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AUSENCIA DE EFEITOS GENOTOXICOS DE UM EXTRATO AQUOSO DE
PROPOLIS (EAP) EM CELULAS SOMATICAS DE DROSOPHILA
MELANOGASTER

ABSENCE OF GENOTOXIC EFFECTS OF A PROPOLIS WATER EXTRACT (WEP) IN
DROSOPHILA MELANOGASTER SOMATIC CELLS

Bruno Lassmar Bueno VALADARES!, Mario Antonio SPANOZ, Julio César NEPOMUCENO?

RESUMO: Propolis € o nome genérico dado a substancia resinosa coletada por abelhas (Apis mellifera) em
diferentes fontes vegetais. A propolis ¢ usada pelas abelhas para vedar buracos em suas colméias e para eliminar
invasores. Devido as suas atividades biologicas, tem sido amplamente utilizada na medicina popular. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos genotoxicos de um extrato aquoso de propolis (EAP) por meio do teste da mancha da asa de
Drosophila melanogaster (Somatic Mutation And Recombination Test - SMART). Larvas de terceiro estagio, prove-
nientes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta capacidade de bioativagdo (HB) foram tratadas com diferentes concen-
tragdes (1,25x102 e 2,5x102g/mL) de propolis, enquanto agua destilada estéril e doxorrubicina (DXR) (0,1 mg/mL)
foram utilizadas como controles negativo e positivo, respectivamente. Os resultados observados em ambos cruzamentos
sugerem que o EAP, pelo menos nessas condi¢des experimentais, ndo ¢ um agente genotoxico. No entanto, novos

experimentos devem ser realizados para reforgar esses resultados.

UNITERMOS: Prépolis; Teste da mancha da asa; Somatic Mutation And Recombination Test - SMART;

Drosophila melanogaster.

INTRODUCAO

Propolis € o nome genérico dado a substancia resi-
nosa coletada pelas abelhas em diferentes fontes vegetais
(GHISALBERTI, 1979). E amplamente utilizada na
medicina popular, pois acredita-se que propolis possa curar
inflamag¢des, doengas cardiacas, e até mesmo diabetes e
cancer (MATSUSHIGE et al., 1996).

Em geral, a propolis € composta de 50% de resina
(compostos flavonoides e acidos fendlicos), 30% de céra,
10% de dleos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5%
de varios compostos organicos (PIETTA et al., 2002). No
entanto, a composi¢do quimica e a concentragdo dos seus
componentes dependem de varios fatores, tais como:
estagdo do ano; vegetacdo existente na area de coleta e do
tipo de extragdo utilizada (aquosa ou alcodlica)
(MIDORIKAWA et al., 2001; PARK et al., 2002; PARK;
IKEGAKI, 1998).

Nos extratos aquosos de propolis (EAP) sdo isolados
constituintes polarizados, tais como acidos fenolicos e seus
ésteres (acidos 3,4-dimetoxicindmico; p-cumarico; cindmico;
benzdico; metil e propil p-hidroxibenzoato) (HILHORST et
al., 1998), enquanto nos extratos etanolicos de propolis (EEP)
sdo isolados constituintes neutros, tais como flavonoides

(galangin, isalpinin, kaempferol, kaempferid, rhamnocitrin,
rhamnetin, quercitin, pinocembrin, pinostrobin, pinobanksin e
crisin) (HILHORST et al., 1998; HAVSTEEN, 1983 apud
NAGAI et al., 2003).

Estudos realizados com EEP e seus constituintes, tém
demonstrado atividade estrogénica (SONG et al., 2002) e
imunomodulatoria (ORSOLIC; BASIC, 2002). Tanto EEP
quanto EAP t€ém demonstrado atividade antioxidante (NAGALI
et al., 2003; RUSSO et al., 2002); antiinflamatoria
(BORRELLI ef al., 2002; VOLPERT; ELSTNER, 1993);
antiproliferativa (SUZUKI et al., 2002; USIA et al., 2002); e
antimicrobiana (HULEIHEL; ISANU, 2002; SANTOS et al.,
2002). Revisdes sobre composi¢do quimica, propriedades bi-
oldgicas, farmacoldgicas e terapéuticas da propolis, assim como
suas perspectivas futuras, sdo apresentadas por Bankova et
al. (2000), Banskota et al. (2001), Castaldo e Capasso (2002),
Marcucci (1995, 1996), Pereira et al. (2002).

