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RESUMO 

O câncer é um problema de saúde mundial com altos índices de mortalidade. A 

quimioterapia está entre os principais métodos terapêuticos de escolha, no entanto apresenta 

adversidades, principalmente no que diz respeito a alta toxicidade para as células normais e 

quimioresistência dos tumores, o que demonstra a necessidade de estudos para o 

desenvolvimento de novos fármacos. Os secretomas são o conjunto de proteínas que a célula 

secreta para o meio extracelular, contendo diversas biomoléculas complexas, com as mais 

diversas características, o que o torna uma excelente fonte para a prospecção de moléculas 

bioativas. Assim, esse estudo teve como objetivo estudar a atividade citogenotóxica de 5 

secretomas de microrganismos encontrados no alimento larval de abelhas sem ferrão. O ensaio 

de redução da resazurina não demonstrou citotoxicidade dos secretomas em células de 

linhagens tumorais e não tumorais e o ensaio de genotoxicidade não apresentou resultados 

significativos quanto a indução de micronúcleos. Entretanto, vale ressaltar que apesar das 

biomoléculas presentes nos secretomas não terem apresentado efeito citogenotóxico para as 

células tumorais, elas podem ser efetivas para outras patologias.  

Palavras-chave: câncer, quimioterapia, sobrenadante  
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Câncer 

O câncer é o resultado de alterações genéticas em uma única célula somática, as quais 

estão ligados ao mecanismos de divisão celular. Essas mutações geram células capazes de 

proliferar continuamente não dependendo de características fisiológicas, como fatores de 

crescimento e hormônios (PRADO, 2014). Assim, é uma doença que tem como característica 

a neoplasia, sendo considerado um distúrbio clonal. Além disso, áreas epigenéticas, 

transcriptômicas e proteômicas estão sendo cada vez mais associadas ao câncer por meio das 

vias de sinalização, as quais podem ser reguladas por elas (MALTA et al., 2018).   

A carcinogênese ou oncogênese é o nome dado à formação do câncer, esse processo é 

dividido em três fases principais: inicial, promoção e progressão. No estágio inicial os agentes 

cancerígenos atuam modificando o DNA, nele ainda não é possível identificar o câncer, porém 

as células já estão geneticamente modificadas. A segunda fase é a de promoção, nela agentes 

oncopromotores vão transformar a célula iniciada em maligna, de forma lenta e gradual. Por 

fim, há a progressão do tumor que é a multiplicação descontrolada e irreversível das células 

anormais, progredindo para os primeiros sintomas observáveis clinicamente da doença (INCA, 

2022b).  

Os tumores podem ser classificados como benignos ou malignos, a diferença entre eles 

está nas características apresentadas pelas células (PRADO, 2014). Para ser classificado como 

tumor maligno, é necessário apresentar as seguintes características: crescimento desordenado 

das células, e capacidade de migração das células para outras regiões do corpo, este processo é 

nomeado de metástase. Já os tumores benignos, são uma massa de células, a qual permanece 

em seu tecido ou órgão de origem, ou seja, não são capazes de realizarem metástase. (ALVES; 

TAVARES; BORGES, 2020).  
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Existem vários tipos de cânceres, dentre eles se tem os sarcomas, os quais têm origem 

no tecido mesenquimal e apresentam clinicamente uma grande variedade de comportamento, 

uma probabilidade alta de ser agressivos e possuem uma tendência a metástase mínima 

(NACEV et al., 2020). Já o melanoma se origina nos melanócitos (células produtoras de 

melanina), sendo que esse tipo de câncer na região Sul é mais incidente quando comparado as 

demais Regiões para ambos os sexos(GUO et al., 2020; INCA, 2022a).  

Além disso, a Estimativa de 2023 de Incidência de câncer no Brasil aponta que para 

cada ano do triênio 2023 a 2025 o número de novos casos de câncer seja de 704 mil, se excluir 

o câncer de pele não melanoma são 483 mil casos. Mais específico para o câncer de pele do 

tipo melanoma, é estimado que tenha 8.980 novos pacientes, sendo que na região Sul é mais 

incidente quando comparado com outras regiões do Brasil (INCA, 2023a). 

