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Resumo

As plantas medicinais ttm uma grande relevancia para a populacdo, pois sdo usadas
constantemente para o tratamento de inimeros problemas de salde, sendo, por vérias décadas,
parte do cuidado tradicional em muitas comunidades. Apesar da ampla utilizacdo das plantas
medicinais, tem-se pouca informacdo a respeito de seus constituintes, bem como sobre 0s
riscos em potencial oferecidos a salde humana. Dentre uma grande variedade de plantas
usadas com fim medicinal, encontra-se a Baccharis dracunculifolia, fonte botanica mais
importante para a obtencdo de uma propolis brasileira, chamada de propolis verde. Estudos
fitoquimicos tém demonstrado que o Artepelin C é um dos principais componentes bioativos
da prépolis brasileira. Este estudo teve como objetivo avaliar a a¢éo citotdxica e mutagénica
do Artepelin C em uma linhagem celular derivada de figado humano (HepG2). Para tanto, foi
utilizado o teste de micronucleos com bloqueio da citocinese (CBMN), que detecta eventos de
alteracbes cromossdmicas e citotoxicidade. Os resultados preliminares demonstraram que
altas concentracfes do Artepelin C estdo associadas com inibicéo da proliferacdo celular, que
pode ser visualizada pela reducdo dos valores referentes ao indice de divisdo nuclear (IDN)
em relacdo ao controle negativo. Por outro lado, ndo foram observados aumentos
significativos na inducdo de micronucleos nas células expostas a concentracfes nao
citotoxicas do Artepelin C.
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INTRODUCAO

A propolis possui diversas propriedades bioldgicas e terapéuticas e desde a
antiguidade ja era utilizada como medicamento popular no tratamento de feridas e infeccdes.
A substancia é usada com maior frequéncia na prevencao e tratamento de feridas e infeccGes
da via oral, também como antimicotico e cicatrizante (BANKOVA et al, 2005; FUNARI et al,
2007)

A B. dracunculifolia é a fonte botanica mais importante para a obtencdo de uma
prépolis brasileira, chamada de propolis verde, por causa de sua cor. Na propolis verde ja
foram identificados mais de 200 compostos quimicos, entre 0s mais ativos podemos citar 0s
flavondides, &cidos aromaticos, terpendides, aldeidos, alcoois, acidos alifaticos e ésteres,
aminoéacidos, esteroides e acucares (BARROS et al., 2009). Apesar de apresentar uma grande
variacdo na sua composi¢cdo quimica, os diferentes tipos de prépolis encontrados na regiao
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sudeste e sul do Brasil apresentam o composto polifendlico Artepelin C (&cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico) (RESENDE et al., 2007).

Estudos fitoquimicos tém demonstrado que o Artepelin C é um dos principais
componentes bioativos da propolis brasileira (SHIMIZU et al., 2004). O Artepelin C vem
sendo alvo de estudos em relacdo as suas atividades bioldgicas. Estudo recente sugere que
este composto promove a diferenciacdo de adipdcitos e a entrada de glicose nestas células, em
parte através da ligacdo direta ao receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama
(PPARY) e, desta forma, o consumo desta substancia poderia reduzir o risco de diabetes tipo 2
(CHOI et al.,, 2011). Adicionalmente, este composto apresentou atividade indutora de
apoptose (SZLISZKA et al., 2011), imunomudulatéria (NAKANISHI et al., 2003),
antioxidante (NAKANISHI et al., 2003), antibacteriana (SALOMAO et al., 2008),
antitumoral (DEMESTRE et al., 2009), anti-inflamatéria (PAULINO et al., 2008) e
antiangiogénica (MATSUNO et al., 1997).

Diante da escassez de estudos voltados para a analise toxico-genética do Artepelin C
em células humanas, faz-se necessario o uso de metodologias que ajudem a esclarecer a
toxicidade genética deste composto. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
toxicidade genética do Artepelin C em células de hepatoma humano (HepG2).

METODOLOGIA

Agentes quimicos

O Artepelin C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico), CAS no. 72944-19-5, foi
adquirido da Wako Chemicals USA, Inc. através do Grupo DemorellissDMScientific, Séo
Paulo-SP.

Cultivo celular

As células HepG2 foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ,
namero de catalogo 0103) . As células foram cultivadas em monocamadas em frascos de
cultura de 75 cm2 (TPP), contendo meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab) e antibidticos (combinado de estreptomicina e penicilina a 1% e
gentamicina a 0,1% ambos obtidos da Gibco) a 37°C em uma incubadora (Thermo Scientific)
com 5% de CO2.