Estudos de genotoxicidade demonstraram que EEP
(JENG et al., 2000; VARANDA et al., 1999) e alguns de
seus componentes, tais como acido caféico e alguns de
seus ésteres (RAO et al., 1992) ndo tiveram efeito mutag-
énico em Salmonella typhimurium e apresentaram efeito
antimutagénico quando associados a mutagenos diretos e
indiretos.
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Diante da importdncia da prépolis e de seus
constituintes na medicina popular e da falta de maiores in-
formagdes relacionadas a genotoxicidade / antigenotoxicidade
de seus extratos, este trabalho teve como objetivo verificar
o0s possiveis efeitos genotoxicos (mutagénicos, clastogénicos
e/ou recombinogénicos) de um EAP, por meio do teste da
mancha da asa de D. melanogaster (Somatic Mutation And
Recombination Test - SMART).

MATERIAL E METODOS

Agentes quimicos

Doxorrubicina (DXR - CAS 23214-92-8), sob a forma
de po liofilizado, Eurofarma Laboratério Ltda., Sao Paulo
(SP) Brasil, fornecida pelo Hospital do Cancer de Uberlandia
(MG). Extrato aquoso de propolis (EAP), liofilizado, obtido
de propolis bruta extraida de colonias de Apis mellifera,
provenientes de uma area de cerrado (savana) proximo a
cidade de Uberlandia (MG), regido sudeste do Brasil,
fornecida pelo Apiario Girasol, Uberlandia (MG). Ambos
agentes foram suspensos em agua destilada estéril no
momento do uso, e os frascos revestidos com papel aluminio
para evitar a fotodegradag@o de seus constituintes.

Preparaciao do Extrato Aquoso de Propolis (EAP)
O EAP foi preparado de acordo com o método
descrito por Matsushige et al. (1996), com modificagdes.
Em resumo, 100g de propolis foi triturada e suspensa com
500mL de agua destilada. Apos 24 horas, a suspensio foi
aquecida a 80°C por 2 horas, filtrada e liofilizada.

Procedimento experimental

As linhagens mutantes de D. melanogaster utiliza-
das no presente estudo, foram mantidas em frascos de 1/4
de litro contendo meio de cultura para Drosophila (820mL
de agua, 25g de fermento bioldgico - Sacharomyces
cerevisiae, 11g de agar, 150g de banana e 1g de nipagin).

Foram realizados dois cruzamentos: 1] Cruzamento
padrao (ST): fémeas virgens da linhagem flare® (fIr°/
In(3LR)TM3, ri p’ sep [(3)89A4Aa bx** e Bd®) foram
cruzadas com machos da linhagem multiple wing hairs
(mwh/mwh) (GRAF et al., 1984); 2] Cruzamento da alta
bioativa¢do (HB): fémeas virgens da linhagem ORR/flare?
(ORR/ORR; flr’/In(3LR)TM3, ri p® sep 1(3)89A4a bx** e
BdP foram cruzadas com machos da linhagem multiple wing
hairs (mwh/mwh) (GRAF; VAN SCHAIK, 1992). De
ambos cruzamentos foram obtidos descendentes portadores
dos gendtipos marcadores trans-heterozigotos (MH) (mwh
+/+ flr’) e heterozigotos para o cromossomo balanceador
TM3 (BH) (mwh + / + TM3, Bd®). Os descendentes MH
e BH diferenciam-se fenotipicamente pela presenca, nos
individuos BH, do marcador B&®, que determina um recorte
na borda das asas, deixando-as com aspecto serrilhado,
enquanto os adultos MH apresentam a borda da asa lisa
(GRAF et al., 1984).
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Os ovos foram coletados por um periodo de 8 horas
em frascos contendo uma base solida de agar (3% de agar
em agua) e uma camada de fermento suplementado com
sacarose. Larvas de 3° estagio (72 + 4 h), provenientes de
ambos cruzamentos, foram lavadas com agua corrente,
seguida de agua destilada e coletadas com auxilio de uma
peneira de malha fina. Em seguida, foram submetidas a
tratamento cronico (aproximadamente 48 horas) em frascos
contendo 1,5g de meio de cultura alternativo (puré de batata
instantaneo, Hikari®) e SmL de solugéo aquosa de propolis,
nas concentra¢des de 1,25 ¢ 2,5.102 g/mL. Como controle
negativo foi utilizada agua destilada estéril; e como controle
positivo, SmL de doxorrubicina (0,1mg/mL). Os tratamentos
foram realizados na auséncia de luz, para evitar a
fotodegradacdo da DXR ou, ainda, de algum dos
constituintes do EAP.