O câncer ainda é a principal causa de morte entre hispânicos e americanos de origem 

asiática, segundo pesquisas feitas nos Estados Unidos (SIEGEL et al., 2021). Além disso, a 

taxa de sobrevida global em 5 anos é de 68% para brancos e 63% para negros (SIEGEL et al., 

2021). Segundo a folha informativa de 2020 da Organização Pan-americana de Saúde o câncer 

é a segunda principal causa de morte no mundo e é responsável por 9,6 milhões de mortes em 

2018. Estes dados deixam explícito a urgência no desenvolvimento de novas terapias que 

ajudem a combater esse grande problema de saúde pública. 

Segundo TAVARES et al., 2019, dentro dos tratamentos oncológicos, tem-se 

principalmente: cirurgia, quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia, terapia alvo e 

imunoterapia. A escolha da melhor terapia depende do grau do tumor no paciente, sendo a 

quimioterapia a abordagem terapêutica mais amplamente utilizada. Na maioria das vezes as 

abordagens terapêuticas são usadas em conjunto para se obter uma maior chance de cura.  
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1.2. Quimioterapia  

A quimioterapia é um dos possíveis tratamentos para o câncer, a qual busca impedir ou 

dificultar o crescimento das células cancerígenas (ALVES; TAVARES; BORGES, 2020). A 

quimioterapia pode ser administrada de diferentes formas, alguns exemplos são: via oral, 

intravenosa, intramuscular, subcutânea, intratecal e tópica. A resposta a esse tratamento é muito 

variável, sendo que alguns pacientes podem ter um bom resultado com um ou dois ciclos, 

enquanto outros precisam de oito ou mais (INCA, 2023b).  

Os quimioterápicos são drogas citotóxicas que podem ter mecanismos de ação 

envolvendo a síntese e função macromolecular, a qual pode ser inferida na síntese de DNA, 

RNA ou de proteínas. Essa interferência leva a célula a processos de diferenciação, senescência 

ou apoptóticos (ELISE; KELLER, 2016). Esses medicamentos têm como objetivo atacar 

células que se dividem rapidamente e não são específicos. Dessa forma, é possível que ele 

também ataque as células saudáveis e cause efeitos colaterais não desejáveis no organismo 

(TAVARES et al., 2019). Os sintomas podem incluir perda de cabelo, anemia, leucopenia, 

trombocitopenia, hiperpigmentação, enjoo, nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade e 

outros (INCA, 2023b). 

Além disso, ainda há problemas relacionados a quimio-resistência que limita a eficácia 

do tratamento (PRIHANTONO; FARU, 2021). Havendo uma exposição prolongada a um tipo 

de quimioterápico as células tumorais podem desenvolver mecanismos de reparo do DNA 

modificado por esses medicamentos, esses reparos são feitos por proteínas poli (ADP-ribose) 

polimerase (PARP) que são ativadas e recrutam enzimas para realizar o reparo (KARAM 

REBOLHO ORIENTADORA; REGINA BONINI DOMINGOS, [s. d.]). 

1.3. Sobrenadante bacteriano 
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As bactérias são seres procariontes e unicelulares, podendo viver isoladas ou em grupos. 

A secreção de proteínas ocorre em todos os tipos de bactéria: gram-positiva e gram-negativa. 

Entretanto, os mecanismos em que isso ocorre podem ter algumas diferenças entre as duas. As 

duas principais vias de secreção de proteínas são: da Sec (secreção) e da Tat (translocação de 

arginina dupla) (TSOLIS et al., 2019). A rota Sec é encontrada no retículo endoplasmático e 

atua em proteínas não-dobradas (unfolded), as quais irão se dobrar em sua estrutura nativa no 

lado trans da membrana. Já a Tat transloca proteínas dobradas através das membranas 

biológica, e acredita-se que seu papel fisiológico é expandir o grupo de substratos translocáveis 

à estruturas já dobradas (NATALE; BRÜSER; DRIESSEN, 2008).  

