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Resumo

Apesar de apresentar uma grande variacdo na sua composicdo quimica, 0s
diferentes tipos de prépolis encontrados na regido sudeste e sul do Brasil
apresentam o composto polifendlico artepelin C (ARC; é&cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico), que recentemente vem sendo alvo de estudos em relagéo as
suas atividades bioldgicas. Os resultados mostram que o ARC apresenta
diversas atividades biologicas, como indugcdo de apoptose, acdo
imunomudulatéria, antioxidante, antibacteriana, antitumoral, anti-inflamatoria e
antiangiogénica, além de ter exercido atividade antimutagénica e
antigenotoxica em alguns estudos in vivo e in vitro. Neste sentido, com o
objetivo de ampliar as investigacdes sobre a atividade antimutagénica do ARC
0 presente estudo se propOGs a avaliar a atividade antimutagénica deste
composto em relacdo aos danos induzidos pela mitomicina C (MMC) e pelo
etilmetanossulfonato (EMS), através do teste para deteccdo de mutacdo e



recombinacdo soméatica em Drosophila melanogaster. Neste sentido foram
utilizados os protocolos de co- e pds-tratamento. O ARC, nas concentracdes de
0,012; 0,025 e 0,05% néo foi capaz de modular a atividade mutagénica do EMS
nos protocolos de co- e pés-tratamento. Por outro lado, apesar de néo alterar a
frequéncia de danos induzidos pela MMC no protocolo de cotratamento, o ARC
reduziu a mutagenicidade deste composto quando administrado apds a
inducdo dos danos, apenas na concentracdo de 0,012%. Além disso, esta
modulacdo esta associada a reducdo de danos genéticos originados por
eventos recombinacionais. Desta forma, somados aos dados da literatura, os
dados aqui descritos indicam que, dependendo da concentracdo de ARC,
podem ser desencadeadas respostas variadas, associadas a protecao contra a
inducdo de danos no DNA, a geracao de lesBes genéticas e também a ativacéo
de mecanismos de reparacdo do DNA, que por sua vez ocorrem por
mecanismos distintos. Estes diversos efeitos podem explicar a multiplicidade
de respostas que o ARC vem apresentando na literatura cientifica.
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INTRODUCAO

Apesar de apresentar uma grande variacdo na sua composi¢ao quimica,
os diferentes tipos de propolis encontrados na regido sudeste e sul do Brasil
apresentam o composto polifendlico artepelin C (ARC; &cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico) (RESENDE et al., 2007; MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN,
2008), que recentemente vem sendo alvo de estudos em relagcdo as suas

atividades bioldgicas.

No que se refere as atividades biolégicas do ARC, 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 (PPARYy) 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 (SZLIZKA et al., 2012), imunomodulatéria (NAKANISHI et al., 2003),
antioxidante (KAWASHIMA et al., 2012), antibacteriana (SALOMAO et al.,
2008), antitumoral (SZLISZKA et al., 2012), anti-inflamatoria (PAULINO et al.,
2008) e antiangiogénica (AHN et al., 2007, AHN; KUNIMASA; KUMAZAWA,
2009), além de ter exercido atividade antimutagénica e antigenotéxica
(MONTEIRO NETO et al., 2011; RESENDE et al., 2012).



OBJETIVO

Considerando a escassez de informacbOes referentes ao potencial
antimutagénico do ARC, o presente estudo prop0s-se a investigar a atividade
antimutagénica deste composto sobre os danos genéticos induzidos pela
etilmetanossulfonato (EMS) e mitomicina C(MMC), através do teste SMART em

D. melanogaster:

METODOLOGIA

O Teste SMART baseia-se na identificacdo de cerdas com fenétipos mutantes
nas asas de Drosophila melanogaster a partir do emprego de linhagens
especificas. As cerdas mutantes organizam-se em manchas, com fenotipos
caracteristicos, que indicam a ocorréncia de eventos genéticos relacionados
com mutacdes pontuais, aberragcdes cromossdémicas e recombinacdo somatica.
Para maiores detalhes sobre o teste SMART ver Andrade; Reguly; Lehmann
(2004).

Nesta abordagem experimental foi empregado o cruzamento padrdo no
qual fémeas da linhagem designada flr® sdo cruzadas com machos da
linhagem mwh, originando larvas portadoras de nivel basal de atividade
metabolica dependente de citocromo P-450. Foram utilizados dois sistemas de

tratamento:

- Co-tratamento, onde as larvas coletadas do meio de ovoposi¢do foram
submetidas ao tratamento crénico em quatro grupos experimentais: controle
negativo (solugdo aquosa de etanol a 5%); controle positivo (EMS 5 mM e
MMC 0,05 mM); trés diferentes concentragdes de ARC (0,012; 0,025 e 0,05%)

combinadas com as genotoxinas.

