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valiação comparativa dos efeitos tóxico-genéticos da própo-
lis em células somáticas de Drosophila melanogaster, porta-
doras de diferentes níveis de enzimas de metabolização

A

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade genotóxica e anticitotóxica da própolis sobre as 
lesões induzidas por mitomicina C (MMC) utilizando linhagens de Drosophila melanogaster portadoras 
de diferentes níveis de expressão de enzimas de metabolização do tipo citocromo P-450. Empregou-se 
o Teste para Detecção de Mutação e Recombinação em Células Somáticas de asas de D. melanogaster 
(SMART), que fornece grande espectro de informações sobre a detecção de mutações gênicas, cromos-
sômicas e/ou recombinações genéticas. Os resultados obtidos indicaram que a própolis atuou como 
modulador direto dos efeitos citotóxicos induzidos pela MMC. Além disso, demonstrou-se que a própolis 
não induziu eventos mutagênicos e/ou recombinogênicos em células somáticas de D. melanogaster. O 
conjunto de dados apresentados neste trabalho corrobora aqueles descritos na literatura, contribuindo 
para que se determine o nível de atividade protetora exercida pela própolis quando administrada junta-
mente com agentes genotóxicos que apresentam diferentes mecanismos de ação.

Palavras-chave: Anticitotóxico, Drosophila melanogaster, mutagênese, própolis, teste SMART.

Abstract: This study aimed to evaluate the genotoxic and anti-cytotoxic activities of propolis on mitomy-
cin C (MMC) induced lesions using Drosophila melanogaster strains with different cytochrome P-450 
metabolic enzymes expression levels. The wing somatic mutation and recombination test (SMART) was 
used and supplied a wide spectrum of information concerning genic and cromossomal mutations and/
or genetic recombinations. The results indicated that propolis acted as a direct modulator on cytotoxic 
effects induced by MMC. Furthermore, it was demonstrated that propolis did not induce mutagenic and/
or recombinagenic events in D. melanogaster somatic cells. The data showed in this paper corroborates 
the ones described in the literature, contributing to determine the protective activity of propolis when 
administrated with genotoxic agents presenting different mechanisms of action.

Key words: Anticytotoxic, Drosophila melanogaster, mutagenesis, propolis, SMART test.
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Introdução

	A própolis é um produto natural que 
atrai o interesse de muitos pesquisadores por 
apresentar efeitos antibacteriano, antiviral, 
antiinflamatório, imuno-estimulatório e por 
ser utilizada na medicina popular como trata-
mento de uma variedade de doenças humanas 
(Marcucci, 1995; Burdock, 1998; Clerice, 1999; 
Macedo, 1999; Mujaili, 1999). Essa mistura 
complexa é elaborada por abelhas a partir de 
resinas de brotos, exsudatos e outras partes do 
tecido vegetal. As principais substâncias quími-
cas encontradas na própolis são o ácido benzói-
co e seus ésteres, os ácidos e ésteres fenólicos, 
carboidratos, ácidos graxos, ligninas, terpenos, 
álcoois terpênicos e pequenas quantidades de 
flavonóides e sua ação farmacológica deve-se, 
em grande parte, à presença dos ácidos fenóli-
cos e seus derivados (Banskota et al., 1998).

Além desses efeitos, o extrato de própo-
lis apresentou atividade antimutagênica quan-
do avaliado através de testes com Salmonella 
typhimurium (TA98 e TA100) e Allium cepa, 
inibindo a ação mutagênica dos compostos 
isoquinilina e 4-nitro-o-fenilediamina (More-
no  et al., 2005). A atividade antimutagênica 
da própolis, comprovada por Moreno et al. 
(2005) e reforçada por outros autores (Bazo et 
al., 2002; Fu et al., 2004; Orsolic et al., 2006), foi 
demonstrada por meio da ação direta do ex-
trato. Um único trabalho utilizando linhagens 
de Drosophila melanogaster portadoras de alta 
ativação de enzimas de metabolização, de-
senvolvido por Valadares (2002), evidenciou 
atividade antirecombinogênica do extrato de 
própolis por intermédio do co-tratamento com 
doxorrubicina. O autor demonstrou, ainda, 
que não houve diferença significativa entre a 
utilização de linhagens portadoras de níveis 
basais de metabolização e aquelas portadoras 
de altos níveis de atividade metabólica. Con-
siderando esses resultados e os escassos da-
dos encontrados na literatura (Moreno  et al., 
2005) relacionados com organismos portado-
res de alta atividade metabólica, a finalidade 
deste estudo foi avaliar comparativamente a 
ação genotóxica indireta da própolis e o seu 
potencial anticitotóxico relacionados com as 
possíveis lesões induzidas pela mitomicina C 

(MMC). Para atingir esse objetivo, empregou-
se o Teste para Detecção de Mutação e Recom-
binação em Células Somáticas de D. melanogas-
ter (SMART), que fornece um grande espectro 
de informações sobre a detecção de mutações 
gênicas, cromossômicas e/ou recombinações 
genéticas.

