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Resumo

O melanoma é um céancer de pele agressivo e
metastético. Através desse estudo, pesquisou-se
a atividade antitumoral do &cido cumarico na
progressédo do melanoma. O experimento deu-se
mediante o tratamento com &cido cumarico de
camundongos previamente inoculados com
células B16F10. Como resultado, reduziu o
volume tumoral, a angiogénese, o nimero de
neutréfilos e a taxa de mitoses, sugerindo acdes
favoraveis ao controle da neoplasia.

Introducéo

O melanoma cuténeo é um tipo de cancer de pele
derivado dos melandcitos, células especializadas
na producdo de melanina, extremamente
agressivo, sendo uma das principais causas de
mortalidade relacionada ao cancer devido ao seu
alto poder metastatico. Varios estudos tém
demonstrado que a disseminagcdo do melanoma é
resultado de mutac8es genéticas e alteracbes do
microambiente tumoral, caracterizadas pela
superexpressdo de proteinas capazes de
favorecer a invasdo tumoral e infiltracdo
circundante (LEONARDI et al., 2018). Além disso,
0 processo inflamatério esta intimamente ligado a
progressdo do melanoma. A  melanina
desempenha um papel importante ao fornecer um
"escudo” contra a prejudicial radiacdo ultravioleta
(UV) que pode causar carcinogénese (BOO,
2019). Porém, um desequilibrio entre apoptose
reduzida, aumento da proliferacdo celular e da
sobrevivéncia na epiderme dessas células
produtoras de melanina da origem ao que
chamamos de nevo melanocitico. O nimero de
nevos melanociticos congénitos e adquiridos, a
suscetibilidade genética, a histéria familiar, e
padrdes intensos e intermitentes de exposicao ao
sol desempenham um papel central no
desenvolvimento do melanoma (BAUER; GARBE,
2003).

Nas ultimas décadas, o melanoma cutaneo
tornou-se uma das neoplasias de maior
importancia médica para estudo e pesquisa dada
as altas taxas de incidéncia e mortalidade
relatadas no mundo todo. No Brasil, de acordo
com o INCA (Instituto Nacional de Cancer) foi

previsto um aumento de quase 50% de casos
novos em 10 anos. O crescente aumento na
incidéncia desse tumor pode ser atribuido ao
aumento da exposi¢do dos individuos aos fatores
de risco.

Atualmente, o diagndstico, o prognéstico e a
terapia do melanoma baseiam-se no sistema de
estadiamento TNM que leva em consideracdo os
fatores de risco clinico-patoldgicos: espessura do
tumor, ulceracdo, taxa mitética, estado do
linfonodo sentinela e presenca de metastases
(COITet al, 2016). Esta neoplasia &
particularmente dificil de tratar, especialmente
qguando diagnosticada em um estagio avangado,
pois, as células de melanoma tendem a ser mais
resistentes a radioterapia e quimioterapia. Os
tratamentos atuais para melanoma metastéatico
dependem de terapias direcionadas e
imunoterapias (SOUMOQY et al., 2019). Por isso,
muitos estudos s@o conduzidos nessa area a fim
de criar novos métodos de tratamento que sejam
menos invasivos e mais eficazes postergando a
evolucdo da doenca. Compostos fitoquimicos
extraidos da raiz de plantas, bulbo, casca, folhas
e hastes tem mostrado significante atividade
antitumoral e sdo promissores para inovar na
qguimioterapia  (CHINEMBIRl et  al,, 2014).
Amplamente usados na medicina popular,
tratamentos a base de plantas medicinais, podem
ter valor terapéutico em uma série de doencas.
No entanto, eles devem ser abordados com
cautela e minuciosamente investigado, a fim de
avaliar objetivamente sua eficacia e seguranca
(BRUNETTI et al., 2019).

