico -4,68 -20,63 -2405,43 

p-cumárico -5,46 -24,60 -2388,96 

    

Flavonoides 

kaempferide -6,43 -20.08 -2340.45 

Outros 

benzil benzoato -7,12 -33,30 -2344,15 

CAPE -8,02 -44,36 -2357,07 

espatulenol -5,89 -16,30 -2121,36 

(2E,6Z)* farnesol -6,39 -38,52 -2375,26 

*(2E,6Z) = 2-cis,6-trans-farnesol 

 

 A solução de docking de SAH ocupou o sítio de interação de maneira semelhante a 

SAH-DNMT1, enquanto EGCG ocupou parcialmente o sítio de interação (Figuras 10A e B; 

11A e B). CAPE e 2E,6Z-farnesol foram as moléculas que melhor ocuparam o sítio de 

interação, de forma semelhante a SAH-domínio MTase de DNMT1 (Figura 12 E e G). 

Kaempferide ocupou uma posição mais próxima da solução de EGCG (Figura 11 C).  
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Figura 11. Análise de docking molecular pelo programa Autodock mostrando em cinza a 
estrutura tridimensional do domínio MTase da DNMT1 (molécula receptora) e as interações 
preditas com os ácidos aromáticos derivados da própolis (ligantes).  A estrutura de cada 
composto encontra-se em vermelho e se sobrepõem com a conformação de SAH ao sítio MTase 
(estrutura em azul em cada quadro). 
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Figura 12 Análise de docking molecular pelo programa Autodock mostrando em cinza a 
estrutura tridimensional do domínio MTase da DNMT1 (molécula receptora) e as interações 
preditas com os derivados da própolis: kaempferide, benzil benzoato, CAPE, espatulenol e 
(2E,6Z)-farnesol. A estrutura de cada composto encontra-se em vermelho e se sobrepõem com a 
conformação de SAH ao sítio MTase (estrutura em azul em cada quadro). 
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As soluções de docking foram analisadas pelo LigPlot+ para identificar os contatos em 

comum entre a solução de docking e de SAH-MTase. A solução de docking de SAH reproduziu 

quase todos os contatos obtidas pela cristalização (Figura 13), incluindo 7 ligações de 

hidrogênio com 6 resíduos (D1190, E1168, G1150, G1149, V1588, G1149) e interação 

hidrofóbicas com 10 resíduos (L1247, M1169, F1145,  W1170, E1189, G1147, S1146, A1579, 

N1578, G1223), faltando somente uma interação hidrofóbica (P1225). EGCG conseguiu 

reproduzir em parte os contatos feitos por SAH (figura 13), tendo em comum algumas 

interações hidrofóbicas (M1169, F1145, A1579, G1147, N1578, G1223, P1225, E1168) e 

realizando 4 ligações de hidrogênio com 3 resíduos Q1575, C1148, E1266. Na tabela 7 estão 

listados os contatos que as soluções de docking possuem em comum com o complexo SAH-

DNMT1. 

O composto CAPE apresentou ligações de hidrogênio com 3 resíduos em comum com 

SAH-DNMT1 (G1150, G1149, C1148) e interaçoes hidrofóbicas com outros resíduos (S1146, 

A1579, G1147, N1578, F1145, P1225, E1168, E1189, M1169, C1191, D1190). O composto 

(2E,6Z)-farnesol apresetou resultados semelhantes a CAPE em termos de interações com 

resíduos em comum com SAH-DNMT1, potencialmente envolvido em ligações de hidrogênio 

com 4 resíduos (S1146, G1149, G1150, C1148) e interações hidrofóbicas (G1189, C1191, 

M1169, F1145, E1168, G1223, N1578, G1147, P1225) . 

Para o ácido p-cumárico também foram preditas algumas interações em comum com 

SAH-DNMT1, porém em menor número. Potencialmente, este composto químico pode realizar 

ligações de hidrogênio com 3 resíduos (D1143, E1266, G1223) e interações hidrofóbicas com 

outros 3 aminoácidos (F1145, M1169, G1147). 
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Tabela 7. Lista de contatos em comum entre a solução de docking de cada ligante com SAH e o 
domínio MTase  da DNMT1. 

 

Composto 
Contatos em comum com o complexo 

SAH-DNMT1* 

 
Ligações de 

hidrogênio 
Interações hidrofóbicas 

SAH 
D1190, E1168, G1150, G 

1149, V1588, G1149. 

L1247, M1169, F1145,  
W1170, E1189, G1147, 
S1146, A1579,  N1578, 

G1223. 

EGCG Q1575, C1148, E1266. 
M1169, F1145, A1579, 
G1147, N1578, G1223, 

P1225, E1168. 

