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Resumo:

A bromelina € um complexo enziméatico encontrado em diferentes estruturas
de plantas da familia Bromeliaceae, sendo o abacaxi a sua principal fonte.
Este complexo € constituido principalmente por proteases, cuja acéo
enzimética é amplamente empregada na industria e na medicina,
apresentando aplicacbes terapéuticas como acdo anti-inflamatéria e
antitumoral. Linhagens de células humanas sdo modelos experimentais
simplificados e informativos para pesquisas com diferentes finalidades e sédo
amplamente utilizadas na pesquisa toxicologica. A cultura de linfocitos de
sangue periférico humano representa um dos melhores métodos disponiveis
para investigacdo citogenética, uma vez que é de facil obtencdo e bom
crescimento em culturas de longos periodos, além de ser possivel avaliar a
resposta proliferativa dessas. Desta forma, devido as diversas propriedades
biologicas exibidas pela bromelina, o presente estudo buscou avaliar em
cultura de linfécitos humanos, o potencial mutagénico da bromelina por meio
do teste do micronucleo, a fim de avaliar possiveis danos induzidos por este
composto. Os resultados estatisticos demonstraram que as concentracoes
de 5; 7,5 e 10 pg/mL de bromelina ndo exibiram potencial mutagénico em
cultura de linfocitos, pois ndo houve aumento da frequéncia de micronucleos.
Além disso, também nédo foi observado reducdo da proliferacdo celular,
portanto este € um composto seguro para uso.

Introducgao

A bromelina € um complexo constituido principalmente por tiol-
endopeptidases, além de possuir fosfatases, glicosidases, peroxidases,
celulases, ribonuclease, glicoproteinas, carboidratos e outros. Este complexo
enzimatico € encontrado em plantas da familia Bromeliaceae, sendo o
abacaxi, Ananas comosus L. Merril, a fonte de bromelina mais conhecida e
comercializada (NOVAES et al.,, 2016). Devido a sua baixa toxicidade, a
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bromelina tem sido aceita como um medicamento fitoterapico utilizado ha
varios anos nos Estados Unidos e na Europa como alternativa ou
complemento em terapias com glicocorticoides, anti-inflamatorios néo
esteroides e agentes imunomoduladores (CHOBOTOVA et al., 2010).

Tendo em vista a cultura de células, os linfécitos de sangue periférico
humano representam um grande método disponivel para investigacdo
citogenética, uma vez que € possivel avaliar a resposta proliferativa dessas
células. Por ser abundante na corrente sanguinea e a facilidade em obté-lo,
torna-o um modelo in vitro bastante vantajoso para diversas pesquisas,
como as de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, oferecendo
ainda facilidades metodologicas e facil obtencao (puncéo venosa).

Dentre os ensaios que avaliam a inducdo de danos, um dos mais
empregados é o ensaio de micronucleo. Os microndcleos (MN) sado
estruturas resultantes de fragmentos cromossdmicos ou de Cromossomos
inteiros que se perderam durante a divisao celular e ndo foram incorporados
ao nucleo principal das células filhas ap0s a mitose, permanecendo no
citoplasma das células interfasicas, e entdo uma membrana nuclear forma-
se em volta do fragmento originando um pequeno micronucleo separado do
nacleo principal (FENECH, 2000).

Este ensaio é utilizado na deteccdo de efeitos clastogénicos (quebras
cromatidicas e cromossdmicas) e/ou aneugénicos (aneuploidia ou
segregacao cromossdmica anormal), causados por agentes potencialmente
mutagénicos. Resultados positivos fornecem evidéncias de mutagenicidade
sistémica do composto avaliado, enquanto que os resultados negativos
demonstram que a substancia teste ndo é mutagénica in vivo ou in vitro
(RIBEIRO et al., 2003).