A prépolis é uma mistura resinosa produzida
pelas abelhas e utilizada na construcdo e
protecdo da colmeia. Este produto de origem
natural é derivado de diferentes fontes boténicas.
Assim, a composi¢cao mista da propolis depende
da é&rea geografica e da flora local, os quais
contribuem significativamente para sua
heterogénea e complexa composicdo quimica
(ASSUMPCAO et al., 2020). Véarios grupos de
estudos relataram que a administragéo local ou
sisttmica de extrato de propolis exerce acao
imunomoduladora, antimicrobiana,
antiinflamatodria, antioxidante e antiangiogénica
(LIMA et al., 2014). A planta nativa brasileira
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Baccharis dracunculifolia € a principal fonte de
propolis verde no Brasil. Esta propolis especifica
tem uma composicédo fendlica particular que inclui
acido p-cumarico, contribuindo a sua capacidade
antioxidante eficaz (CAVALARO et al.,, 2019).
Compostos fendlicos, como o acido p-cumarico,
com capacidade de neutralizar a atividade de
radicais livres podem ser Uteis na prevencéo e/ou
alivio de muitas doencas crbnicas causadas por
estresse oxidativo, dentre elas, o cancer (BOO,
2019).

A pesquisa de novos compostos com atividades
antitumorais e minimos efeitos colaterais é
desafiadora. Muitas fontes naturais com atividade
biolégica significativa sdo inexploradas e
poderiam contribuir para preencher essas
lacunas. Sendo assim o presente estudo busca
ampliar o conhecimento acerca dos modelos
terapéuticos usando compostos da propolis
verde, como o acido cumérico, em um modelo
experimental com camundongos.

Objetivos

O objetivo geral do estudo compreende a
avaliacdo da capacidade antitumoral presente no
acido cumarico, em resposta ao melanoma
B16F10 induzido experimentalmente. As
avaliacGes abrangem os aspectos patolégicos e
imunolégicos do desenvolvimento e resposta
tumoral em camundongos. Os objetivos
especificos centram-se na analise macroscoépica
das lesBes (presenca de ulceracdes, tamanho
das lesdes, espessura), analise histopatologica,
qualitativa (caracterizagdo dos tumores, presenca
de células inflamatérias) e morfométrica
(quantificacdo do nimero de vasos, presenca de
mitoses).

Métodos
Obtenc&o do composto Acido cumarico

Para obtengdo do extrato, 1 kg de propolis verde
(fornecida por Apis Flora Ltda) foram congeladas,
pulverizadas em moinho de facas e
subsequentemente submetidas a maceracdo em
solugédo hidroalcéolica 7:3, seguida de percolagao
durante 3 dias, por trés vezes consecutivas. A
solucao hidroalcodlica foi filtrada e evaporada em
rotaevaporador e liofilizada. Posteriormente, o
extrato obtido foi submetido tanto a cromatografia
liquida a vacuo (CLV), quanto a cromatografia
contracorrente de alta velocidade (HSCCC — High
Speed conter current Chromatograhy). Fracdes
obtidas foram reunidas e purificadas em sistema
preparativo CLAE-UV (Shimadzu), com uso de
coluna preparativa C8 (Shimadzu Shim-pack
prep.-ODS) e sistema de eluicdo por gradiente
MeOH/agua, fornecendo ao final cerca de 0,5
gramas de Acido cumarico puro. O composto foi
suspendido em 997 uL de PBS (Phosphate buffer
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saline) 1x e 3uL de DMSO (dimetilsulfoxido)
sendo a concentracdo final de 1mg/mL. A Profa.
Dr2 Vanessa Leiria Campo, em colabora¢do com
a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — FCFRP-USP cedeu o composto
isolado Acido Cumarico a esse experimento.

Manutencédo dos animais

Camundongos da linhagem Balb/C machos e
fémeas (6-8 semanas) de aproximadamente 20
gramas foram obtidos a partir do biotério do
Centro Universitario Bardo de Maua (Séo Paulo,
Brasil). Os animais foram mantidos a 25°C, com
ciclo claro/escuro de 12h/12h, com livre acesso a
agua e alimentos. Todos os experimentos foram
previamente aprovados e conduzidos de acordo
com o Comité de Etica em Pesquisa e
Experimentagdo Animal do Centro Universitario
Bardo de Maué (processo 346/19).

