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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade genotdxica e anticitotdxica da propolis sobre as
lesGes induzidas por mitomicina C (MMC) utilizando linhagens de Drosophila melanogaster portadoras
de diferentes niveis de expressao de enzimas de metabolizagdo do tipo citocromo P-450. Empregou-se
o Teste para Detecgdo de Mutacdo e Recombinacdo em Células Somaticas de asas de D. melanogaster
(SMART), que fornece grande espectro de informacgdes sobre a deteccdo de mutagbes génicas, cromos-
sOmicas e/ou recombinagles genéticas. Os resultados obtidos indicaram que a propolis atuou como
modulador direto dos efeitos citotoxicos induzidos pela MMC. Além disso, demonstrou-se que a propolis
ndo induziu eventos mutagénicos e/ou recombinogénicos em células somaticas de D. melanogaster. O
conjunto de dados apresentados neste trabalho corrobora aqueles descritos na literatura, contribuindo
para que se determine o nivel de atividade protetora exercida pela prépolis quando administrada junta-
mente com agentes genotdxicos que apresentam diferentes mecanismos de acdo.

PaLavras-cHAVE: Anticitotdxico, Drosophila melanogaster, mutagénese, propolis, 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.
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INTRODUCAO

A propolis é um produto natural que
atrai o interesse de muitos pesquisadores por
apresentar efeitos antibacteriano, antiviral,
antiinflamatério, imuno-estimulatério e por
ser utilizada na medicina popular como trata-
mento de uma variedade de doencas 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 substancias quimi-
cas encontradas na prépolis sdo o cido benzéi-
co e seus ésteres, os acidos e ésteres fendlicos,
carboidratos, dcidos graxos, ligninas, terpenos,
alcoois terpénicos e pequenas quantidades de
flavondides e sua agdo farmacoldgica deve-se,
em grande parte, a presenca dos dcidos fendli-
cos e seus derivados (Banskota et al., 1998).

Além desses efeitos, o extrato de prépo-
lis apresentou atividade antimutagénica quan-
do avaliado através de testes com Salmonella
typhimurium (TA98 e TA100) e Allium cepa,
inibindo a acdo mutagénica dos compostos
isoquinilina e 4-nitro-o-fenilediamina (More-
no et al., 2005). A atividade antimutagénica
da prépolis, comprovada por Moreno et al.
(2005) e reforgada por outros autores (Bazo et
al., 2002; Fu et al., 2004; Orsolic et al., 2006), foi
demonstrada por meio da acdo direta do ex-
trato. Um tinico trabalho utilizando linhagens
de Drosophila melanogaster portadoras de alta
ativacdo de enzimas de metabolizacdo, de-
senvolvido por Valadares (2002), evidenciou
atividade antirecombinogénica do extrato de
propolis por intermédio do co-tratamento com
doxorrubicina. O autor demonstrou, ainda,
que ndo houve diferenca significativa entre a
utilizacdo de linhagens portadoras de niveis
basais de metabolizacao e aquelas portadoras
de altos niveis de atividade metabdlica. Con-
siderando esses resultados e os escassos da-
dos encontrados na literatura (Moreno et al.,
2005) relacionados com organismos portado-
res de alta atividade metabdlica, a finalidade
deste estudo foi avaliar comparativamente a
acdo genotdxica indireta da prépolis e o seu
potencial anticitotéxico relacionados com as
possiveis lesdes induzidas pela mitomicina C

(MMC). Para atingir esse objetivo, empregou-
se o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recom-
binagdo em Células Somaticas de D. melanogas-
ter SMART), que fornece um grande espectro
de informacdes sobre a deteccao de mutacdes
génicas, cromossOmicas e/ou recombinagdes
genéticas.

2. Mater1AIs E METODOS
2.1 AcenTes Quimicos

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

2.2 TesTe DE MuUTACOES E RECOMBINACOES EM
CELuLAS SOMATICAS DE DRosoPHILA MELANOGAS-
TER (SMART)

O teste SMART de asa baseia-se na iden-
tificagao de pélos com fenétipos mutantes que
representam a expressao fenotipica da ocor-
réncia de lesdes em nivel de DNA. Tais alte-
ragdes sao primordialmente induzidas nas cé-
lulas dos discos imaginais que, por intimeras
divisdes mitéticas, dardo origem as asas dos
adultos com seus pélos ou tricomas. Os tri-
comas mutantes organizam-se em manchas,
com fendtipos caracteristicos, que indicam a
ocorréncia de eventos genéticos relacionados
com mutac¢Oes pontuais, mutagdes cromosso-
micas e rearranjos estruturais devido a recom-
binagdo mitética.

2.3 CruzaMmeNTOS E T1POS DE LARvAS
Foram utilizados os cruzamentos pa-

drao (ST) e aprimorado (HB), no qual fémeas
virgens fIr* (ST) ou ORR,flr’ (HB) foram cruza-



das com machos mwh. As fémeas ORR; fIr’ sdao
portadoras de cromossomos 1 e 2 provenientes
da linhagem Oregon R(R), resistente ao DDT
(Dapkus & Merell, 1977; Frolich & Wiirgler,
1989). Conseqiientemente, essa linhagem pos-
sui alto nivel constitutivo de citocromo P450,
que esta associado a presenga de: (I) um gene
principal dominante R, localizado no cromos-
somo 2, e (II) véarios genes menores ligados ao
cromossomo 1 (Hallstrom & Blanck, 1985).