Ácidos aromáticos 

cafeico D1143, E1266, G1223. 
A1579, N1578, L1151, 
V1580, F1145, S1146, 

G1150. 

ferúlico D1190, C1191, E1168. 
F1145, G1147, L1247, 

E1168, M1169. 

hidrocinâmico  
F1145, C1191, E1168, 
E1189, W1170, D1190, 

M1169. 

p-Cumárico E1168, D1190, C1191. F1145, M1169, G1147. 

   

Flavonóides 

kaempferide C1191 e N1578 
D1190, E1189, M1169, 
F1145, E1168, W1170, 

G1147, L1247. 

Outros 

benzil benzoato V1580, L1151, G1149. 
N1578, A1579, G1150, 
G1223, G1147, F1145, 

S1146. 

CAPE G1150, G1149, C1148. S1146, A1579, G1147, 
N1578, F1145, P1225, 
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E1168, E1189, M1169, 
C1191, D1190. 

espatulenol N1578. 
G1149, L1151, G1150, 

V1158, Ser1146, G1223, 
F1145, G1147, A1579. 

(2E,6Z)-farnesol 
S1146, G1149, G1150, 

C1148. 

G1189, C1191, M1169, 
F1145, E1168, G1223, 
N1578, G1147, P1225. 

(*) a tabela com os códigos de cada aminoácido encontra-se no anexo 1. 
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Figura 13. A) Interações obtidas por docking molecular entre SAH e o domínio MTase da DNMT1. B) Interações obtidas a partir da co-cristalografia (PDBID: 4WXX), com 
destaque para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos (verde) e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos 
circulados em vermelho são comuns entre a conformação obtida por docking e por co-cristalografia. Figura obtida com o programa LigPlot+. 

A B 
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4.2.  Efeito da própolis e seus componentes em linhagens derivadas de câncer de mama 

humano triplo negativo 

 Para a avaliação do efeito do tratamento com própolis ou seus componentes isolados 

sobre a viabilidade celular nas linhagens derivadas de carcinomas mamários humanos triplo-

negativos, utilizou-se 2000 células/poço expostas a diferentes concentrações de própolis (6,25; 

12,5; 25; 50 e 100 g/mL ou de seus derivados ácidos cafeico, hidrocinâmico e p-cumárico 

(6,25; 12,5; 25; 50 e 100 M) nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. Também foi utilizado o 

polifenol EGCG, nas mesmas concentrações. 

 O tratamento com própolis apresentou diminuição da viabilidade celular de um modo 

dose e tempo dependente nas linhagens BT-20 e BT-549, mas não nas linhagens  MDA-MB-

231 e MDA-MB-436 (figura 14). O cálculo de IC50  revelou valores de 18,06 e 25,45 g/mL 

para as linhagens BT-20 e BT-549, respectivamente. 

Os tratamentos com os compostos EGCG e ácido p-cumárico apresentaram diferenças 

significativas tempo e dose dependente em todas as linhagens estudadas (figuras 15 e 16).  Os 

valores de IC50  foram iguais a  20,10; 19,16; 24,97 e 18,18 M para o EGCG e 17,02; 13,94; 

22,85 e 23,55M para o ácido p-cumário, nas linhagens BT-20, BT-549, MDA-MB-231 e 

MDA-MB-436, respectivamente. 

O ácido hidrocinâmico apresentou um aumento da viabilidade celular em 96h nas duas 

maiores concentrações apenas na linhagem BT-20, enquanto que a exposição in vitro ao ácido 

cafeico não apresentou diferenças significativas nos tempos e nas doses testadas nas quatro 