Cultivo das células tumorais

Foram cultivadas células de melanoma da
linhagem B16F10 em meio de cultura apropriado
e, uma vez na fase confluente, exibindo
crescimento exponencial, foram ajustadas para a
concentracéo de 108 células/ml em solugéo salina
a 0,1% de meio DMEN incompleto (Dulbecco
modification of Minimum Essential Media).

Experimento

Nesse experimento, 0s animais (n=22) foram
divididos em quatro grupos de acordo com o
tratamento recebido, descritos assim:

- GRUPO 01: PBS - grupo controle, recebeu
solucdo tampéo salina-fosfato (PBS) via
subcuténea e oral.

- GRUPO 02: PBS + Cumarico. Recebeu PBS via
subcutdnea + tratamento com composto acido
cumadrico via oral.

- GRUPO 03: Tumor + PBS. Recebeu a
inoculacéo de células B16F10 para formacédo do
melanoma via subcutanea + PBS via oral.

- GRUPO 04: Tumor + Cumérico. Recebeu a
inoculacdo de células B16F10 para formagdo do
melanoma via subcutdnea + tratamento com
composto acido cumarico via oral.

O experimento prosseguiu da seguinte forma: no
primeiro dia, os camundongos tiveram sua regido
dorsal tricomizada com auxilio de um barbeador
Panasonic (aproximadamente 1,5 cm de
didmetro). O grupo Tumor (n=7) e o0 grupo Tumor
+ Cumarico (n=7) foram inoculados
subcutaneamente com células do melanoma
B16F10 na concentracdo de 106 células/mL em
solucdo PBS a 0,9 %. O grupo controle (n=4) e 0
grupo Cumarico (n=4) receberam uma inje¢éo de
PBS a 0,9% também por via subcutanea na
regido dorsal.

Apo6s inoculagdo do tumor, a cada 5 dias, os
grupos selecionados para receber o tratamento,
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Tumor + Cumérico e o grupo PBS+Cumarico,
ingeriram via gavagem 0 composto cumarico por
26 dias (Figura 1). O grupo controle e o grupo
Tumor receberam PBS durante 26 dias, contendo
a mesma quantidade de alcool presente na
solucdo do composto por via gavagem. A
sobrevivéncia dos animais foi monitorada durante
todo o experimento e apés 30 dias da inoculacédo
das células tumorais e 26 dias do tratamento os
grupos experimentais foram sacrificados.

Figura 1 — Esquema representando o tratamento
dos animais com o composto Acido Cumaérico

Tratamento com &cido cumérico
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Obtencéo e contagem das células
inflamatérias no sangue periférico

Para a coleta das amostras de sangue o0s
camundongos foram previamente anestesiados
com Ketamina/xilasina através do plexo retro-
orbital com a ajuda de uma pipeta Pasteur
contendo heparina. Apés esse processo, 3 mL de
PBS foram aplicados na cavidade abdominal
desses animais, a qual foi massageada
gentilmente por 1 minuto, depois sofreram
eutanasia em uma camara de CO2. A contagem
das células sanguineas foi realizada em uma
solucdo de Turk usando uma camara Neubauer.
A contagem diferencial de leucdcitos foi feita em
preparacdes de citospinas manchadas usando
um kit comercial de procedimentos Romanowsky.
Cem células foram contadas em campos
aleatérios em um aumento de 100x no
microscopio 6ptico.

Analise do crescimento tumoral

Um paquimetro foi utilizado para medir as
dimensfes do tumor (em mm3) a cada 5 dias,
durante todo o experimento. Sendo registrado de
tal forma que volume do tumor = (comprimento X
altura x largura) / 2.