Considerando o consumo do complexo enzimatico bromelina na dieta, o
presente trabalho buscou avaliar seu potencial mutagénico, em cultura de
linfocitos de sangue periférico humano, tratado in vitro.
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Materiais e Métodos

Solucédo tratamento

A bromelina foi obtida de fonte comercial (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA). As concentracdes utilizadas nos experimentos foram definidas com
base na literatura e apods a realizacao de testes-piloto.

Cultura de linfocitos a partir do sangue total e ensaio do Micronucleo

A cultura de linfécitos de sangue periférico humano foi realizada de
acordo com o protocolo proposto por Moorhead et al. (1960) com
modifica¢des. Foi coletado 40 mL de sangue periférico humano em seringa
descartavel heparinizada. O numero amostral foi de 3 doadores, com duas
repeticdes para cada doador.
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Os linfécitos foram isolados do sangue total com Ficoll Paque Plus. Em
cada frasco de cultura contendo 5 mL de meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino e 2% de fitohemaglutinina A, foi adicionado uma
suspensdo de 1x10° células/mL. Os frascos foram incubados a 37°C em
estufa com 5% de CO,. ApOs as 44 horas de incubacao, as culturas foram
tratadas individualmente com as concentracdes de 5, 7,5 e 10 pg/mL de
bromelina. Posteriormente, foi adicionado 6 ug/mL de citocalasina B para
inducdo do bloqueio de citocinese, e os frascos foram novamente
incubados por mais 28 horas.

Ao final de 72 horas de incubacéo, as culturas foram transferidas para tubos
de 15 mL e submetidas a centrifugagcdao (800 rpm, por 5 min.). O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 5 mL de solucéo hipotdnica
gelada (KCI 0,075M), os tubos foram novamente submetidos a
centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 5 mL de
fixador (metanol: &cido acético - 3:1), seguido de centrifugacdo. Esse
processo foi repetido duas vezes.

Por fim, a suspencdo de células foi gotejada sobre laminas previamente
limpas, e apés secarem, estas laminas foram coradas com solucdo de
Giemsa 5%, por 5 minutos. Posteriormente, as laminas foram analisadas
em microscopio de luz, com aumento de 1.000x, e ao final foi realizada a
analise estatistica utilizando o teste t ndo pareado, com o auxilio do
programa GrafPad Instat verséo 3.02.
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Resultados e Discussao
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Figura 1 - Ensaio do microndcleo com bloqueio de citocinese em culturas de linfécitos
humanos tratados com 5; 7,5 e 10 yg/mL de bromelina. Os valores séo relatados como
média + desvio padrdo. CBN: célula binucleada; (A) MN: micronucleos; (B) CMN: célula com
um ou mais micronucleos; (C) NPB: pontes nucleoplasmaéticas; (D) NBUD: brotos nucleares;
(E) CBPI: indice de proliferagdo com bloqueio de citocinese. Controle, meio completo;
controle positivo, 100 yM de metilmetanossulfonato (MMS). Os dados sdo baseados em
dois experimentos independentes, n=3; nimero de células binucleadas analisadas para
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cada individuo em cada repeticdo = 1.000. *Diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao Controle (p<0,05).

Os resultados indicaram que as culturas expostas as concentracoes
de 5, 7,5 e 10 ug/mL de bromelina ndo sofreram aumento no nimero total de
micronucleos (MN), e na frequéncia de pontes nucleoplasmaticas (NPB),
bem como de brotos nucleares (NBUD), além de ndo causarem efeito
citotoxico, pois ndo houve reducdo da proliferagcdo celular como
demonstrado pelo indice de proliferacdo celular com bloqueio de citocinese
(CBPI). Nenhuma concentracdo foi estatisticamente significativa quando
comparada com o controle, porém, o controle positivo (MMS) apresentou
resultado estatisticamente significativo, demonstrando a responsividade do
teste (Figura 1).

Conclusodes

As concentracdes de bromelina utilizadas no presente estudo nao
induziram citotoxicidade e mutagenicidade em cultura de linfécitos humanos,
demostrando que este composto presente no abacaxi, além de apresentar
varias aplicacOes terapéuticas, também mostrou seguranca para uso.
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