Os descendentes MH e BH foram coletados e
conservados em etanol 70%. As asas foram extraidas em
microscopio estereoscopico e montadas entre lamina e
laminula com solugo de Faure (30g de goma arabica, 20ml
de glicerol, 50g de hidrato cloral e S0ml de agua) e
analisadas quanto a ocorréncia de diferentes tipos de
manchas mutantes, em microscopio optico de luz, com
aumento de 400 X. Durante a analise das laminas foram
registrados o nimero de manchas mutantes, assim como o
tipo e tamanho das mesmas. A analise estatistica foi feita
de acordo com o teste do X* para propor¢des, bicaudal,
com nivel de significancia: a=b=0,05 de acordo com Freie
Wiirgler (1988).

RESULTADOS

Os cruzamentos ST e HB foram realizados em
paralelo, de modo que as larvas obtidas de ambos cruza-
mentos fossem tratadas sob idénticas condi¢des. A analise
dos descendentes MH, dos cruzamentos ST e HB, trata-
dos com diferentes concentra¢des de EAP (1,25 ¢ 2,5.10°
g/mL), DXR (0,1mg/mL) e 4gua destilada estéril (controle
negativo) estdo apresentados, respectivamente, nas Tabelas
1 e 2. AFigura 1 apresenta a distribuicdo dos tamanhos de
manchas simples (pequenas e grandes), por mosca, dos
descendentes MH, dos cruzamentos ST (A) e HB (B), dos
diferentes tratamentos.

As freqiiéncias de manchas mutantes (simples
pequenas, simples grandes e gémeas), assim como os totais
de manchas mutantes observadas nos descendentes de
ambos cruzamentos tratados com EAP (1,25 € 2,5.10% g/
mL) foram estatisticamente nao significativas (a > 0,05),
quando comparadas com as freqiiéncias de manchas
observadas no controle negativo. No entanto, a DXR (0,1
mg/mL) aumentou de forma estatisticamente significante
as freqiiéncias de todos os tipos de manchas, em relagéo
ao controle negativo.
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Tabela 1. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do
cruzamento padrdo (ST) tratados com diferentes concentragdes (1,25 E 2,5.102 g/mL) de extrato aquoso de

propolis (EAP)

Tratamento Freqiiéncia de manchas por individuo (n° de manchas) Diagndstico estatistico®

Numero de Pequenas simples Grandes Simples  Gémeas Total de manchas

individuos (1-2 células)>m=2 (>2 células)’m=5 m=5 m=2
Agua 20 0,55(11) 0,10(02) 0,05(01) 0,70 (14)
DXR 20 2,70 (54)+ 4,45 (89)+ 2,90 (58)+ 10,05 (201) +
EAP (g/mL)
1,25 20 0,25 (05) - 0,10(02) - 0,05(01) - 0,40 (08) -
2,50 20 0,50 (10) - 0,00 (00) - 0,05(01) - 0,55(11)-

a Diagnostico estatistico de acordo com FREI e WURGLER (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo para a
avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia: £=2=0,05.
®Incluindo manchas simples flr® raras.

