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RESUMO  
 
O câncer de mama é a principal causa de morte por câncer na população feminina. 
Além de ser uma doença multifatorial, esta neoplasia possui diversos fatores de 
risco, podendo ter relação com estilo de vida, histórico familiar e predisposição 
genética. A busca por novas opções terapêuticas visa ampliar as possibilidades e 
melhorar os resultados dos tratamentos convencionais, além de ter como objetivo 
reduzir os efeitos colaterais causados por estas. Nesse sentido, vários compostos 
naturais vêm sendo explorados, dentre eles está o artepillin C, um constituinte de 
alguns tipos de própolis brasileira que tem se mostrado promissor, uma vez que 
possui atividades antioxidantes, antiangiogênicas e antitumorais. Dessa forma, este 
estudo teve como objetivo avaliar a ação do artepillin C em esferoides formados por 
células tumorais de mama, por meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
Os esferóides da linhagem celular tumoral de mama, MCF-7, foram obtidos e 
expostos à concentração de IC50 do artepillin C, previamente determinado, e após 72 
horas de incubação, foram submetidos à avaliação por MEV. Nossos resultados 
demonstraram que o tratamento com artepillin C alterou a morfologia e o tamanho 
dos esferoides das células tumorais de mama MCF-7, com efeito na compactação, 
delimitação e arranjo destes. Assim, o artepillin C apresentou importantes efeitos 
nessas células, sendo necessários mais estudos para investigar suas potenciais 
atividades no tratamento do câncer de mama. 
 
INTRODUÇÃO  
 
O câncer de mama é um importante problema de saúde pública mundial, uma vez 
que representa a principal causa de morte por câncer na população feminina. Essa 
neoplasia é uma doença multifatorial com diversos fatores de risco, que incluem o 
histórico familiar, fatores hormonais, mutações genéticas de genes como BRCA1 ou 
BRCA2, e estilo de vida (Akram, 2017).  



 
 

 
 

Diferentes estratégias de tratamento são utilizadas para esse câncer, como a 
quimioterapia, radioterapia e terapias hormonais, no entanto, visando reduzir os 
efeitos colaterais e aumentar a taxa de sobrevivência, outras alternativas têm sido 
investigadas. Dentre elas, as avaliações com compostos naturais se mostram 
promissoras. O artepillin C, um dos principais constituintes da própolis brasileira, já 
demonstrou atividades anti-inflamatórias, antioxidantes, antiangiogênias e anticâncer 
em alguns tipos de câncer (Machado, 2016; Bhargava, 2021). 
Além disso, os modelos tridimensionais têm ganhado destaque frente à biologia 
tumoral, visto ser o modelo in vitro que mais se aproxima do modelo in vivo. Sendo 
assim, eles são capazes de refletir o comportamento das células tumorais no tecido 
e permitir a investigação de múltiplas características funcionais e morfológicas, 
sendo uma importante ferramenta nos ensaios de citotoxicidade (Kim, 2005).  
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ação do artepillin C em 
esferoides formados por células tumorais de mama, por meio da microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), observando alterações relacionadas à morfologia e 
ao tamanho dos esferoides. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS  
 
Obtenção do artepillin C 
O artepillin C (ácido 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico) foi extraído e purificado no 
laboratório da professora Dra. Denise Brentan da Silva, da Universidade Federal do 
Mato Grosso do Sul, sendo gentilmente doado para a realização dos experimentos. 
 
Linhagem celular e manutenção das células  
MCF-7: Linhagem celular tumoral de mama derivada de um carcinoma ductal 
invasivo, positiva para receptores de estrogênio e progesterona. As células foram 
mantidas em frascos com meio de cultura DMEM suplementados com 10% de soro 
fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina e 2,5 μg/mL de 
anfotericina B, sob atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37°C.  
 