linhagens estudadas (figuras 17 e 18). 
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Figura 14. Viabilidade celular após a exposição in vitro a diferentes concentrações de extrato etanólico de própolis (EPP) das linhagens BT20 (A), BT549 
(B), MDA-MB-231 (C) e MDA-MB-436 (D). Os valores baseiam-se na média e desvio padrão obtidos das triplicatas, em comparação com o controle no 
mesmo período de tempo. * p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,0002 e **** p<0,0001.
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Figura 15 Viabilidade celular após a exposição in vitro das linhagens BT-20 (A), BT-549 (B), MDA-MB-231 (C) e MDA-MB-436 (D) com diferentes 
concentrações de EGCG. Os valores baseiam-se na média e desvio padrão obtidos das triplicatas, em comparação com o controle no mesmo período de tempo. 
* p<0,05; ** p<0,02; ***p<0,0002 e ****p<0,00001. 
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Figura 16. Viabilidade celular após a exposição in vitro das linhagens BT-20 (A), BT-549 (B), MDA-MB-231 (C) e MDA-MB-436 (D) com diferentes 
concentrações de ácido p-cumárico. Os valores baseiam-se na média e desvio padrão obtidos das triplicatas, em comparação com o controle no mesmo período 
de tempo. * p<0,05; ** p<0,02; ***p<0,0002 e ****p<0,00001. 
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Figura 17. Viabilidade celular após a exposição in vitro das linhagens BT-20 (A), BT-549 (B), MDA-MB-231 (C) e MDA-MB-436 (D) com diferentes 
concentrações de ácido hidrocinâmico. Os valores baseiam-se na média e desvio padrão obtidos das triplicatas, em comparação com o controle no mesmo 
período de tempo. ** p<0,02 e ***p<0,0002. 
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Figura 18. Viabilidade celular após a exposição in vitro das linhagens BT-20 (A), BT-549 (B), MDA-MB-231 (C) e MDA-MB-436 (D) com diferentes 
concentrações de ácido cafeico. Os valores baseiam-se na média e desvio padrão obtidos das triplicatas, em comparação com o controle no mesmo período de 
tempo. Não foram observadas diferenças estatisticamente significantes. 
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4.3. Inibição in vitro da metilação do DNA 

 Para a padronização do ensaio de inibição da metilase M.SssI, inicialmente foram pesquisados 

conjuntos de oligonucleotídeos iniciadores para a amplificação de fragmentos de DNA pela PCR. 

Como pré-requisitos, os fragmentos deveriam possuir vários dinucleotídeos CpG passíveis da 

receberem um grupo metil e, pelo menos, um sítio de reconhecimento da endonuclease de restrição 

BstUI, sensível à metilação do DNA.  Foi selecionado um fragmento de 658pb correspondendo ao 

gene MECP2, que, quando não metilado, produz fragmentos de 332 e 326pb.  Após os primeiros 

ensaios, verificou-se que o fragmento foi metilado totalmente, segundo as condições recomendadas 

pelo fabricante.  A genotipagem direta do produto da PCR confirmou a presença dos sítios de 

restrição para a enzima a partir da amostra de DNA genômico utilizada.  

 Em seguida,  foi realizado uma rodada do ensaio utilizando-se soluções de DMSO e etanol  

nas concentrações equivalentes das diferentes diluições dos compostos a serem testados (0.08, 0.04, 

0.02, 0.01 e 0.005%), a fim de avaliar uma possível atividade inibitória dos solventes utilizados. A 

figura 17A confirma que os diluentes não possuem qualquer efeito sobre a atividade da metilase 

M.SssI, o que valida o ensaio. No entanto, não foi possível observar qualquer efeito inibitório dos 

compostos EGCG e ácido p-cumárico na atividade da metilase, sob  as condições testadas (Figura 

19B). 
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Figura 19. Ensaio de inibição in vitro da metilase M.SssI. Eletroforese em gel de poliacrolamida a 6 
% e coloração por nitrato de prata. As bandas de 658 pb indica um fragmento metilado (controle 
positivo) e as sua clivagem nas bandas de 326/332 pb a ausência de metilação d.o sítio alvo (controle 
negativo).  Em (A)  nota-se que os diluentes utilizados (DMSO e etanol) não interferem na atividade 
enzimática e em (B) nota-se que os compostos EGCG e ácido p-cumárico também não inibiram a 
atividade da metilase M.SssI. 
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4.4 Análise do padrão de metilação de genes específicos após exposição ao EEP, EGCG 
e ácido p-cumárico   
 

Para se avaliar o potencial efeito desmetilante do EEP, EGCG e ácido p-cumárico sobre as 

linhagens derivadas de carcinomas mamários triplo-negativos, primeiramente foram selecionados os 

genes RARB e RASSF1 que apresentam hipermetilação da ilha CpG associada às suas regiões 

promotoras. Após o tratamento contínuo com 10 g/mL de EPP ou 10 M de EGCG  ou  ácido p-

cumárico, o padrão de metilação  foi determinado por MS-PCR.  

 A presença de uma banda específica para alelos não-metilados do gene RASSF1 nas linhagens 

MDA-MB-436 e BT-549 indicou o potencial efeito hipometilante do EEP; porém, não foi possível 

observar esse mesmo efeito na linhagem MDA-MB-231 (Figura 20). 

