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Resumo

O composto polifenolico Artepelin C (Art C - &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico),
é o principal componente bioativo da propolis verde. Por apresentar importantes atividades
bioldgicas como antioxidante, indutor da apoptose e antitumoral, este composto vem sendo
alvo de estudos. Avaliar a modulacéo de dano no DNA é extremamente importante, uma vez
que, alguns compostos naturais podem atuar reduzindo ou removendo mutacfes espontaneas
ou induzidas, essa propriedade é conhecida como antimutagenicidade. Este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito protetor do Artepelin C contra instabilidade cromossomal induzida
por mutéageno, utilizando o teste de microndcleos com bloqueio da citocinese CBMN. Os
parametros avaliados foram as frequéncias de micronucleos (MN), pontes nucleoplasmaticas
(PN) e brotos nucleares (BrN). A bleomicina (BLEO) causa danos oxidativos no DNA e,
dessa forma, foi utilizada como agente indutor de danos. A linhagem celular glioblastoma
humana (U-87MG) foi exposta a trés protocolos de tratamentos: pré- tratamento, onde as
concentragdes 3.,9; 7,8; 15,6; 31,2 e 62,5 uM de ArtC foram administradas antes da BLEO,;
tratamento simultaneo, Co- tratamento com diferentes concentra¢fes do ArtC e BLEO; p6s-
tratamento, o ArtC foi administrado depois da BLEO. Sendo assim, os resultados preliminares
sugerem que o ArtC foi capaz de reduzir a frequéncia de micronicleos em comparagdo a
células expostas a BLEO, nos trés protocolos de tratamento anteriormente citados, sugerindo
que o Art C pode agir protegendo o DNA contra danos ou estimulando vias de reparo.
Palavras chave: 4&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico; CBMN; BLEO; U-87MG;
antimutagenicidade.

INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas na medicina popular ha séculos como alternativa no
tratamento de inimeras doencas. Séo utilizadas na forma de cha, compressas, xaropes, € mais
recente como matéria prima no desenvolvimento de medicamentos a partir de moléculas

provenientes das plantas. Existe uma estimativa de que cerca de 25% dos medicamentos
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receitados mundialmente sdo originados de recursos naturais, 0 que remete a necessidade de
investigar os beneficios terapéuticos que essas plantas podem apresentar e possiveis riscos a
satde humana (CANTON; ONOFRE, 2010).

A familia Asteraceae representa uma importante fonte em variedade de recursos
medicinais. Um dos principais membros dessa familia, é a espécie Baccharis dracunculifolia,
popularmente conhecida por alecrim-do-campo ou vassourinha, € muito utilizada na medicina
tradicional no combate de distarbios gastricos, cansaco fisico, afeccdes febris entre outros
sintomas (CANTON; ONOFRE, 2010). Também é reconhecida como a fonte botanica mais
importante para obtengdo da propolis brasileira, a propolis verde, em referéncia a sua cor
(CANTON; ONOFRE, 2010; RODRIGUES et al., 2009, CAMPOS et al., 2016).

A propolis é uma substancia produzida a partir de cera, polen e resinas coletadas por
abelhas, em diferentes partes da planta, e essa mistura recebe enzimas salivares das abelhas, o
que confere o aspecto de resina, caracteristico da mesma (De-MELO et al., 2014; ROBERTO,
2016). E muito utilizada na medicina popular em decorréncia a suas diversas propriedades
terapéuticas e bioldgicas, como acdo antimicrobiana, imodulatéria e anti-inflamatdria
(BURDOCK, 1998; SFORCIN, 2016). A propolis verde, extraida da B. dracunculifolia, é
produzida por abelhas da espécie Apis mellifera. Em sua composicao ja foram identificados
mais de 200 compostos quimicos, mas o principal composto bioativo que se destaca é o
composto polifendlico  Artepelin C -ArtC- (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico),
(RESENDE et al., 2007; MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN,2008).