Avaliacéo histolégica

Para a avaliagcdo histoldgica, amostras do tumor
foram coletadas com margem de tecido adjacente
para preservar o microambiente e fixadas em
uma solucdo de formaldeido a 10%. Foram
desidratadas com alcool etilico em série
crescente (70%, 80%, 90% e 100%). O processo
de diafanizagdo utilizou como reagente o Xilol.
Blocos de parafina apds preparados, foram
seccionados (4 pm) e corados com hematoxilina e
eosina (HE).
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Avaliagdo morfométrica

Foi utilizado um microscopio Nikon eclipse E200
acoplado a uma camera de video (Tucsen USB
2.0 H Series) para analise quantitativa. Os vasos
tumorais primarios foram quantificados em
ampliacdo de 40x em 15 campos aleatérios de
microscopia ndo coincidentes. As células
inflamatérias (macréfagos e neutréfilos) e as
mitoses foram quantificadas em ampliacdo de
400x em 15 campos aleatérios ndo coincidentes
de microscopia. Para isso, foi utilizado o
programa ISC, Tucsen Photonics Co., Ldt.

Analise estatistica

Através do software GraphPad v 8.0 (GraphPad,
San Diego, CA, EUA) foi realizada a analise
estatistica dos dados obtidos. Os dados foram
expressos como média * erro padrdo da média. O
teste T-Student foi utilizado para avaliar as
diferencas entre quaisquer dois grupos e para a
comparacdo de multiplos grupos foi realizada o
teste ANOVA (andlise de variancia unidirecional)
seguido do teste post-hoc Turkey. Valores de p <
0,05 foram considerados significantes.

Resultados e Discussao

Desde 2018, nosso grupo de pesquisa vem
estudando sobre propriedades terapéuticas dos
compostos naturais para o tratamento do
melanoma e, até os dias atuais, reunimos
diversas evidéncias promissoras. Os
experimentos de Ireno et al. (2020) demostraram
gue o tratamento com extrato hidroalcoolico da
Lobelia inflata em camundongos inoculados com
células do melanoma da linhagem B16F10
diminuiu significantemente o recrutamento de
células e citocinas inflamatorias na cavidade
peritoneal. E na pesquisa de Nascimento et al.
(2019), o Arctium lappa exibiu robusta
propriedade anti-inflamatéria ao reduzir a
inflamagcdo gerada pelo desenvolvimento do
tumor. Dando continuidade a essa pesquisa, 0
presente estudo analisou a possivel atividade
antitumoral do &cido cuméarico na progressao do
melanoma cutdneo em camundongos. A via
subcutdnea € amplamente utilizada para indugéo
neoplasica a fim de avaliar terapias em muitos
modelos tumorais, incluindo o melanoma B16,
cuja linhagem apresenta elevado poder
metastatico (OVERWIJK; RESTIFO, 2000).

Crescimento tumoral e taxa de mitoses

Assim como outras formas de cancer, a
progressdo do melanoma depende de uma série
de alteracdes moleculares orientadas para a
sobrevivéncia resultando no desenvolvimento de
clones de células tumorais selecionadas por sua
capacidade de sobreviver a microambientes
extremamente desfavoraveis e capazes de
superar a falta de nutrientes (MATTIA et al,
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2018). Essas células conseguem enganar a
resposta imune do hospedeiro, sobreviver a
hipdxia, estresse oxidativo e indugcdo da
apoptose, no final desenvolvem uma notavel
propensédo a disseminacao metastatica
(MATARRESE et al., 2010).

Baseado nisso, o crescimento do tumor nos
camundongos da linhagem Balb/C foi monitorado
por 26 dias apls a injecdo das células B16F10.
Nesse periodo, 6 medicdes acerca do volume
(em mmg3) foram obtidas através da utilizacdo de
um paquimetro (Figura 2). Com relacdo aos
resultados obtidos, ambos os grupos comecaram
a demonstrar crescimento tumoral,
aproximadamente, apés 7 dias do inicio do
experimento e atingiram o pico em torno do 15°
dia. Apds esse pico, 0 grupo que recebeu apenas
a injecdo de tumor teve uma discreta queda e
manteve seu crescimento em platé (403.2 +
89.64). O grupo tratado com &acido cumarico
apresentou uma queda significativa no volume
tumoral (236.4 + 89.64), sugerindo que o
composto é capaz de agir em algum ponto das
fases crescimento tumoral. S&o elas: G1 — as
células sintetizam RNA e proteinas para a
duplicacdo do DNA; S — fase de duplicacdo do
DNA; G2 — rearranjo do material genético para a
divisao (periodo pré-mitético); M — fase de mitose,
que culmina com a formacdo de, pelo menos,
duas novas células (WANG et al., 2017).