Após a síntese proteica, essas moléculas podem seguir dois caminhos distintos. O 

primeiro seria a maturação e transporte para o meio extracelular, sendo as proteínas que seguem 

essa via chamadas de secretadas. E o segundo é ser inserida na membrana celular, sendo ditas 

como proteínas de superfície. Sendo assim, o secretoma bacteriano é definido como o conjunto 

das proteínas transportadas na célula e secretadas para o meio extracelular (ZUBAIR et al., 

2020). O estudo do secretoma bacteriano envolve a análise das proteínas que o organismo 

produz e secreta para o exterior da célula, podendo ser em resposta a uma variação ambiental 

ou não (FERREIRA et al., 2009). 

Os secretomas bacterianos podem ser fonte de diversas biomoléculas, por exemplo 

proteínas, enzimas e citocinas com diferentes atividades biológicas em células eucariotas, 

podendo ser aplicadas em várias doenças e patologias. Em estudos preliminares, o grupo de 

pesquisa do LABGEN/IBTEC detectou atividade antimicrobiana em alguns secretomas de uma 

cepa bacteriana encontrada no alimento larval de abelhas sem ferrão. Atualmente, há uma 

preocupação global sobre a dificuldade no combate de patógenos resistentes e assim a busca 

por novos medicamentos com função antimicrobiana é extremamente necessária (SANTOS et 
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al., 2022).Uma vez que foi encontrado um secretoma com atividade antimicrobiana em uma 

cepa bacteriana, é extremamente interessante que se avalie a atividade genotóxica desse 

secretoma para avaliação da segurança de seu uso.  

Com as estimativas de números de canceres no Brasil e no mundo é sempre necessário 

que haja estudos sobre medicamentos nessa patologia. A quimioterapia é um dos tratamentos 

mais utilizados para todos os tipos de câncer, e devido aos problemas aqui apresentados que 

esse tipo de terapia pode ter é preciso de pesquisas para o desenvolvimento de medicamentos 

que sejam menos tóxicos para o organismo humano e possa combater a quimioresistência dos 

tumores.  

2. OBJETIVO 

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade antitumoral e 

genotóxica in vitro dos secretomas bacterianos obtidos do alimento larval de abelhas sem ferrão 

depositadas no banco de microrganismo do LABGEN/IBTEC - UFU em células tumorais de 

sarcoma murino (TG180) e melanoma murino (B16F10) e não tumorais de miócito murino 

(C2C12), com o intuído de se encontrar moléculas que inibam o crescimento desses importantes 

tipos tumorais. 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. Manutenção das linhagens in vitro  

As linhagens tumorais utilizadas foram sarcoma (TG180) e melanoma (B16F10). Já 

para as células não-tumorais utilizou miócito (C2C12). Elas foram cultivadas in vitro em meio 

RPMI-1640 (Gibco, Pasley, UK) com suplementação de HEPES, L-glutamina, penicilina, 

estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) e soro fetal bovino inativado por 

aquecimento (Cultilab, 40, Campinas, Brasil) e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO2 de acordo 

com as orientações dos fabricantes. 
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3.2. Produção do secretoma  

Para a produção do sobrenadante os microrganismos foram inoculados em 5 mL de BHI 

e incubados a 37ºC por 24 horas. Uma alíquota de 200 µL do caldo bacteriano foi inoculada em 

50 mL de caldo LB e incubados a 31ºC±1 por 48h, sob agitação em shaker a 200 rpm. O caldo 

obtido foi centrifugado a 10.000 giros por 4 minutos, para sedimentação das células bacterianas. 

O sobrenadante gerado foi coletado, filtrado com filtro para de 0,22 micras e liofilizado. 

Este estudo foi realizado com 5 sobrenadantes, produzidos a partir de microrganismos 

isolados das abelhas sem ferrão Melipona quadrifascita, Melipona scutellaris e Tetragonisca 

angustula, provenientes da Coleção de Microrganismos Isolados de Abelha sem Ferrão do 

Laboratório de Genética Do Instituto de Biotecnologia UFU (CoMISBee).  