 Adicionalmente, os dados de MS-PCR indicam a inibição da metilação do DNA pelo EGCG  

nas células das linhagens MDA-MB-436 e BT-549. Entretanto, a reação da linhagem MDA-MB-436 

falhou, já que não foi possível visualizar nem fragmentos metilados ou fragmentos não metilados. Os 

dados do ácido p-cumárico foram considerados inconclusivos pois apenas na linhagem MDA-MB-436 

foi possível observar as bandas esperadas após a amplificação pela PCR, apesar da presença de uma 

banda muito fraca correspondente ao alelo não metilado. O mesmo problema foi observados para 

todas as análises de MS-PCR para o gene RARB.  Esta análise será repetida oportunamente para a 

confirmação dos dados obtidos.  
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Figura 20. Ensaio de MS-PCR para o gene RASSF1A após a exposição in vitro das linhagens 
derivadas de carcinomas mamários triplo-negativos com EPP, EGCG e ácido p-cumárico. O 
surgimento de uma banda correspondente a alelos não metilados (U) indica o efeito de inibição da 
metilação do DNA do EEP e do EGCG. (M) alelo metilado; (U) alelo não metilado. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão 
 



66 
 

5. DISCUSSÃO 

5.1. Dados in silico sugerem possíveis interações entre componentes da própolis e o 
domínio MTase da DNMT1 humana  
 

Inicialmente, é importante relembrar que a DNMT1 possui um mecanismo intrínseco 

de inibição: à medida que SAM é convertido a SAH pela reação de metilação do DNA, SAH 

compete com SAM pelo sítio de ligação no domínio MTase. Quando SAH se liga no lugar de 

SAM, a reação não acontece pela ausência do radical metil na molécula de SAH 

(JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011).  

 No presente estudo, todos os programas de docking testados calcularam conformações 

de SAH muito próximas da conformação de SAH-DNMT1 usada como referência nas 

análises (ZHANG et al., 2015c) (PDBID:4WXX); adicionalmente, essas conformações 

calculadas foram as que obtiveram os menores scores em todos os programas utilizados. 

 Uma das moléculas estudadas foi o EGCG (principal componente do chá verde), que 

apesar de não estar presente na composição química da própolis, alguns trabalhos 

demonstraram o seu efeito antitumoral através de diversos mecanismos: indução de apoptose, 

inibição de angiogênese, interação com outras proteínas, regulação de vias de sinalização 

celular, entre outros (XIANG et al., 2016). Dentre os efeitos descritos do EGCG, encontra-se 

a sua ação hipometilante do DNA, ou seja, a capacidade da molécula diminuir os níveis de 

metilação no DNA, o que tem sido associado com a expressão de genes silenciados 

epigenéticamente no câncer (ZHANG et al., 2015a).  Existem evidências de que esse efeito 

seja oriundo da interação de EGCG com o domínio MTase de DNMTs (KHAN et al., 2015b). 

Esses dados são importantes pois SAH e EGCG são moléculas com efeito hipometilante 

conhecidos, além de que EGCG é um polifenol oriundo de um produto natural (chá verde), 

portanto essas moléculas foram utilizadas com controles positivos. 
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5.1.1 Docking molecular de SAH e EGCG 

A partir do docking de SAH ao domínio Mtase, foi possível obter soluções que se 

assemelham com a conformação do complexo SAH-DNMT1 (PDBID:4WXX) e essas 

conformações compartilham grande parte das interações químicas descritas pela co-

cristalização. Adicionalmente, em dois programas (Autodock e Dock) os scores obtidos 

foram os mais negativos de todos os ligantes testados. 

É importante salientar que o resíduo C1226 é muito importante no ataque ao anel 

presente na citosina do DNA, o que permite o início da reação que transfere o radical metil de 

SAM para o carbono 5 da citosina, convertendo a citosina em 5-metil-citosina (DU; WANG; 

SCHRAMM, 2016). Logo a ocupação do sítio próximo a esse resíduo por SAH é importante 

para a inibição da enzima, portanto a interação com resíduos desse sítio (P1225, G1223, F1145, 

M1169, D1190, C1191, S1146, G1150 e L1151) é importante para manter a molécula inibidora 

no pocket do sítio ativo da enzima. 

Os resultados obtidos no cálculo de docking para EGCG apresentaram score negativo  

e, em geral, foram concordantes com os encontrados na literatura, que demonstram que o 

EGCG poderia se ligar no sítio de interação com o DNA do domínio MTase, impedindo a 

interação com a molécula de DNA (KHAN et al., 2015a). A melhor conformação observada 

de EGCG, possivelmente ocupa o sítio de interação de SAH e realiza contato com os resíduos 

já citados, o que sugere que EGCG tem potencial de ocupar o pocket estudado na área de 

interesse. 