Tabela 2. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de Drosophila melanogaster do
cruzamento de alta bioativagdo (HB) tratados com diferentes concentragdes (1,25 E 2,5.10 g/mL) de
extrato aquoso de propolis (EAP)

Tratamento Freqiiéncia de manchas por individuo (n® de manchas) Diagndstico estatistico®
Numero
de individuos Pequenas simples Grandes Simples Gémeas Total de manchas
(1-2 células)® (>2 células)® m=5 m=2
m=2 m=5
Agua 20 0,65(13) 0,05(01) 0,15(03) 0,85(17)
DXR 20 2,70 (54)+ 3,70 (74) + 5,35(107)+ 11,75 (235)+
EAP (g/mL)
1,25 20 1,00 (20) - 0,15(03) - 0,10(02) - 1,25 (25) -
2,50 20 0,55(11)- 0,20 (04) - 0,00 (00) - 0,75 (15) -

» Diagnéstico estatistico de acordo com FREI e WURGLER (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo para a
avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia: £=2=0,05.
Incluindo manchas simples flr® raras.
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(A) Cruzamento padrao
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Distribui¢io do tamanho das manchas

Figura 1. Distribuicio do tamanho de manchas mutantes simples por mosca, observadas nos descendentes MH dos cruza-
mentos ST (A) e HB (B) tratados com agua destilada estéril; EAP (1,25 e 2,50 g/mL) e DXR (0,1 mg/mL.).

DISCUSSAO

Dos cruzamentos ST e HB foram obtidos descendentes
MH e BH, identificados fenotipicamente pelas bordas das asas.
As manchas mutantes observadas nos descendentes MH sdo
devidas a ocorréncia de muta¢des de ponto, aberragdes
cromossomicas e recombinagdes mitdticas, enquanto que as
obtidas nos descendentes BH devem-se apenas a ocorréncia
de mutagdes génicas e cromossdmicas, uma vez que a pre-
senga de inversdes multiplas no cromossomo balanceador TM3
elimina todos os produtos devidos a eventos recombinacionais
(GRAF et al., 1984; GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

As freqiiéncias de todas as categorias de manchas
mutantes observadas nos descendentes MH tratados com
EAP foram estatisticamente ndo significativas em ambos
cruzamentos, quando comparadas com as obtidas nos
respectivos controles negativos. Desta forma, néo se
justifica a analise dos individuos BH. Esses resultados nos

permitem concluir que, nas condi¢des experimentais
empregadas, o EAP atua como um agente ndo mutagénico,
clastogénico e/ou recombinogénico, confirmando trabalhos
prévios desenvolvidos por Valadares e Spand (1998),
utilizando o teste SMART de asa e extratos de propolis
dissolvida em 1% de Tween e 3% de etanol.

As freqiiéncias de manchas mutantes observadas
nos descendentes MH tratados com DXR foram estatisti-
camente significativas em ambos cruzamentos, o que
permite afirmar que o DXR ¢ um agente genotdxico direto,
que ndo necessita de ativagdo metabolica. Mesmo sem
analisar os descendentes BH, pode-se dizer que o DXR é
um agente recombinogénico, devido as freqiiéncias esta-
tisticamente significativas de manchas gémeas observa-
das (originadas exclusivamente por recombinago). Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Fragiorge
(2000). De fato, a DXR ¢ um agente antineoplasico com
efeitos genotoxicos comprovados que atua tanto como
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intercalante de DNA, como inibidor de topoisomerase e
gerador de radicais livres (KEIZER ef al., 1990).

A Figura 1 mostra que os individuos tratados com
EAP e com agua destilada estéril, de ambos cruzamen-
tos, apresentam predominéncia nas freqiiéncias de man-
chas pequenas simples; e que as manchas com tamanho
maiores estdo presentes em freqiiéncias decrescentes.
Esses resultados estdo de acordo com os observados para
diferentes agentes quimicos (GRAF et al., 1984; SPANO
et al., 2001).