Figura 2 — Grafico representativo do crescimento
tumoral (em mms3) nos grupos Tumor (injecéo de
células B16F10 na concentragéo de 10° células/mL
e ingestdo de PBS via oral) e Tumor + Cumarico
(injecdo de células B16F10 e tratamento com Acido
Cumaérico via oral), por 26 dias
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Além disso, as células mitoticas foram
guantificadas através de fragmentos histolégicos
obtidos dos grupos de animais implantados
subcutaneamente com as células do melanoma
B16F10 e depois tratados ou ndo com o
composto por 26 dias. Campos nao coincidentes
foram analisados. Durante a comparacao desses
grupos houve diferenca significativa em relacao a
taxa de mitoses. O grupo tratado com Cumarico
no decorrer do experimento apresentou uma
gueda no numero de mitoses por campo (1.356 +
0.2475) quando comparado com o grupo Tumor
(3.486 * 0,2475). Com isso, observou-se uma
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diferenca significante na atividade mitética entre
0S grupos, evidenciando um impacto do
tratamento com acido cumdarico sobre as mitoses
(Figura 3a e 3b).

Figura 3a - Gréfico representativo da analise da
atividade mitética. Comparacdo entre o grupo
Tumor (n=7) que recebeu células do melanoma
B16F10 na concentragdo de 108 células/mL e foram
tratados com PBS e o grupo Tumor + Cumarico
(n=7) que recebeu o tratamento com 0 composto
VO, por 26 dias. As diferencas foram consideradas
significantes quando p<0.001.
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Figura 3b - Imagens representativas do corte
histolégico analisadas em aumento de 200x
mostrando areduc¢do da presenca de mitoses.

Tumor + Cumario

A multiplicacdo celular é essencial para
sobrevivéncia dos organismos, assim sendo, tal
conceito aplica-se também a manutencdo do
microambiente tumoral. O crescimento do tumor e
sua taxa de mitose estdo intimamente
relacionados, e para isso as células obedecem a
uma serie de etapas até sua replicacdo. Cada
fase do ciclo celular é controlada por uma
proteina (ciclina) e suas enzimas (CDK - quinases
dependentes de ciclina) que ao se ligarem umas
as outras enviam sinais a célula para progressao,
ou ndo, da divisdo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2010). No caso do céncer de pele do tipo
melanoma, esse complexo ciclina/CDK deriva da
expressao de oncogenes, que sdo genes ligados
ao desenvolvimento tumoral, das familias RAS e
BRAF que orientam o crescimento desordenado e
exponencial dessas células tumorais (SANCHES;
ALMEIDA; FREITAS, 2017). No presente estudo
0 acido cumarico foi capaz de mostrar uma
reducdo tanto do volume tumoral quanto da
atividade mitética. Corroborando com esse
potencial efeito antitumoral, Janicke et al. (2011)
demonstraram que o &acido p-cumaérico foi capaz
de reduzir a proliferacdo das células neoplasicas
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no cancer de célon através da modulagdo da
expressédo de genes relacionados ao ciclo celular.
Genes com acéo inibitéria, como o CDKN1A e o
CCNG2, foram superexpressos, e, oncogenes,
como o MYC, foram suprimidos, culminando com
0 retardo da fase de transicdo G2/M no ciclo
celular. Outro estudo acerca da acdo do acido
cumérico no ciclo celular foi feito por Hu et al.
(2020) que demonstrou que nas células da
linhagem B16 o acido p-cumarico (p-CA) diminuiu
0s niveis da proteina CDK2 e da ciclina E
parando o ciclo na fase G0/G1, além de induzir a
apoptose pela modulacdo das caspases 3 e 9.