— Poés-tratamento: as larvas coletadas dos meios de ovoposi¢éo foram,
inicialmente, submetidas ao tratamento agudo por um periodo de 3 h (EMS) ou
6 h (MMC) onde quatro grupos de tratamento foram utilizados: (i) agua
destilada 6 h; (ii) agua destilada 3h; (iii) EMS 46 mM (3 h); (iv) MMC 0,12 mM
(6 h). Posteriormente, estas larvas foram lavadas com agua e pdés-tratadas
com: (i) solugdo aquosa etanol 5% (ii) trés diferentes concentracdes de ARC.



Para a andlise da atividade antimutagénica, os resultados das
combinacbes do ARC com os diferentes mutagenos foram comparados a
frequéncia de danos observada nos tratamentos nos quais foram administrados
apenas 0s mutagenos. Para tanto, foi utilizado o teste U de Mann, Whitney e

Wilcoxon.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a investigacdo da atividade modulatéria do
ARC sobre os danos induzidos pelos mutagenos EMS e MMC estédo descritos
na Tabela 1 e 2. Foram utilizados dois protocolos de tratamento, co- e pés-
tratamento, e trés concentracdes de ARC (0,012; 0,025 e 0,05%).

De uma forma geral, o ARC apresentou atividade modulatéria apenas
sobre os danos induzidos pela MMC no protocolo de pdés-tratamento, tendo
reduzido de forma estatisticamente significativa os danos induzidos por este
mutageno (Tabela 2). Nos demais tratamentos ndo foram observadas
alteracdes significativas na frequéncia total de manchas geradas pelos agentes
mutagénicos quando o ARC foi utilizado (Tabelas 1 e 2). Desta forma, pode-se
afirmar que o ARC reduz significativamente as lesbes induzidas pela MMC
quando aplicada apés a inducao de danos.

Outros estudos referentes a atividade antimutagénica e antigenotoxica
do ARC estdo descritos em apenas trés publicacfes cientificas. Monteiro Neto
et al. (2011) avaliaram a atividade antimutagénica e antigenotéxica do ARC in
vivo em camundongos Swiss, através do teste de micronucleos em reticulocitos
do sangue periférico com o emprego da doxorubicina (DOX) como indutora de
danos genéticos. O ARC administrado via gavagem no protocolo de co-
tratamento reduziu a atividade clastogénica da DOX em aproximadamente
60%. Para avaliar a atividade antigenotoxica foi utilizado o teste cometa em
células do figado, utilizando o metilmetanossulfonato (MMS) como indutor de
lesGes no DNA, também através do protocolo de co-tratamento. Da mesma
forma, os resultados mostraram que houve reducdo de aproximadamente 75%

na frequéncia de danos genéticos causados pelo MMS. Nas duas metodologias



utilizadas os resultados mostraram nao haver relacdo dose-efeito no efeito

modulador do ARC.

Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do cruzamento
padrdo (CP) apo6s exposicéo crénica de larvas de 3° estagio ao co-tratamento do ARC
com EMS e MMC.

No. de

Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico?

Manchas Manchas
Tratamentos MOSCas simples simples Manchas Total de Total de
(N) pequenas grandes gémeas manchasP manchas
(1-2 células)?  (>2 células)P m=5 m=2 mwh¢
m=2 m=5
CNd 0,90(54) 0,05 (03) 0,05(03) 1,00(60) 60
0,05 0 60 32,83(1970) * 32,90 (1974) * 13,28(797) * 79,02(4741) * 4588
0,05 0,012 60 33,20(1992) - 38,60(2316) + 12,15(729) - 83,95(5037) - 4885
0,05 0,025 60 33,22(1993) - 33,75(2025) - 13,77(826) - 80,73(4844) - 4694
0,05 0,05 60 33,73(2024) - 34,52 (2071) - 12,43(746) - 80,68(4841) - 4702
EMS ARC
(mM) (%)
5 0 60 50,23(3014) * 16,78 (1007) * 5,62(337) *  72,63(4358)* 4251
5 0,012 60 56,28(3377) - 18,92(1135) - 7,80(468) + 83,00(4980) - 4888
5 0,025 60 51,13(3068) - 14,97(898) - 5,73(344) - 71,83(4310) - 4216
5 0,05 60 56,63(3398) - 17,78(1067) -  6,82(409) - 81,23(4874) - 4774

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): *, positivo; P < 0,05 vs. controle negativo
(CN); teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon: +, positivo; —, negativo; P < 0,05 vs. MMC ou EMS sozinhos.
bIncluindo manchas simples fIr® raras. °Foram considerados apenas os clones mwh das manchas simples
mwh e das manchas gémeas. ¢Controle negativo: solugdo aquosa de etanol 5%.



Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padréo
(CP) apods exposicao crbnica de larvas de 3° estagio submetidas ao tratamento com MMC e
EMS e poés-tratadas com ARC

Tratamentos No. de Manchas por mosca (no. de manchas) diagnéstico estatistico2 ~ Manchas

moscas com
Mut  ARC (N) Manchas Manchas Manchas Total de clones
. simples simples gémeas manchas® mwh¢
(mM) (%) pequenas® grandes®
m=5 m=2 (n)
(1-2 céls.) (>2 céls.)
m=2 m=5
MMC
0 0 60 0,80 (48) 0,08 (05) 0,05 (03) 0,93 (56) 55
0,12 0 60 1,88 (113) * 6,42 (385) * 2,43 (146) * 10,73 (644) * 606
0,12 0,012 60 1,10 (66) + 3,87 (232) + 1,67 (100) + 6,63 (398) + 375
0,12 0,025 60 2,20 (132) - 5,73 (344) - 2,78(167) - 10,72 (643) - 615
0,12 0,05 60 1,90 (114) - 5,87 (352) - 2,62(157) - 10,38 (623) - 606
EMS
0 0 60 0,80 (48) 0,08 (05) 0,02 (01) 0,88 (53) 53
46 0 60 6,27 (376) * 5,35 (321) * 3,87 (232) * 15,48 (929) * 852
46 0,012 60 4,62 (277) + 4,65 (279) - 4,43 (266) - 13,70 (822) - 745
46 0,025 60 5,33(320) + 5,28 (317) - 3,72 (223) - 14,33 (860) - 779
46 0,05 60 6,55(393) - 5,78 (347) - 3,87 (232) - 16,20 (972) - 861

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): *, positivo; P < 0,05 vs. controle negativo;
teste U +, positivo; —, negativo; P < 0,05 vs. MMC e EMS sozinhos. PIncluindo manchas simples flr3
raras. °Foram considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das manchas gémeas.

Os outros dois estudos realizados mostram resultados da atividade
antimutagénica do ARC em bioensaios in vitro. Neste sentido, Resende et al.
(2012) avaliaram o potencial antimutagénico no teste de Ames nas linhagens
TA98, TA100, TA102 e TA97a de Salmonella typhimurium na presenca e
auséncia de ativacdo metabolica. O ARC apresentou atividade antimutagénica
moderada e alta na linhagem TA98, contra os danos induzidos pela 4-nitro-o-
fenilenodiamina (NOPD), sem ativacdo metabolica, e pelo benzo[a]pireno
(B[a]P) na presenca da fragdo S9. Na linhagem TA100, o ARC néo reduziu a
atividade mutagénica da azida de sédio (SA) na auséncia de ativacdo
metabdlica ao mesmo tempo em que reduziu de forma moderada as mutacdes

induzidas pela aflatoxina B1 (AFB1). Com a linhagem TA 102, ndo foram



observadas reducdes na atividade mutagénica da MMC, na auséncia de
ativacdo metabolica, porém o ARC exerceu alta atividade antimutagénica sobre
0s danos induzidos pelo 2-aminofluoreno (AF) na presenca de S9. Por fim, na
linhagem TA97a, o ARC nao foi capaz de modular a atividade mutagénica da
NOPD e da 2-antramina (AA) na auséncia e presenca de ativacdo metabdlica,
respectivamente. Em algumas das linhagens estudadas houve relacdo dose-

efeito.

No terceiro estudo descrito na literatura foram investigadas as atividades
antimutagénica e antigenotoxica do ARC in vitro sobre os danos genéticos
induzidos pelo MMS, através dos testes de micronucleos e cometa, em
fibroblastos de pulmao de hamster Chinés (células V79). Os resultados obtidos
demonstram que nas duas metodologias empregadas, o ARC reduziu
significativamente os danos genéticos induzidos pelo MMS. Em abos os testes
a reducdo média do potencial mutagénico foi de aproximadamente 60%,
novamente nao foi verificada correlacdo dose-resposta associada ao potencial
antimutagénico e antigenotoxico (DE OLIVEIRA et al., 2013).

CONCLUSOES

Quando avaliado através do teste SMART, o ARC nao exerce atividade
antimutagénica sobre os danos induzidos pelo EMS, quando administrado nos
protocolos de co- e pos-tratamento, e pela MMC no co-tratamento. O efeito
protetor ocorre apenas na concentracdo de 0,012% sobre as lesGes induzidas
pela MMC no pos-tratamento. Desta forma, a concentracdo de ARC pode
desencadear respostas variadas, associadas a protecdo contra a inducdo de
danos no DNA, a geracdo de lesbes genéticas e também a ativacdo de
mecanismos de reparacdo do DNA, que por sua vez ocorrem por mecanismos
distintos. Estes diversos efeitos poderiam explicar a multiplicidade de respostas

gue o ARC vem apresentando na literatura cientifica.
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