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Resumo

O uso de plantas como terapia para varios problemas de salde é uma préatica milenar. 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. Diversos trabalhos identificaram mais de 200 compostos
quimicos na propolis verde, sendo que estudos fitoquimicos tém demonstrado que o Artepelin
C (Art C) é um dos principais componentes bioativos desta propolis. Dessa forma, este estudo
teve como objetivo avaliar a genotoxicidade do Art C em células HepG2. Os resultados
demonstraram um aumento significativo de danos no DNA das células expostas a maior
concentragdo de Art C, no tratamento de 24 h. N&o foram observadas diferengas significativas
no tratamento de 3 h. Os resultados deste estudo contribuem para a caracterizacao
toxicologica do Art C.
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INTRODUCAO

O grande nuimero de substancias com atividade farmacoldgica extraida de plantas
exige a necessidade de estabelecer o potencial terapéutico e toxicolégico das mesmas, quando
utilizadas pela populacdo com fins medicinais (MENDONCA et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2008). A propolis possui diversas propriedades biologicas e terapéuticas e € utilizada pela
polulacdo desde a antiguidade. A principal fonte para obtencdo da prépolis brasileira,
chamada propolis verde, é a Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como
alecrim do campo ou vassourinha (CANTON e ONOFRE, 2010). Atualmente, a substancia é
usada com maior frequéncia na prevencdo e tratamento de feridas e infeccdes da via oral,
também como antimicotico e cicatrizante (BANKOVA, 2005; FUNARI, 2007).

Os diferentes tipos de propolis encontrados na regido sudeste e sul do Brasil
apresentam o composto polifendlico Artepelin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico)
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(RESENDE et al., 2007; MATSUDA E ALMEIDA-MURADIAN, 2008). De fato, estudos
fitoquimicos tém demonstrado que este composto é um dos principais componentes bioativos
da propolis brasileira (SHIMIZU et al., 2004). O artepelin C vem sendo alvo de estudos em
relagdo 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 ligacao
direta ao receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama e, desta forma, o consumo
desta substancia poderia reduzir o risco de diabetes tipo 2 (CHOIl et al., 2011). Diante  da
escassez de estudos voltados para a analise toxico-genética do artepelin C em células humanas
metabolicamente competentes, faz-se necessario o uso de metodologias que ajudem a
esclarecer a toxicidade genética deste composto. Dessa forma, este estudo avaliou a
genotoxicidade do artepelin C em células hepaticas humanas, HepG2, por meio da versao
alcalina do teste cometa.

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 Demorellis / DMScientific, Sao
Paulo-SP.

Cultivo celular

As células HepG2 foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ,
nimero de catadlogo 0103). As células foram cultivadas em monocamadas em frascos de
cultura de 75 cm? (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.

Ensaio Cometa

O Teste Cometa (single-cell gel assay - SCG) baseia-se na técnica microeletroforética
para a avaliacdo de danos no DNA de células individuais. A versao alcalina (pH>13) deste
bioensaio permite a deteccdo dos seguintes danos genéticos: (i) quebras de fita de DNA,
simples e duplas, (ii) sitios alcali-labeis, (iii) associacbes DNA/DNA e DNA/proteina e (iv)
reparo incompleto por excisdo apos quebra de fita simples (TICE et al., 2000).

Para a determinacdo da genotoxicidade do artepelin C, dois experimentos foram
realizados em duplicata, em dias diferentes para assegurar a reprodutibilidade. Para o teste,
1X10° células foram semeadas por poco em placas de 24 pocos (TPP) e incubadas durante
24 horas em meio DMEM completo. Em seguida as células foram lavadas com DPBS e
submetidas aos tratamentos de 3 h e 24 h com as diferentes concentragdes do Art C (3,75 — 60
puM). No final dos tratamentos, as células foram lavadas com DPBS a 37°C e tripsinizadas
com 650 pL de tripsina. Ap6s 5 minutos, as células foram ressuspendidas em meio completo,
e 0 volume da suspensdo celular foi imediatamente utilizado para o ensaio.

As celulas foram homogeneizadas com gel de agarose de baixo ponto de fusdo,
distribuidas sobre laminas de vidro previamente cobertas com gel de agarose de ponto de
fusdo normal. Estas laminas foram mergulhadas em solucdo de lise e submetidas a um campo
elétrico que induz a migragdo de fragmentos livres de DNA para fora do nucleo. Apés a
eletroforese em condi¢des alcalinas (pH>13), as laminas foram coradas com brometo de
etidio e os nucleos das células portadoras de quebras de DNA foram visualizados sob a forma
de um cometa (TICE et al., 2000).