Efeito do acido cumarico na angiogénese

A formacdo de vasos sanguineos, conhecida
como angiogénese ou neovascularizacao,
envolve a ramificacdo e extensdo de vasos
preexistentes, mas pode ocorrer também por
recrutamento de células progenitoras endoteliais
(EPC) da medula 6ssea (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2010). Por facilitar o crescimento das
células tumorais e modular a acdo do sistema
imune, a angiogénese tumoral € um importante
link entre o tumor e a resposta imune direcionada
a ele (KANDALAFT et al., 2011), regulando-a
negativamente. No presente estudo, pela analise
histolégica de campos ndo coincidentes foi
observado que o grupo Tumor apresentou uma
alta taxa de neovascularizacdo (4.800 + 0.3243).
Quando analisado o grupo tratado com composto
Cumarico (Tumor + Cumarico) foi relatado uma
reducéo significativa de, aproximadamente, 49%
no namero de vasos sanguineos (2.367 + 0.3243)
(Figura 4a e 4b).

Figura 4a - Gréfico representativo da atividade
angiogénica. Compara¢do entre o grupo Tumor
(n=7) que recebeu células do melanoma B16F10 na
concentracdo de 108 células/mL e foram tratados
com PBS e Tumor + Cumaérico (n=7) que recebeu o
tratamento com o composto VO, por 26 dias. As
diferencas foram consideradas significantes
quando p<0.001.
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Figura 4b - Imagens representativas do corte
histolégico mostrando a quantificacdo de vasos
sanguineos.
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Tumor + Cumario

Apesar da diversidade de fatores que participam
da angiogénese, dentre eles o PDGF (fator de
crescimento derivado de plaquetas), FGF (fator
de crescimento fibroblastico) e TGF-B (fator de
crescimento transformador beta), o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), e suas
diferentes isoformas (A-F), é o fator mais
importante envolvido nesse processo (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2010). VEGF é secretado por
muitos tumores em resposta ao fator induzivel por
hipoxia (HIF) ou por um regulamento de
oncogenes como o c¢-MYC (OTT; HODI;
BUCHBINDER, 2015). Além do seu papel na
angiogénese, o VEGF modula a imunidade
antitumoral em multiplos niveis por meio da
promocdo de células inibitérias  (Tregs),
supressdo da maturacdo de células dendriticas
(DC), retardo da resposta efetora das células T e
alteracdo do desenvolvimento e trafico dos
linfécitos (OHM; CARBONE, 2001), favorecendo
0 desenvolvimento do tumor. As células de
melanoma produzem mudltiplas citocinas e fatores
de crescimento, incluindo IL-8, IL-2 e VEGF, que
apresentam uma potente atividade angiogénica e
pré-inflamatéria e, consequentemente,
potencializa a progresséao neoplasica (GARCIA et
al., 2020). O tratamento com &cido cumarico
nesse aspecto apresentou um desempenho
positivo ao reduzir a formacdo de novos vasos no
experimento. Levando em consideragdo esses
dados, estudos acerca dessa possivel atividade
antiangiogénica do 4cido cumarico sao
importantes.

Efeito do composto sob as células
inflamatorias

A inflamagdo € um processo critico que pode
iniciar e / ou propagar a carcinogénese, pois, as
células tumorais sdo capazes de produzir fatores
gue atraem leucdcitos para o ambiente tumoral
(WANG et al., 2019). Ha  evidéncias
experimentais de que a inflamag&o neutrofilica
promove  angiotropismo e  disseminagéo
metastatica (MEDZHITOV, 2008). Portanto, no
presente estudo, buscamos determinar a
qguantidade de células inflamatorias presentes no
fragmento tecidual da lesdo. Observou-se que a
contagem média de macréfagos por campos nao
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coincidentes entre os grupos Tumor e Tumor +
Cumaérico nao teve diferenca significativa.