Teste de Micronucleos com Bloqueio da Citocinese - CBMN

Para a realizacdo dos experimentos, as células foram semeadas em placas de cultivo
celular com 24 pocos (TPP), sendo adicionadas em cada pogo aproximadamente 100.000
células. Os testes foram realizados em duplicata e em paralelo. Ap6s 24 h de cultivo, as
células foram submetidas a diferentes concentracdes do artepelin C. O fim dos tratamentos
ocorreu apos 44 h do inicio da cultura, através da lavagem das células com solucéo salina-
fosfato (PBS). Em seguida foi adicionado novo meio de cultura contendo CIT-B, por mais 28
h. O tempo total de incubacdo das células foi de 72h a 37°C. Apoés este periodo, as células
foram tripsinizadas e coletadas em citocentrifuga (Presvac) (5min a 700 rpm), para serem
fixadas em laminas de vidro, coradas (Instant-Prov/ Newprov®) e desta forma prontas para a
realizacdo das analises em microscopio optico com um aumento de 1000x. A comparacao
estatistica foi realizada por meio da analise da variancia (one-way ANOVA) com teste post
hoc de Dunnett para uma significancia estatistica «=0,05.

Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata, sendo analisadas
1000 células por tratamento. O critério de selegdo, assim como o de contagem de células
binucleadas com microndcleos foi definido de acordo com FENECH (2007). O pardmetro
utilizado para a avaliagdo da cinética celular foi o Indice de Divisdo Nuclear. Nesse sentido,
500 celulas foram analisadas por cultura e verificadas quanto a frequéncia de células mono,
bi, tri e tetranucleadas. A partir destes dados o IDN foi calculado de acordo com a férmula:



IDN= [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / NT

M1-M4 representam o numero de células com 1-4 nucleos e NT corresponde ao
numero total de células analisadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo ao IDN, a exposic¢do as diferentes concentragGes do Artepelin C (3,75 —
2000 uM) demonstrou que, para as concentracdes de 1000 e 2000 uM, o composto foi
citotoxico quando comparado ao controle negativo (Figura 1). Portanto, foi observada uma
reducdo significativa no IDN entre as maiores concentracGes do Artepelin C e o controle
negativo, indicando a acdo deste composto sobre a proliferacdo celular. Estudos prévios
publicados apontam para a acdo citotoxica do Artepelin C em altas concentragdes
(SZLISZKA et al., 2011; XUAN et al., 2011).

Figura 1- Efeitos da exposicao das células HepG2 ao Artepelin C (3,75 — 2000 uM) sobre o
indice de Divisdo Nuclear (IDN).
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One-way ANOVA e teste post-hoc de Dunnett. ** p< 0,01; ***p< 0,001

Com base nos resultados observados para o IDN, concentra¢cdes ndo citotdxicas do
Artepelin C foram utilizadas para a avaliacdo da inducdo de micronucleos em células HepG2.
Neste sentido, ndo foram observados aumentos significativos nas freqiiéncias de micronucleos
das células expostas ao Artepelin C em comparacdo as células do controle negativo (Figura
2).

Figura 2- Frequéncia de MNs apés exposicao das células HepG2 ao Artepelin C (3,75 — 500
p1M). CN= Controle Negativo. BaP= Benzopireno.
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A acdo genotoxica e antigenotoxica do Artepelin C foi investigada nos testes cometa e
micronudcleos com bloqueio da citocinese (CBMN) em células V79 de hamster Chinés (DE
OLIVEIRA et al.,, 2013). Os autores verificaram que o Artepelin C foi genotoxico,
apresentando diferencas significativas em relacdo ao controle negativo, em ambos os ensaios,
na maior concentracdo empregada (20uM). Além disso, todas as concentracdes do Artepelin
C (2.5, 5.0 e 10.0 uM) foram antigenotdxicas em relagdo as lesbes induzidas pelo metil-
metano-sulfonato (MMS), tanto no ensaio cometa quanto no CBMN. Os autores apontam que
esta atividade protetora associada ao Artepelin C esta, provavelmente, ligada & sua acao
antioxidante.

Desta forma, a auséncia de mutagenicidade observada neste estudo pode estar
associada ao processo de biotransformacdo nas células HepG2. Considerando que esta
linhagem celular possui altos niveis de enzimas do citocromo P450, € possivel que o
Artepelin C seja encaminhado para uma via de detoxificacdo, ndo sendo capaz de induzir
danos no DNA. Entretanto, um nimero maior de experimentos é fundamental para confirmar
os resultados obtidos até o momento.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se, com base nos resultados preliminares, que altas concentragcdes do
Artepelin C estdo associadas com efeitos citotoxicos em células HepG2. Somado a isso, em
concentracdes ndo citotdxicas, o Artepelin C ndo induz alteracdes cromossémicas em células
HepG2.
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