O ArtC tem sido alvo de investigacBes devido suas atividades bioldgicas, principalmente
por sua importante atividade antioxidante. Diversos estudos relacionam a atividade
antitumoral encontrada na utilizacdo da propolis com a presenca do Artepelin C (CHAN,
2013; SILVA et al., 2013; SZLISZKA et al., 2013). Outros trabalhos desenvolvidos, em
diferentes organismos experimentais e variados bioensaios como teste de Ames, teste cometa
e teste SMART, demonstram que o ArtC foi capaz de modular danos causados por diferentes
tipos de mutadgenos (RESENDE et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; NETO et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2017).

Estudos relacionados & modulacéo de danos causados no DNA sdo de extrema relevancia,
uma vez que podem contribuir na area de pesquisa de prevenc¢édo de doengas, como o cancer.
Alguns compostos podem atuar reduzindo ou removendo a taxa de mutagdes esponténeas ou
induzidas no DNA, um processo que é conhecido como antimutagenicidade. Sendo assim,

este estudo teve como objetivo analisar a agdo moduladora do ArtC no teste de micronucleos



(CBMN), em células de glioblastoma humano (U-87MG), em trés protocolos de tratamento,
contra lesbes causadas pelo mutageno bleomicina (BLEO).

METODOLOGIA

O ArtC (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico), CAS no. 72944-19-5, 98% de pureza, foi
adquirido da Wako Chemicals USA, Inc. através do Grupo Demorelliss/DMScientific, Sao
Paulo-SP. A bleomicina (BLEO) foi utilizada para induzir danos cromossoémicos (controle
positivo) para o teste de antimutagenicidade, diluida em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) incompleto a uma concentracdo de 3 pg/ml. Citocalasina B, CAS no.
14930-96-2, 5 mg/mL foi adquirida da Sigma — Aldrich (S&o Paulo, Brasil) diluida em
DMSO. A linhagem celular utilizada para realizacdo do ensaio de antimutagenicidade, foi
glioblastoma multiforme humano (U-87MG), cedida gentilmente pela Profa. Dra. lvana
Grivicich do Laboratorio de Biologia do Cancer do PPGBioSalde da ULBRA. As células
foram cultivadas em monocamadas em frascos de cultura de 25 cm2 (TPP), contendo meio
DMEM suplementado com 15% de soro fetal bovino e antibidticos (combinado de
estreptomicina e penicilina a 1%, obtidos da Gibco, a 37°C em uma incubadora (Thermo
Scientific) com 5% de CO,. Para avaliacdo da antimutagenicidade as células foram semeadas
em placas de cultura, incubadas por 24 horas com meio DMEM completo para entdo serem
submetidas aos diferentes protocolos de tratamento.

Apds os tratamentos, as células foram lavadas com DPBS e tripsinizadas com 350 pL de
tripsina (Gibco), neutralizadas com 650 uL. de DMEM completo e transferidos 100 — 150 pL
da suspensdo de células para citocentrifuga de bancada (CIENTEC), sendo centrifugadas a
700 x g por 5 min. A coloracdo das laminas foi realizada por panético Instant Prov
(Newprov®) e ap0os a secagem das mesmas, a leitura foi realizada em microscopia Optica
com aumento de 1000x, onde foram analisadas 1000 células binucleadas por concentracao

para os parametros de MN, PN e BR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas a frequéncia de MN foi reduzida nos protocolos de tratamento. No pré
tratamento, as células foram expostas primeiramente ao ArtC que de fato foi capaz de
proteger as células dos danos no DNA causados por BLEO nas concentracGes de 3,9, 7,8 e
62,5 uM. O percentual de reducéo da frequéncia de MN foi de 58,9% para a concentracdo de
3,9 UM e de 53,6% para as concentracbes de 7,8 e 62,5 uM. No pos-tratamento, as
concentragfes de 31,2 e 62,5 uM de ArtC demonstraram reducdo da frequéncia de danos

causados por BLEO com um percentual de reducéo de 81,2% e 50,9%, respectivamente. Para



o tratamento simultdneo, o ArtC apresentou capacidade de proteger as células dos danos
causados por BLEO nas concentragdes de 15,6 e 31,2 uM com o percentual de reducdo de
48,2% e 55,3% respectivamente. De fato, o ArtC mostrou-se capaz de modular danos
induzidos pela BLEO a linhagem U-87MG nos trés diferentes protocolos de tratamento.