Em relacdo a contagem de neutréfilos, o grupo
inoculado com as células tumorais e tratado com
0 composto Cumérico mostrou  reducéo
significativa (17.09 + 2.235) do recrutamento
dessas células para é&rea injuriada, quando
comparado com o Grupo Tumor (26.30 + 2.235)
(Figura 6a e 6b).

Figura 6a — Grafico representativo da analise dos
neutréfilos no tecido tumoral. Quando comparado
com o grupo Melanoma + Cumarico (n=7) que
recebeu o tratamento com o composto por 26 dias
houve uma queda significativa (p<0,05) do
recrutamento dessas células.

w
=]

N
=)

3
=)

No. neutréfilos/campo

o

T T
PBS PBS+Cumarico Tumor Tumor+Cumarico

Figura 6b - Imagens representativas do corte
histolégico mostrando a quantificagdo de
neutrofilos.

Tumor + Cumario

Sabe-se que neutréfilos ativados matam as
células tumorais, porém, evidencias recentes
demostraram que em alguns casos a ativagao
dos neutréfilos pode favorecer a progressédo do
tumor e das metastases através do
remodelamento estromal, imparidade das células
T ou mesmo estimulando a angiogénese
(SINGEL; SEGAL, 2016). Fridlender et al. (2009)
evidenciou que neutrofilos podem ser polarizados
tanto em um fendtipo anti-tumorigénico (N1) pela
estimulacao de IFN-B (interferon-beta) quanto em
um pré-tumorigénico (N2) pela acdo do TGF-B
(Fator de crescimento transformador-beta).
Estudos recentes envolvendo tanto humanos
quanto camundongos trazem dados de que os
neutréfilos em tumores avancados e estabilizados
sdo predominantemente pré-tumorigénicos, e em
tumores recém-formados os TAN (neutréfilos
associados ao tumor) sdo mais citotdxicos e
produzem niveis elevados de TNF-a (fator de
necrose tumoral), NO (6xido nitrico) e H,0-
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(peroxido de hidrogénio) (MISHALIAN et al.
2013). Jensen et al. (2012) revelou que a
presenca de neutrdfilos intratumorais  esta
correlacionada a baixa sobrevida de pacientes
com melanomas primarios, pois, 0 ambiente proé-
inflamatério € benéfico para a progressdo do
tumor. Em nosso estudo observamos uma
reducdo da presenca de neutrdfilos na regido
tumoral no grupo dos animais tratados com
composto Cumarico. Corroborando com esse
achado, a literatura nos traz que compostos
fendlicos, como o acido p-cumarico, tem
capacidade de reduzir os niveis de TNF-alfa e de
radicais livres, que pode ser Util para prevengéo e
alivio de varias doengas crbnicas causadas por
estresse oxidativo, dentre elas, o cancer (BENTO-
SILVA et al.,, 2019). Levando em consideracao
esses fatos, pode-se inferir que o efeito anti-
inflamatério demonstrado nesse estudo foi por
acédo do acido cumarico.

Concluséo

A busca por novos compostos, principalmente, de
origem natural, com propriedade antitumoral que
tenham elevada efetividade e poucos efeitos
colaterais € um campo préspero e necessario
para investigacdo. Os extratos naturais, muito
utilizados na medicina popular, ampliam
horizontes em relacdo ao custo de produtividade
e aplicabilidade. Nesse sentido, novos
tratamentos para 0 melanoma maligno cuténeo
podem ser pensados, visando associacdes
benéficas entre as terapias convencionais e 0s
compostos naturais. Através dessa pesquisa
concluimos que o &cido cumarico, substancia
extraida da propolis verde brasileira, pode ter
acdo sobre alguns fatores que contribuem para o
crescimento e progressao tumoral, como
angiogénese, numero de mitoses e atividade
modulatéria sobre certas células inflamatdrias,
como os neutrofilos. No entanto, estudos futuros
sd0 necessarios para delimitar seus efeitos
terapéuticos em células humanas, visto que
fornecemos evidéncias sobre sua atividade em
ratos.
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