No tratamento com DXR, tanto no cruzamento ST
quanto HB, observa-se uma distribuicao de manchas diferente
da esperada (GRAF et al., 1984) para tratamentos cronicos
de 48 h. Esta diferenca pode ser devida ao fato de que o
DXR € um agente mutagénico direto, que age imediatamen-
te apds o contato com a larva, levando a formagéo de man-
chas mutantes grandes. Resultados similares aos obtidos no
presente estudo foram encontrados por Fragiorge (2000) no
tratamento de larvas de D. melanogaster com o DXR.

Os resultados observados neste trabalho com EAP
estdo de acordo com trabalhos prévios descritos na litera-
tura com diferentes EEP e/ou com seus constituintes. De
acordo com Rao ez al. (1992), algumas atividades biologi-
cas da propolis podem ser devidas a ésteres derivados do
acido caféico (acido cinamico). Esses autores, demonstra-
ram que diferentes ésteres de acido caféico, tais como o
metil cafeato (MC), feniletil cafeato (PEC) e o feniletil
dimetilcafeato (PEDMC), ndo apresentaram efeitos
mutagénicos, com ou sem ativacdo por enzimas da fragéo
microssomal S, de figado de rato, mas possuem atividade
antimutagénica quando associados com 3,2’-dimetil-4-
aminobifeniletil (DMAB) em linhagens TA98 e TA100 de
Salmonella typhimurium.

Varanda et al. (1999) demonstraram que extratos
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etandlicos de propolis ndo apresentaram efeitos
mutagénicos em S. typhimurium (TA 98, TA 100 e TA
102), com ou sem ativagdo metabolica com enzimas da
fracdo S ; mas possuem atividade antimutagénica quando
associados com daunomicina (TA 102), benzo(a)pireno (TA
100) e aflatoxina B1 (TA 98).

Jeng et al. (2000) demonstraram que EEP néo
apresentaram efeitos mutagénicos em S. typhimurium (TA
98), com ativagdo metabolica com enzimas da fragdo S,;
mas possuem atividade antimutagénica quando associados
com os agentes mutagénicos 4-nitro-O-fenilenediamino (4-
NO); 1-nitropireno (1-NP); 2-amino-3metilimidazo[4,5-
f]quinolina (IQ); e benzo(a)pireno (B[A]P).

Os resultados observados neste trabalho nos permi-
tem concluir que o SMART de asas de D. melanogaster é
eficiente na detec¢@o de efeitos genotdxicos de agentes
quimicos e misturas complexas; e sugerir que o sistema
enzimatico citocromo P450 nio interfere no potencial
genotdxico do EAP de Apis mellifera que, nessas condigdes
experimentais, ndo possui efeitos genotoxicos (mutagénicos
e recombinogénicos). No entanto, novos experimentos
devem ser realizados para reforcar esses resultados.
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ABSTRACT: Propolis is the generic name for the bee glue collected by honeybees (Apis mellifera) from

various plant sources. Propolis is used by bees to seal holes in their hives and to eliminate outside invaders. Due to its
biological activity, it has been used in folk medicine. T his study evaluated the genotoxic effects of a propolis water
extract (WEP) by means of the wing spot test of Drosophila melanogaster (Somatic Mutation And Recombination
Test - SMART). Third-instar larvae derived from standard cross (ST) and high bioactivation cross (HB) were treated
with different concentrations (1.25x102 and 2.5x102g/mL) of propolis, while distilled water and doxorubicin (DXR) (0.1
mg/mL) were used as negative and positive control, respectively. The results observed in both crosses suggest that WEP,
at least in these experimental conditions, is not a genotoxic agent. Nevertheless, further experiments must be carried out
to reinforce these results.

UNITERMS: Propolis, Wing spot test, Somatic Mutation And Recombination Test - SMART, Drosophila melanogaster:
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