Preparo das placas e formação dos esferoides 
Para a formação dos esferoides foi preparado agarose a 1,5% e adicionada uma fina 
camada em uma placa de 96 poços com fundo em U. Para o plaqueamento das 
células foi realizada a contagem dessas em câmara de Neubauer para uma 
concentração de 7,5 x 104 células/mL. Em seguida, 200 μL das células foram 
adicionadas em cada poço da placa previamente preparada com agarose e 
então inserida em centrífuga de placa por 3 minutos. Posteriormente, as placas 
foram incubadas por 6 dias. 

 
Tratamento dos esferoides e preparação para leitura em microscópio eletrônico de 
varredura (MEV) 
Para análise da morfologia dos esferoides por MEV, estes foram divididos em dois 
grupos: tratados com a concentração de IC50 do artepillin C (1,1 mM), previamente 
determinado em nosso laboratório; e não tratados (CN), onde foi adicionado apenas 



 
 

 
 

o meio DMEM. Após o tratamento, os esferoides foram incubados por 72 horas e 
submetidos ao processo de análise pela MEV. Para isso, as lamínulas foram 
dispostas em placas de 24 poços e uma gota de poli-L-lisina foi adicionada a cada 
uma. Após a secagem, os esferoides foram adicionados em cada lamínula e após 1 
hora para adesão, uma solução de fixação (tampão cacodilato 0,1 M + glutaraldeído 
2,5%) foi adicionada durante a noite na geladeira. Posteriormente, a solução foi 
removida e lavada 3x com tampão cacodilato 0,1 M por 10 minutos. Para o processo 
de desidratação, o tampão foi retirado e adicionado uma série ascendente de álcool 
por 15 minutos cada. O ponto crítico e a metalização foram realizados seguindo o 
protocolo estipulado no COMCAP, Universidade Estadual de Maringá. As imagens 
foram analisadas e comparadas com o CN, com um dispositivo de varredura 
(Microscópio SHIMADZU 55-550). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

 
 
Figura1 - Imagens de microscopia eletrônica de varredura de esferoides MCF-7 tratados com IC₅₀ do 
artepillin C (E, F, G e H) comparados com os controles negativos - CN (A, B, C e D) após 72 horas de 

incubação. Aumento das imagens: 500, 1000, 2000 e 10.000X, respectivamente. 
 

Nossos resultados demonstraram uma diferença relevante quanto ao tamanho e a 
morfologia dos esferoides tratados com artepillin C e sem tratamento (CN), após 72 
horas de exposição, por meio da MEV. No menor aumento (Figura 1A, E), já foi 
possível observar que o artepillin C foi capaz de reduzir o tamanho e alterar a 
morfologia dos esferoides, apresentando perda da delimitação quando comparado 
ao CN. Por outro lado, os esferoides não tratados (CN) permaneceram uniformes e 
intactos, e sua superfície não perdeu a sua delimitação e compactação (Figura 1A-
D). Nos maiores aumentos (Figura 1F-H), foi possível observar as alterações ainda 
mais evidentes nos esferoides tratados, com a perda da compactação e delimitação 
devido a desagregação/dissociação das células dos esferoides, fenômeno já 
visualizado em outros estudos (Bonafè, 2019). Além disso, observou-se que mesmo 
nas camadas mais internas dos esferoides tratados, foram observadas similares e 
importantes alterações na disposição/arranjo e características das células. Esses 
resultados indicam que o tratamento atingiu tanto a periferia dos esferoides como as 
camadas mais centrais, demonstrando o efeito do artepillin C no volume total dos 
esferoides das células MCF-7. 

 
CONCLUSÕES 



 
 

 
 

 
Nosso trabalho demonstrou, por meio da MEV, que o artepillin C foi capaz de alterar 
a morfologia e o tamanho dos esferoides de células tumorais de mama MCF-7, com 
efeito na compactação, delimitação e arranjo destes. Assim, o artepillin C 
apresentou importantes efeitos nessas células, demonstrando ser um composto 
promissor para investigações futuras, de suas potenciais atividades no tratamento 
do câncer de mama. 
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