2. Materiais e Métodos

2.1 Agentes Químicos

Foram utilizados os seguintes compos-
tos: própolis (Polenectar) e mitocin® (Bristol 
- mitomicina C – MMC – CAS N. 50-07-7), 
Tween 80 e etanol. As diferentes soluções de 
tratamento foram preparadas no momento 
do uso por dissolução em água destilada. Os 
controles positivo e negativo foram, respec-
tivamente, MMC e solvente (5% Tween/5% 
etanol).

2.2 Teste de Mutações e Recombinações Em 
Células Somáticas de Drosophila Melanogas-
ter (Smart)

O teste SMART de asa baseia-se na iden-
tificação de pêlos com fenótipos mutantes que 
representam a expressão fenotípica da ocor-
rência de lesões em nível de DNA. Tais alte-
rações são primordialmente induzidas nas cé-
lulas dos discos imaginais que, por inúmeras 
divisões mitóticas, darão origem às asas dos 
adultos com seus pêlos ou tricomas. Os tri-
comas mutantes organizam-se em manchas, 
com fenótipos característicos, que indicam a 
ocorrência de eventos genéticos relacionados 
com mutações pontuais, mutações cromossô-
micas e rearranjos estruturais devido à recom-
binação mitótica.

2.3 Cruzamentos e Tipos de Larvas

Foram utilizados os cruzamentos pa-
drão (ST) e aprimorado (HB), no qual fêmeas 
virgens flr3 (ST) ou ORR;flr3 (HB) foram cruza-
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das com machos mwh. As fêmeas ORR; flr3 são 
portadoras de cromossomos 1 e 2 provenientes 
da linhagem Oregon R(R), resistente ao DDT 
(Dapkus & Merell, 1977; Frölich & Würgler, 
1989). Conseqüentemente, essa linhagem pos-
sui alto nível constitutivo de citocromo P450, 
que está associado à presença de: (I) um gene 
principal dominante R, localizado no cromos-
somo 2, e (II) vários genes menores ligados ao 
cromossomo 1 (Hällström & Blanck, 1985).

Os cruzamentos originam larvas com 
duas constituições genotípicas:

(i) larvas mwh +/+ flr3 – trans-hetero-
zigotas para os marcadores recessivos mwh e 
flr3;

(ii) larvas mwh +/TM3, BdS  - heterozi-
gotas para o cromossomo balanceador TM3. 
Esse cromossomo é indispensável para man-
ter a heterozigose do gene marcador flr3, já 
que este é letal em homozigose (Garcia-Belli-
do & Dapena, 1974). O marcador Bds, presente 
no genótipo desses indivíduos, determina um 
padrão de recorte nas asas dos adultos, o que 
permite diferenciá-los dos imagos trans-hete-
rozigotos, que apresentam asas com formato 
normal.

2.4 Tratamento

Os cruzamentos foram realizados em 
massa (80 fêmeas: 30 machos), durante três 
dias, em vidros contendo meio de cultura 
padrão. Após esse período, os casais foram 
transferidos para tubos contendo meio de ovo-
posição, nos quais permaneceram por 8 horas, 
sendo, em seguida, descartados. Passadas 72 
± 4 horas do início do período de ovoposição, 
foram coletadas larvas de terceiro estágio por 
flotação em água corrente e com uso de penei-
ra. As larvas foram, então, colocadas em fras-
cos de 1/36 L (precisamente 100 por tubo de 
tratamento) contendo 0,9 g de meio sintético, 
aos quais foram acrescentados 3 mL das solu-
ções de tratamento. As larvas foram submeti-
das ao tratamento crônico por administração 
oral, permanecendo em tratamento por apro-
ximadamente 48 horas, isto é, até atingirem o 
estágio de pupa. Por meio desse procedimento 
experimental, as células dos discos imaginais 
que originaram as asas dos adultos ficaram ex-

postas às diferentes soluções por 5 a 6 ciclos de 
divisão mitótica – o que corresponde a 95% de 
todas as divisões celulares que ocorrem desde 
o desenvolvimento do embrião até o início da 
pupação (Frei et al., 1992). Posterior ao estágio 
de pupa, os adultos, que nasceram 10–12 dias 
após a postura dos ovos, foram conservados 
em etanol 70%. As culturas de D. melanogaster 
permaneceram a temperatura de 25ºC e umi-
dade de 60–70%.