EGCG e mentol (principal componente da menta) são capazes de inibir a metilase 

M.SssI recombinante in vitro (PARASHAR; PARASHAR; CAPALASH, 2017). Essas 

moléculas possivelmente são capazes de interagir com o sítio catalítico de DNMT1 

(MEDINA-FRANCO et al., 2011). Maldonado-Rojas e colaboradores também descreveram 

outras moléculas capazes de interagir com o sítio de interação de SAH de DNMT1 e 

DNMT3, usando uma abordagem de docking, como por exemplo: daunorubicina, pirromicina 
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e centaureina  (MALDONADO-ROJAS; OLIVERO-VERBEL; MARRERO-PONCE, 2015). 

Adicionalmente, é descrito que EGCG tem uma maior atividade inibidora quando é 

adicionada solução de Mg2+ e dados de docking molecular realizado pelo mesmo estudo 

sugerem que na presença de magnésio, o EGCG possui uma capacidade inibidora maior 

(LEE; SHIM; ZHU, 2005). 

5.1.2 Docking molecular dos ácidos cafeico, ferúlico,  hidrocinâmico e p-cumárico 

 Os ácidos cafeico, ferúlico, hidrocinâmico e p-cumárico apresentaram scores 

semelhantes aos dados obtidos para EGCG, principalmente pelos programas Autodock e 

SwissDock. Entretanto, houve diferença na distribuição de tamanho dos clusters formados 

nessas análises mostrou diferenças. Enquanto o EGCG demonstrou diversos clusters com 

grupos menores de soluções, estes ácidos possuiram pouquíssimos clusters que agrupam um 

grande número de soluções. Esse fato sugere que os algoritmos que consideram a 

flexibilidade de ligantes encontre poucas conformações com moléculas de baixa flexibilidade 

e baixos graus de liberdade (KITCHEN et al., 2004). 

5.1.3 Docking molecular de benzil benzoato, CAPE, espatulenol e (2E,6Z)-farnesol  

 CAPE, (2E,6Z)-farnesol e benzil benzoato tiveram um comportamento mais similar 

ao docking de SAH, com tamanho de clusters menores e com scores mais semelhantes aos 

obtidos no docking de SAH. Especialmente, os compostos CAPE e (2E,6Z)-farnesol foram as 

moléculas que mais se aproximaram da conformação da interação de SAH e apresentaram 

vários contatos de resíduos em comum com SAH. Esses resultados sugerem que, 

possivelmente, CAPE e (2E,6Z)-farnesol são capazes de ocupar o mesmo sítio de interação 

entre SAH e o domínio MTase de DNMT1 humana.  

 O composto benzil benzoato, apesar de apresentar contatos em comum importantes 

com a interação de SAH ao domínio MTase, a conformação demonstrada pelos programas 

não foi tão próxima da conformação de SAH, quando comparado aos dados obtidos com 
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CAPE e (2E,6Z)-farnesol. Finalmente, o espatulenol mostrou um comportamento único. 

Apenas um cluster onde praticamente todas as conformações calculadas não divergem mais 

que 1Å de RMSD. A estrutura química rígida apresentada pela molécula e, portanto, a sua 

baixa flexibilidade e os baixos graus de liberdade podem ter sido um empecilho para os 

algoritmos dos programas usados. Estes dados sugerem que a metodologia utilizada neste 

trabalho não seja compatível com esta molécula. 

 Comparando-se os dados obtidos em todos os programas de docking utilizados, alguns 

resíduos em contato com os ligantes foram recorrentes: G1223, E1168, F1145, G1147, 

M1169, N1578. Alguns desses contatos também foram descritos em predições de docking de 

outras moléculas no mesmo sítio de ligação (CASTELLANO et al., 2011; MALDONADO-

ROJAS; OLIVERO-VERBEL; MARRERO-PONCE, 2015; MEDINA-FRANCO et al., 

2015) como a F1145, que é descrita com maior frequência, além de G1223 e E1168, que 

também são descritos nesses trabalhos. Yoo e colaboradores, 2013 demonstraram que esses 

contatos também são importantes no docking de SGI-1027 e CBC12, ambas moléculas 

sintéticas. Esses dados sugerem que esses contatos possam ser importantes para a interação 

de ligantes no sítio catalítico e função biológica da enzima.  