3.3. Ensaio de citotoxidade por redução da resazurina  

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo método de redução da resazurina. As 

linhagens celulares foram incubadas em 100 μL de meio de cultura RPMI-1640 completo em 

uma microplaca estéril de 96 poços com o secretoma da bactéria, cada poço deve conter um 

número de 105 de células. A microplaca foi incubada a 37°C em uma estufa com 5% de CO2 

por 24 horas. Após essa etapa do tratamento, foi acrescentado a cada poço 20 μL do agente 

revelador resazurina, podendo ser lido após 4 horas de incubação nas mesmas condições ditas 

anteriormente.  

Os experimentos foram realizados em triplicatas. A leitura da placa foi feita em uma 

leitora de placa com comprimentos de onda de 570 e 600nm e as absorbâncias foram utilizadas 

na fórmula de cálculo da viabilidade celular.  

3.4. Ensaio de genotoxicidade in vitro 

O ensaio de genotoxicidade foi feito pelo teste de micronúcleo in vitro utilizando a 

linhagem C2C12. Foram escolhidas três concentrações do secretoma que apresentarem 
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viabilidade celular acima de 50%. As células foram cultivadas na presença dos secretomas por 

24 horas e por mais 24 horas na presença de citocalasina b. Após esse período, elas foram 

fixadas em PBS/formol 10%, coradas com o fluorocromo Hoechst 33258 e analisadas em 

microscópio invertido de fluorescência. Foi contado um valor mínimo de 2000 células 

binucleadas por concentração e apenas os micronúcleos presentes em células binucleadas foram 

considerados na determinação da frequência de micronúcleos.  

 

3.5.  Análises estatísticas 

As comparações entre os grupos de dados das linhagens utilizadas foram feitas usando 

o teste de variância One-way (ANOVA), seguido pelo pós-teste de Bonferroni. Valores de 

p<0.05 foram considerados estatisticamente significantes. O processamento e plotagem de 

dados foram realizados usando aplicativos especializados GraphPad Prism 8 (GraphPad 

Software Inc., EUA). 

 

4. RESULTADOS 

Primeiramente, foram produzidos os secretomas conforme a metodologia e a partir 

destes liofilizados, foi utilizado 5 deles para a realização dos testes de citotoxicidade e de 

genotoxicidade. Sendo eles: MQ-1B, MQ-27, MQ-9A, MS-31 e MS-24. O meio de cultura 

usado na produção dos secretomas, chamado LB, foi utilizado como controle negativo nos dois 

experimentos, a fim de analisar se ele seria tóxico ou não.  

Após, foram realizados os testes de citotoxicidade. Esse experimento tem por finalidade 

determinar se os secretomas possuem capacidade de inibir a proliferação celular ou ocasionar 

danos e lesões às células que podem levar a morte celular. Nesse contexto, é baseado em reações 
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de oxidação-redução da resazurina, esse composto é usado como um indicador REDOX que irá 

sofrer alteração colorimétrica em resposta à redução metabólica celular.  

Assim, esse teste foi realizado para os 5 secretomas nas seguintes linhagens celulares 

murinas tumorigênicas de sarcoma (TG180) e melanoma (B16F10) e também de miócito 

(C2C12). Foram feitas 6 microplacas de 96 poços, duas para cada linhagem celular, com dois 

tratamento diferentes. O primeiro tratamento foi feito com os secretomas MR-1B, MR-27 e 

MR-9A e o segundo foi os secretomas MS-3, MS-24 e também o caldo LB. O tratamento foi 

realizado com 7 concentrações diferentes, sendo elas: 1000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 

125 μg/mL, 62.5 μg/mL, 31.25 μg/mL, 15.625 μg/mL. Após essa etapa, foram então lidas na 

leitora de placa (espectrofotômetro) a 570 e 600 nm. Sendo possível observar as fotos de cada 

uma das placas feitas abaixo.  

     

   Imagem 1: microplacas da linhagem celular tumorigênica de melanoma (B16F10), sendo a 

placa 1 primeiro tratamento e a placa 2 o segundo tratamento 
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   Imagem 2: microplacas da linhagem celular de miócito (C2C12), sendo a placa 3 primeiro 

tratamento e a placa 4 o segundo tratamento 

     

  Imagem 3: microplacas da linhagem celular tumorigênica de sarcoma (TG180), sendo a placa 

5 primeiro tratamento e a placa 6 o segundo tratamento  

Nos 96 poços da placa pode ser observado diferentes colorações entre a cor Rosa e Azul. 