2.5 Análise Microscópica e Estatística

Para cada ponto de tratamento foram 
analisadas as asas dos adultos trans-heterozi-
gotos. As asas foram montadas em solução de 
Faure e as lâminas analisadas sob microscópio 
no aumento de 400 vezes para verificação de 
ocorrência de manchas simples ou manchas 
gêmeas. Nesse momento foram avaliados os 
compartimentos distais das asas e determi-
nadas as seções e o número de células muta-
das (Garcia-Bellido et al., 1976). A análise dos 
tricomas, presentes nas superfícies dorsal e 
ventral das asas, permitiu a identificação de 
manchas de pêlos mutantes que podem ser 
classificadas como:

(i) simples mwh ou flr3, quando somente 
um dos marcadores se expressar;

(ii) gêmeas, quando ambos os fenótipos 
mutantes – pêlos múltiplos (mwh) e com a base 
alargada (flr3) – estiverem presentes.

As comparações estatísticas foram rea-
lizadas utilizando-se o teste de qui-quadrado 
para proporções, com nível de significância de 
5% para cada hipótese testada, seguindo-se o 
procedimento de múltiplas decisões, de acor-
do com Frei & Würgler (1988). Nas análises de 
mutagênese, as comparações foram realizadas 
entre grupos tratados e grupo controle nega-
tivo (solvente).

3. Resultados e Discussão

Inicialmente foi determinada a taxa de 
sobrevivência dos indivíduos tratados com 
própolis, obtidos dos cruzamentos padrão e 
aprimorado, por meio da análise do número 
de indivíduos que sobreviveram por tubo de 
tratamento. Foi observado alto índice de so-
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brevivência das larvas tratadas com diferen-
tes concentrações de própolis, demonstrando 
ausência de efeito citotóxico. Por outro lado, 
a relação existente entre as diferentes con-
centrações de própolis + MMC utilizadas no 
tratamento das larvas de D. melanogaster, pro-
venientes de ambos os cruzamentos, e a pro-
porção de indivíduos adultos sobreviventes 
ao tratamento, evidenciou taxa de sobrevi-
vência em torno de 50% do controle positivo 
(MMC), revelando a alta toxicidade da MMC 
(Figuras 1 e 2).

Observando as Figuras 1 e 2, que re-
tratam as taxas de sobrevivência das larvas 
tratadas com própolis + MMC provenientes 
dos cruzamentos ST e HB, respectivamente, 
pode-se verificar que os resultados demons-
tram diminuição da citotoxicidade induzida 
pela MMC em presença da própolis em suas 
diferentes concentrações em ambos os cruza-
mentos utilizados. Também observa-se que os 
resultados demonstram índice de sobreviven-
tes cerca de 30% maior nos tratamentos com a 
própolis, exceção feita para a dose de 50% no 
cruzamento ST, em que a freqüência de sobre-
vivência foi praticamente igual à do controle.  

Os cruzamentos padrão e aprimorado 
produzem indivíduos com diferentes níveis 

de expressão de enzimas de metabolização do 
tipo citocromo P-450. A ausência de diferenças 
significativas nas respostas citotóxicas obtidas 
em ambos os cruzamentos indica que a pró-
polis do tipo exportação, produzida pelo la-
boratório Polenecpar (São Paulo–SP), é capaz 
de proteger os indivíduos testados dos efeitos 
citotóxicos produzidos pela MMC e que esse 
fato independe da diferença nos níveis de 
enzimas de metabolização do tipo citocromo 
P-450, presentes em ambos os cruzamentos 
testados (ST e HB).

Pela análise microscópica dos pêlos mu-
tantes presentes nas asas dos adultos trans-
heterozigotos, a aplicação do teste estatístico 
e a comparação com os resultados obtidos nos 
experimentos realizados utilizando o cruza-
mento padrão, foi possível determinar que a 
própolis não induziu eventos mutagênicos e/
ou recombinogênicos em células somáticas de 
D. melanogaster.

Os resultados demonstrados neste traba-
lho corroboram os dados descritos na literatu-
ra, contribuindo para que se determine o nível 
da atividade protetora exercida pela própolis 
quando co-administrada com agentes genotó-
xicos que apresentam diferentes mecanismos 
de ação.
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Figura 1 - Curva de sobrevivência dos indivíduos obtidos do cruzamento ST tratados com diferentes concentrações de 
própolis + MMC.
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Figura 2 - Curva de sobrevivência dos indivíduos obtidos do cruzamento HB tratados com diferentes concentrações 
de própolis + MMC.
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