 Concluindo, com base nos parâmetros analisados, nossos dados de docking sugerem 

que os compostos químicos CAPE e (2E,6Z)-farnesol são novos potenciais inibidores da 

metilação do DNA e, portanto, são os melhores candidatos a serem investigados 

experimentalmente. Adicionalmente, o ácido ferúlico e ácido p-cumárico também apresentam 

possível interação com o sítio analisado, assim como EGCG. Portanto, componentes 

derivados da própolis, possivelmente, podem ser capazes de interagir com o sítio de ligação 

de SAH ao domínio MTase, embora com valores de energia de ligação maiores aos 

observados para este inibidor intrínseco da DNMT1. 
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5.2. Efeitos do extrato de própolis e de componentes selecionados sobre linhagens 
celulares derivadas de carcinomas mamários triplo negativos 
 

 

A própolis é um dos produtos de origem natural estudado extensivamente nos últimos 

anos e seu efeito antitumoral in vitro tem sido demonstrado em linhagens celulares de 

diversos tipos cânceres, incluindo o câncer de mama (Watanabe et al., 2011; Patel, 2016). Em 

adição, alguns estudos demonstram que componentes isolados da própolis, como o CAPE, 

possuem efeito citotóxico nas linhagens MCF7 e MDA-MB-231, derivadas de carcinomas 

mamários, além de atuarem em importantes vias relacionadas ao câncer como as vias de 

crescimento e proliferação celular, indução de apoptose, modulação por NF-kB, controle do 

ciclo celular e inibição da angiogênese (WU et al., 2011).  

O potencial efeito epigenético de componentes específicos da própolis foi sugerido 

pelo estudo de Omene et al. (2013) que demonstrou que o CAPE possui efeito antitumoral 

mediado pela atividade de inibição de desacetilases de histonas nessas linhagens celulares 

(OMENE; WU; FRENKEL, 2012). Adicionalmente,  CAPE também foi capaz de inibir o 

potencial metastático da  linhagem MDA-MB-231 (FRASER; HEMSLEY; DJAMGOZ, 

2016). Beuregard et al., demonstram que CAPE induz apoptose mediada por caspases, 

também utilizando as células MDA-MB-231 como modelo de estudo (Beuregard et al., 

2015). 

 Rzepecka-Stojko et al. descrevem o efeito citotóxico da própolis sobre duas linhagens 

de câncer de mama triplo negativo (MDA-MB-231 e Hs-578T), após o teste de viabilidade 

celular pelo MTT (Rzepecka-Stojko et al., 2015). Também é descrito que o CAPE 

possivelmente induz a expressão do receptor de estrógeno tanto in vitro (na linhagem MDA-

MB-231) quanto em in vivo (em modelo murino), porém não demonstra o mesmo efeito na 

linhagem MCF7 (JUNG et al., 2010).  
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 Em conjunto com esses dados da literatura, os resultados obtidos no presente estudo 

demonstram que EEP é capaz de diminuir a viabilidade celular em duas linhagens estudadas 

(BT-20 e BT-549), mas o mesmo efeito não foi detectado nas demais linhagens (MDA-MB-

231 e MDA-MB-436). Esses dados corroboram um estudo recente que demonstrou que o 

mesmo extrato de própolis utilizado no presente estudo não foi efetivo sobre a linhagem 

MDA-MB-231, enquanto que a própolis vermelha cubana exerceu um efeito citotóxico sobre 

a mesma linhagem (FRIÓN-HERRERA et al., 2017). Diferenças específicas na composição 

das duas amostras de própolis podem explicar essas diferenças. 

  Entretanto, nossos dados mostraram que o EGCG e o ácido p-cumárico apresentaram 

uma clara redução da viabilidade nas quatro linhagens estudadas. Um estudo recente 

demonstrou que o ácido p-cumárico diminui a viabilidade da linhagem MDA-MB-231, 

possivelmente por modular a via NF-kβ (YAMAGUCHI et al., 2015). Também foi descrito 

que o ácido p-cumárico exerce efeito citotóxico sobre a linhagem de câncer de mama MCF7, 

possivelmente, a partir da reversão da acetilação da histona H3, o que sugere que o ácido p-

cumárico é capaz de inibir atividade de desacetilase de histonas (HDAC) (SAENGLEE et al., 

2016). 

 O ácido cafeico foi outro derivado da própolis estudado. Recentemente, foi 

demonstrado que esse composto, em concentrações maiores do que aqueles presentes na 

própolis, é capaz de induzir a apoptose a partir da regulação da via intrínseca em células Hep-

2 (da Silva et al., 2017). Entretanto, nas condições utilizadas no presente estudo, não foi 

possível observar efeito do ácido cafeico na viabilidade celular nas linhagens derivadas de 

carcinomas mamários triplo-negativas 

 Atualmente, o tratamento de câncer de mama triplo negativo configura-se como um 

grande desafio pela falta de estratégias adequadas às características da doença (Mouh et al., 

2016); portanto, o desenvolvimento de drogas que atuem sozinhas ou como adjuvantes das 
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modalidades terapêuticas atualmente em uso é de grande importância. Uma das abordagens 

pesquisadas são as drogas epigenéticas que utilizam como vantagem o caráter reversível dos 

mecanismos epigenéticos para regulação adequada da expressão gênica, o que eventualmente 

resultaria na reversão do fenótipo (Mirzania, 2016). No conjunto, os dados obtidos no 

presente estudo demonstram que a própolis é uma potencial fonte de inibidores de DNMTs, 

sendo assim de grande interesse na pesquisa de novas drogas epigenéticas. 