Apbs coloracdo, as laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX51). Um total de 100 células foi analisado por amostra — 50 células contadas
para cada repeticdo (TICE et al., 2000). Os nucleos intactos aparecem redondos, enquanto que
nas células lesadas, 0 DNA livre migra do nlcleo em dire¢do ao &nodo, mostrando uma cauda
de fragmentos, semelhante a um cometa. Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes
tamanhos, e ainda estar associados ao nucleo por uma cauda simples. A classificacdo dos
cometas foi realizada por meio de um software (Comet Assay IV - Perceptive) acoplado ao
microscopio. O parametro utilizado para a avaliacdo de danos foi a % de DNA na cauda (tail
intensity). A comparacdo estatistica foi feita através da analise da variancia (one-way
ANOVA) com teste post hoc de Dunnett para uma significancia estatistica a=0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que se refere a avaliacdo da atividade genotoxica, a analise dos dados, apds
tratamento de 3 e 24 h (Figuras 1 e 2) mostra que houve aumento significativo apenas na
frequéncia de danos no DNA na concentracdo de 60 uM, no periodo de 24 h. Nas demais
concentracdes ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com Art C
e o controle negativo, para ambos os tempos de exposicao.

Resultados semelhantes foram descritos em outros estudos. O Art C ndo exerceu
atividade mutagénica quando avaliado no teste de Ames em Salmonella thyphimurium nas
linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102, na presenca e auséncia de metabolizacdo exdgena
(S9), em concentragdes que variaram de 0,69 a 10,99 pg/placa (RESENDE et al., 2012).
Adicionalmente, quando avaliado in vivo em camundongos machos Swiss através dos testes
de micronucleos em células do sangue periférico e teste cometa em células do figado, o Art C
também ndo induziu lesées no DNA (MONTEIRO NETO et al., 2011). Neste altimo estudo
foram utilizadas trés concentragdes de Art C: 0,4; 0,8 e 1,6 mg.kg 'p.c.

Quando avaliado em células V79 (fibroblastos de hamster Chinés) através dos testes
de micronucleos e cometa, o Art C foi mutagénico e genotdxico apenas na concentragdo mais
alta avaliada (20 puM). Nas demais concentracgdes, este composto ndo induziu danos genéticos
(2,5; 5,0; 10 uM) (DE OLIVEIRA et al., 2013). Neste estudo os autores atribuiram a atividade
mutagénica e genotdxica do Art C a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Além
disso, sugeriram que a auséncia de efeito mutagénico do Art C in vivo seria atribuida a uma
possivel biotransformacdo deste composto, que estaria sujeito a acdo de enzimas especificas
e/lou metabolitos ndo-especificos, que levaria a formacdo de metabdlitos com propriedades
diferentes das apresentadas pelo composto original e caracteristicas hidrofilicas, o que
facilitaria a sua excrecdo. Neste sentido, ao estudar a absorcdo e biodisponibilidade deste
composto apds a administracdo oral em ratos Wistar, KONISHI et al. (2005) verificaram que,
comparado ao acido p-cumario, o Art C apresentou uma biodisponibilidade cerca de 278
vezes menor, além de estar mais suscetivel a eliminacao hepatica.

SHIMIZU et al. (2004) demonstraram que o Art C foi transportado através de células
de adenocarcinoma de colon intestinal humano (Caco-2) e facilmente incorporado em células
de carcinoma hepatico humano (HepG2) sem sofrer conjugacao, tendo sido capaz de suprimir
0 dano oxidativo na membrana celular e no DNA. Os resultados do nosso estudo somados aos
dados disponiveis na literatura cientifica demonstram que o Art C pode exercer acdo pro-
oxidante ou antioxidante, dependendo da concentracdo utilizada. Dessa forma, futuras
investigacOes devem ser direcionadas para a avaliagcdo do potencial quimioprotetor do Art C.



Figura 1: Danos no DNA ap6s exposicao (3 h) das células HepG2 as diferentes
concentracgdes (3,75 — 60 puM) de Artepelin C. CN- Controle Negativo (DMSO 10*A)). CP -
Controle Positivo (B[a]P 30 uM). One-way ANOVA e teste post-hoc de Dunnett. P <0,05.
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Figura 2: Danos no DNA apds exposicao (24 h) das células HepG2 as diferentes
concentragdes (3,75 - 60 uM) de Artepelin C. CN- Controle Negativo (DMSO 1%);*§P -
Controle Positivo (B[a]P 30 uM). One-way ANOVA e teste post-hoc de Dunnett. P <

0,001.
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CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a concentracdo de 60 UM de Art C é genotoxica as
células HepG2, no ensaio cometa, no tratamento de 24 h.
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