Os poços que possuem a coloração mais para o espectro azul indicam que houve morte celular, 

considerando que não houve metabolismo celular para realizar a redução da resazurina. Já as 

partes que permaneceram na cor rosa, houve metabolização nas células e então houve a redução 

da resazurina para resorufina, esse último composto tendo uma cor rosa forte.  

A partir dos dados obtidos na leitura de absorbância é possível formar a curva do IC50 

com auxílio do software GraphPad Prism 8. O IC50 é a concentração capaz de matar 50% das 

células no experimento. Abaixo tem os gráficos de 1 a 6 de cada secretoma feito.  
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Imagem 4: Gráficos viabilidade celular linhagem B16F10 de melanoma murino.  
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Imagem 5: Gráficos viabilidade celular linhagem C2C12 de miócito murino.  
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Imagem 6: Gráficos viabilidade celular linhagem TG180 de sarcoma murino.  
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Assim, todos os IC50 foram listados na tabela 1. Com esses dados, pode ser observado 

que os IC50 desses secretomas foram elevados, não sendo considerados citotóxicos nas 

concentrações utilizadas para o grupo de células testados.  

LINHAGEM  MQ-1B  MQ-27  MQ-9A   MS-31 MS-24  LB  

B16F10  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

TG180  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

C2C12  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

Tabela 1: IC50 dos secretomas testados nas respectivas linhagens celulares. 

Por fim, realizou-se o teste de genotoxicidade para as células não-tumorais da linhagem 

C2C12. Este teste representa uma avaliação de danos cromossômicos ocorridos quando as 

células são expostas a agentes genotóxicos, a partir da indução de micronúcleos. O teste de 

micronúcleo foi realizado utilizando as 3 maiores concentrações de cada secretoma usado no 

ensaio de citotoxicidade (1000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL), um controle negativo (meio 

LB) e um controle positivo de Metilmetanosulfonato (MMS) na concentração de 0,3mM. Esse 

último é um agente alquilante, que causa danos cromossômicos no DNA e portanto induz a 

formação de micronúcleos.  

Assim, foi obtido o gráfico abaixo no qual é possível concluir que não houve resultados 

positivos para a indução de micronúcleos, uma vez que não foi observada frequência de 

micronúcleos nos extratos avaliados, assim como no controle negativo. Já no controle positivo 

observou-se a presença de micronúcleos. Dessa forma, esses compostos não foram capazes de 

induzir genotoxicidade frente ao modelo experimental utilizado. 
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Imagem 7: Gráfico representativo da frequência de micronúcleos em células da linhagem 

C2C12 tratadas com os cinco diferentes secretomas. 

5. DISCUSSÃO  

O grupo de pesquisadores do LABGEN/IBTEC - UFU realizou um estudo em que 

descreveram a microbiota presente no alimento larval de quatro espécies de abelha sem ferrão 

brasileiras, sendo elas Frieseomelitta varia, Melipona quadrifasciata, Melipona scutellaris e 

Tetragonisca angustula. Esses microrganismos realizam papeis essenciais na manutenção das 

colônias, maturação do pólen e fermentação do mel. Nesse contexto, determinaram que os filos 

bacterianos mais abundantes foram Firmicutes e Proteobacteria e foram divididos em 26 

gêneros diferentes, sendo o mais abundante o Lactobacillus (SANTOS et al., 2023). Assim, 

também foi observado que esses microrganismos poderiam ser fonte para descoberta de 

compostos bioativos, pois podem produzir moléculas com atividades antioxidantes, 

antimicrobianas, anticancerígenas, as quais são características importantes para 

desenvolvimento de novos medicamentos e terapias para doenças.  
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As bactérias encontradas no alimento larval de abelha sem ferrão possuem propósitos 

biotecnológicos como, por exemplo, o uso em probióticos, agentes de controle biológicos, 

produtores de enzimas e biomoléculas ativas para tratamento de patologias. Assim, o grupo do 

LABGEN/IBTEC - UFU também realizou um estudo para análise da atividade antimicrobiana 

dos secretomas, visto que há uma preocupação global sobre a resistência de alguns patógenos 

sobre medicamentos já existentes sendo necessária a pesquisa de novas moléculas para 

tratamento.  