Brueckner et al. (2005), utilizaram uma abordagem in vitro para determinar a 

capacidade de inibição de pequenas moléculas sobre uma metiltransferase recombinante, a 

M.SssI. Neste estudo, os autores demonstraram a capacidade da molécula sintética RG108 de 

inibir a metilase M.SssI. Lee et al. (2006) demonstraram que o ácido cafeico e o ácido 

clorogênico também são capazes de inibir DNMTs utilizando uma metodologia semelhante; 

entretanto, utilizaram um método de detecção do DNA metilado mais sensível. No presente 

estudo, os ensaios realizados com EGCG e ácido p-cumárico não apresentaram inibição da 

metilase M.SssI.   

Catecol-O-metiltransferase (COMT) é uma enzima que catalisa a reação de metilação 

em catequinas e moléculas derivadas como EGCG; nessa reação, COMT utiliza SAM como 

molécula doadora de radical metil para a reação de metilação (AXELROD; TOMCHICK, 

1958; MOVASSAGH; MUDVARI; HORVATH, 2017) o que resulta na conversão de SAM 

em SAH da mesma maneira que ocorre a inibição intrínseca de DNMT1.  Portanto, quando a 

molécula de EGCG é metilada por COMT, ocorre um aumento da concentração de SAH o 

que intensifica a inibição intrínseca de DNMT1 (LEE; SHIM; ZHU, 2005). Um estudo mais 

recente demonstrou que EGCG é um substrato para enzima COMT e a subsequente metilação 

de EGCG diminui a sua atividade inibidora sobre o proteasoma em células tumorais (HUO et 

al., 2009). Segundo os autores, estes achados sugerem que a COMT afeta a atividade anti 
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proliferativa do EGCG e seus análogos, especialmente em células com alta atividade da 

COMT, como as células de  MDA-MB-231. 

 O ácido p-cumárico, apesar de ser capaz de reduzir a viabilidade celular de todas as 

linhagens estudadas não apresentou inibição da M.SssI. Este achado sugere que essas 

moléculas podem apresentar tal efeito a partir de outra via celular.  Roy et al., (2016) 

demonstraram que, na presença de ácido p-cumárico e ácido ferúlico, houve um efeito 

citotóxico e  regulação negativa da expressão do receptor EGFR em células de câncer 

coloretal. Os dados de docking molecular sugeriram que ambos os compostos são capazes de 

interagir com esse receptor (ROY et al., 2016), indicando que essas moléculas podem 

demonstrar um efeito citotóxico, a partir de vias diferentes que não a expressão de genes 

supressores tumorais silenciados no câncer. 

 Pelo resultado do ensaio de MS-PCR foi possível observar que EEP demonstra 

atividade hipometilante nas linhagens MDA-MB-436 e BT-549, entretanto não foi possível 

observar esse efeito na linhagem MDA-MB-231. EGCG também apresentou efeito 

hipometilante nas linhagens MDA-MB-231 e BT-549. Esses dados são concordantes com as 

evidências da literatura, que demonstram a capacidade de inibição da viabilidade celular na 

linhagem MDA-MB-231 e que o EGCG possui capacidade de inibição da metilação do DNA. 

Por fim, o ácido p-cumárico nas condições testadas, não apresentou atividade inibidora da 

metilação do DNA na linhagem MDA-MB-436, o que sugere que a inibição da viabilidade do 

ácido p-cumárico, demonstrada no ensaio de MTT, possa ser explicado por outras vias como, 

por exemplo, a modulação de EGFR ou de interação com outras enzimas epigenéticas como 

as HDACs (SAENGLEE et al., 2016). 
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6. CONCLUSÕES 

 

• Os resultados de docking molecular demonstraram que CAPE e (2E,6Z)-farnesol, 

possivelmente, sejam as moléculas que melhor ocupam o sítio de ligação SAM/SAH e 

fazem interações e com contatos químicos em comum com SAH e o domínio MTase 

da DNMT1. 

 

• O ensaio de viabilidade celular demonstrou que EEP foi capaz de reduzir a 

viabilidade nas linhagens BT-20 e BT-549 de maneira dose e tempo dependente, 

enquanto EGCG e ácido p-cumárico reduziram a viabilidade de todas as linhagens 

estudadas. 