Os resultados preliminares sugerem que o ArtC apresenta a caracteristica de
modulacdo e essa informagdo esta de acordo com a literatura. Outros estudos realizados
usando outros bioensaios com diferentes organismos como Teste de Ames, Teste Cometa e
Teste SMART (RESENDE et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; NETO et al., 2011,
RODRIGUEs et al., 2017). Esses autores também obtiveram resultados em que o ArtC foi
capaz de modular danos causados por diferentes tipos de mutdgenos, em concentracoes

similares as utilizadas em nosso trabalho.

Tabela 1: Frequéncia de danos cromossomicos apds a exposicdo (4h) das células U-87MG aos diferentes

protocolos de tratamento com ArtC e BLEO para avaliagéo da antigenotoxicidade

Concentragoes MN? PN? BrNn? % Redugcéo
BLEO 73,00£12,73 7 8,00 + 5,66 11,50+ 4,957
CN 17,00 1,41 2,00+£1,41 250+£2,12

Pré-tratamento
3,9 UM + BLEO 40,0+5,65* 2,50 £2,12 8,50+2,12 58,9
7,8 UM + BLEO 43,0+£141* 4,00 £2,82 11,00+ 2,12 53,6
15,6 uM+ BLEO 57,5 10,60 2,50 £3,53 15,50+ 2,82
31,2 uM+ BLEO 57,0 £9,89 6,00 £2,82 17,50+ 0,70
62,5 uM+ BLEO 43,0£12,72 * 2,00+£1,41 10,50+ 0,70 53,6
Pos-tratamento
3,9 UM + BLEO 70,0 £5,65 6,00+ 5,65 14,50+ 0,70
7,8 UM + BLEO 80,0 + 8,48 9,50+ 6,36 21,00+ 2,82
15,6 uM+ BLEO 67,0+2,82 8,00+ 2,82 14,50+ 9,19
31,2 uM+ BLEO 27,5+£9,19 ** 4,00+ 1,41 10,50+ 6,36 81,2
62,5 uM+ BLEO 445+ 353 * 6,00 £ 1,41 10,50 + 3,53 50,9
Tratamento Simultaneo
3,9 UM + BLEO 62,5+0,70 4,50 + 3,53 11,50 + 6,36
7,8 UM + BLEO 56,0+ 4.24 7,50+4,94 14,00 + 15,55
15,6 uM+ BLEO 46,0 £ 5,65 * 5,50+ 0,70 3,500+ 0,70 48,2
31,2 uM+ BLEO 42,0+ 4,24 * 3,50+ 3.53 15,00 + 4,24 55,3
62,5 UM+ BLEO 61,0 £4,24 5,00x4.24 11,50 = 10,60

CP: controle positivo - BLEO (3 pg/mL); CN: controle negativo - DMSO 1%; MN: microntcleos; BrN: brotos
nucleares; PN: ponte nucleoplasméatica *Significativamente diferente do CP *p<0,05; ~"p<0,01;
Significativamente diferente do CN p<0,05; "'p<0,01. ANOVA teste post-hoc Dunnet. *Médias obtidas em 500
células binucleadas analisadas.

CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos até o momento sugerem que o ArtC apresenta atividade

modulatoria contra a genotoxina BLEO nos diferentes protocolos de tratamento, o que sugere



que o ArtC pode atuar protegendo o DNA contra danos ou estimulando vias de reparo.

Contudo, é necessario aumentar o nimero amostral para confirmar os resultados obtidos.
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