Por meio deste trabalho, foi demonstrado que os sobrenadantes apresentaram atividade 

antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo cepas 

multirresistentes. Entretanto, também apresentaram maior efeito em bactérias patogênicas 

sensíveis do que em cepas resistentes e alguns deles restabeleceram o efeito dos antibióticos 

testados em cepas resistentes de bactérias Gram-positivas. Os autores concluíram que é 

necessário pesquisas adicionais para que as biomoléculas sejam utilizadas como antibióticos 

isolados ou em sinergia com outros antimicrobianos já existentes no mercado em uma forma 

de terapia combinada (SANTOS et al., 2022). Dessa forma, como essas moléculas possuem 

potencial de serem usadas para tratamento em seres humanos e animais, é importante que essas 

moléculas não sejam citotóxicas e genotóxicas, com o intuito de não gerar efeitos adversos, fato 

que o presente trabalho conseguiu demonstrar.  

Os probióticos derivados de microbiotas de abelhas também tem sido grande alvo de 

atenção nos últimos estudos, eles são caracterizados como microrganismos vivos que quando 

administrados em quantidades adequadas conferem benefícios à saúde do hospedeiro. Eles têm 

mostrado diferentes propriedades, incluindo diminuir a ocorrência de diarreia, alergia, 

intolerância à lactose e câncer (MUSTAR; IBRAHIM, 2022). Desse modo, as moléculas 

secretadas desses microrganismos poderiam ter propriedades citogenotóxicas que atuariam no 
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câncer sarcoma e melanoma de forma a serem usadas como moléculas para tratamento em 

quimioterapia.  

Além disso, estão sendo realizados estudos para investigar a microbiota do intestino das 

abelhas melíferas. SADIK et al. selecionaram cepas probióticas potenciais para serem aplicadas 

em formulações de alimentos e dentro disso fizeram teste de atividade antitumoral em câncer 

de cólon. Esse teste resultou em uma redução significativa na viabilidade da linha celular e 

indicaram que três microrganismos tiveram propriedades antiproliferativas, uma deles sendo do 

gênero Lactobacillus, o Lactobacillus salivarius. Esse gênero é um dos três mais presentes nos 

secretomas usados no projeto, sendo assim poderia ter a possibilidade de uma atividade parecida 

de retardar o crescimento celular nos canceres melanoma e sarcoma, entretanto este fato não 

foi o observado após os ensaios realizados. 

 

 

6. CONCLUSÃO 

Um dos principais tipos de tratamento para o câncer é a quimioterapia, entretanto esses 

fármacos são muito tóxicos e danosos ao paciente. Dessa forma, o objetivo da pesquisa era 

bioprospectar novas biomoléculas capazes de eficientemente matar células cancerígenas e ao 

mesmo tempo não serem tóxicas ao organismo, realizando testes de citogenotoxicidade em 

células normais.  

Conforme os dados obtidos os cinco secretomas analisados não foram genotóxicos para 

a linhagem não-tumoral de miócito (C2C12) testada, pois não houve indução de micronúcleos 

nas maiores concentrações utilizadas na pesquisa.  E também não foram citotóxicas, já que no 
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ensaio de citotoxicidade não obtiveram bons resultados em eliminar as células em linhagens 

cancerígenas de sarcoma (TG180) e melanoma (B16F10).  

Assim, a hipótese de que essas biomoléculas pudessem ser novos quimioterápicos foi 

refutada, porém elas ainda podem ser utilizadas em outras patologias. Por exemplo, os 

secretomas foram usados para testes de atividade antimicrobiana e apresentaram bons 

resultados. Neste contexto, o fato do secretoma não ter apresentado citotoxicidade e 

genotoxicidade em nossos experimentos é positivo para possibilitar um futuro uso clínico. 
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