 

• Sob as condições testadas, o EEP e os compostos EGCG e ácido p-cumárico, não 

mostraram inibição da atividade da metilase M.SssI  in vitro. 

 

• A análise da metilação do gene RASSF1A após o tratamento in vitro com o EGCG 

confirmou a sua atividade inibidora da metilação do DNA. Este ensaio também 

demonstrou que algum componente do EEP também é capaz inibir a metilação do 

DNA locus específica.  
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Anexos e Apêndices 
 



 
 

ANEXO 

 

Anexo 1. Nomenclatura dos aminoácidos, símbolos e código de uma letra (abreviação). 

 

Aminoácido Símbolo  Código de uma letra 

Alanina Ala A 

Arginina Arg R  

Asparagina Asn N 

Ácido aspártico Asp D 

Cisteína Cys C 

Glutamina Gln Q 

Ácido glutâmico Glu E 

Glicina Gly G 

Histidina His H 

Isoleucina Ile I 

Leucina Leu L 

Lisina Lys K 

Metionina Met M 

Fenilalanina Phe F 

Prolina Pro P 

Serina Ser S 

Treonina Thr T 

Triptofano Trp W 

Tirosina Tyr Y 

Valina Val V 

 

 



 
 

APÊNDICE 

 

Apêndice 1. Dados da análise de docking molecular dos compostos químicos derivados 
da própolis.  Os gráficos da distribuição dos tamanhos de clusters em relação ao score 
obtido por estrutura central de cada cluster estão apresentados nas figuras 1 a 9 e os 
diagramas representado os contatos ligantes, em destaque parar os contatos em comum 
com SAH-domínio MTase da DNMT1 estão apresentados nas figuras 10 a 18.  

 

Figura 1. Distribuição de clusters dos resultados de docking de ácido cafeico em relação ao score 
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram 
dados em kcal/mol. 

 

Figura 2. Distribuição de clusters dos resultados de docking de ácido ferúlico em relação ao score 
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram 
dados em kcal/mol. 

A B C 

A B C 



 
 

 

Figura 3. Distribuição de clusters dos resultados de docking de ácido hidrocinâmico em relação ao 
score obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores 
foram dados em kcal/mol. 

 

Figura 4. Distribuição de clusters dos resultados de docking de ácido p-cumárico em relação ao score 
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram 
dados em kcal/mol.  
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Figura 5. Distribuição de clusters dos resultados de docking de kaempferide em relação ao score 
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram 
dados em kcal/mol. 

 

 

Figura 6. Distribuição de clusters dos resultados de docking de CAPE em relação ao score obtido por 
cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram dados em 
kcal/mol. 
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Figura 7. Distribuição de clusters dos resultados de docking de benzil benzoato em relação ao score 
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram 
dados em kcal/mol. 

 

 

Figura 8. Distribuição de clusters dos resultados de docking de espatulenol em relação ao score 
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram 
dados em kcal/mol. 
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Figura 9. Distribuição de clusters dos resultados de docking de (2E,6Z)-farnesol em relação ao score 
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram 
dados em kcal/mol. 
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Figura 10.  Interações obtidas por docking molecular entre ácido cafeico e o domínio MTase. Com 
destaque para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos (verde) 
e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns entre a 
conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 

 



 
 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Interações obtidas por docking molecular entre ácido ferúlico e o domínio MTase. Com 
destaque para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos (verde) 
e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns entre a 
conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 



 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Interações obtidas por docking molecular entre ácido hidrocinâmico e o domínio MTase. 
Com destaque para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos 
(verde) e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns 
entre a conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Interações obtidas por docking molecular entre ácido p-cumárico e o domínio MTase. Com 
destaque para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos (verde) 
e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns entre a 
conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Interações obtidas por docking molecular entre kaempferide e o domínio MTase. Com 
destaque para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos (verde) 
e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns entre a 
conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Interações obtidas por docking molecular entre benzil benzoato e o domínio MTase. Com 
destaque para os aminoácidos  envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos 
(verde) e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns 
entre a conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 

 

 



 
 

 

Figura 16.  Interações obtidas por docking molecular entre CAPE e o domínio MTase. Com destaque 
para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos (verde) e 
interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns entre a 
conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 



 
 

 

 

 

 

Figura 17.  Interações obtidas por docking molecular entre (2E,6Z)-farnesol e o domínio MTase. Com 
destaque para os aminoácidos envolvidos nas ligações de hidrogênio de comprimentos específicos (verde) 
e interações hidrofóbicas (vermelho escuro). Os aminoácidos circulados em vermelho são comuns entre a 
conformação obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+. 

 

 