Os cruzamentos originam larvas com
duas constitui¢des genotipicas:

(i) larvas mwh +/+ flr¥ — trans-hetero-
zigotas para os marcadores recessivos mwh e
fir;

(ii) larvas mwh +/TM3, Bd® - heterozi-
gotas para o cromossomo balanceador TM3.
Esse cromossomo € indispensavel para man-
ter a heterozigose do gene marcador flr’, ja
que este € letal em homozigose (Garcia-Belli-
do & Dapena, 1974). O marcador Bd*, presente
no genoétipo desses individuos, determina um
padrdo de recorte nas asas dos adultos, o que
permite diferencia-los dos imagos trans-hete-
rozigotos, que apresentam asas com formato
normal.

2.4 TRATAMENTO

Os cruzamentos foram realizados em
massa (80 fémeas: 30 machos), durante trés
dias, em vidros contendo meio de cultura
padrdo. Apds esse periodo, os casais foram
transferidos para tubos contendo meio de ovo-
posigao, nos quais permaneceram por 8 horas,
sendo, em seguida, descartados. Passadas 72
+ 4 horas do inicio do periodo de ovoposigao,
foram coletadas larvas de terceiro estdgio por
flotacdo em agua corrente e com uso de penei-
ra. As larvas foram, entdo, 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-
¢Oes de tratamento. As larvas foram submeti-
das ao tratamento cronico por administragao
oral, permanecendo em tratamento por apro-
ximadamente 48 horas, isto €, até atingirem o
estagio de pupa. Por meio desse procedimento
experimental, as células dos discos imaginais
que originaram as asas dos adultos ficaram ex-

postas as diferentes solugdes por 5 a 6 ciclos de
divisdo mitética — o que corresponde a 95% de
todas as divisdes celulares que ocorrem desde
o desenvolvimento do embrido até o inicio da
pupacao (Frei et al., 1992). Posterior ao estagio
de pupa, os adultos, que nasceram 10-12 dias
ap0s a postura dos ovos, foram conservados
em etanol 70%. As culturas de D. melanogaster
permaneceram a temperatura de 25°C e umi-
dade de 60-70%.

2.5 ANALISE MicroscopicA E EsTaTiSTICA

Para cada ponto de tratamento foram
analisadas as asas dos adultos trans-heterozi-
gotos. As asas foram montadas em solugao de
Faure e as laminas analisadas sob microscépio
no aumento de 400 vezes para verificagdo de
ocorréncia de manchas simples ou manchas
gémeas. Nesse momento foram avaliados os
compartimentos distais das asas e determi-
nadas as se¢Oes e o nimero de células muta-
das (Garcia-Bellido et al., 1976). A analise dos
tricomas, presentes nas superficies dorsal e
ventral das asas, permitiu a identificagao de
manchas de pélos mutantes que podem ser
classificadas como:

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

(ii) gémeas, quando ambos os fendtipos
mutantes — pélos multiplos (mwh) e com a base
alargada (fIr’) — estiverem presentes.

As comparagdes estatisticas foram rea-
lizadas utilizando-se o teste de qui-quadrado
para proporgdes, com nivel de significancia de
5% para cada hipoétese testada, seguindo-se o
procedimento de multiplas decisdes, de acor-
do com Frei & Wiirgler (1988). Nas analises de
mutagénese, as comparacdes foram realizadas
entre grupos tratados e grupo controle nega-
tivo (solvente).

3. ResuLTADOS E Discussio

Inicialmente foi determinada a taxa de
sobrevivéncia dos individuos tratados com
prépolis, obtidos dos cruzamentos padrao e
aprimorado, por meio da andlise do nimero
de individuos que sobreviveram por tubo de
tratamento. Foi observado alto indice de so-



brevivéncia das larvas tratadas com diferen-
tes concentragdes de prépolis, demonstrando
auséncia de efeito citotdxico. Por outro lado,
a relacdo existente entre as diferentes con-
centragdes de prépolis + MMC utilizadas no
tratamento das larvas de D. melanogaster, pro-
venientes de ambos os cruzamentos, e a pro-
porcdo de individuos adultos sobreviventes
ao tratamento, evidenciou taxa de sobrevi-
véncia em torno de 50% do controle positivo
(MMCQ), revelando a alta toxicidade da MMC
(Figuras 1 e 2).

Observando as Figuras 1 e 2, que re-
tratam as taxas de sobrevivéncia das larvas
tratadas com prépolis + MMC provenientes
dos cruzamentos ST e HB, respectivamente,
pode-se verificar que os resultados demons-
tram diminuicdo da citotoxicidade induzida
pela MMC em presenga da prépolis em suas
diferentes concentragdes em ambos os cruza-
mentos utilizados. Também observa-se que os
resultados demonstram indice de sobreviven-
tes cerca de 30% maior nos tratamentos com a
propolis, excecdo feita para a dose de 50% no
cruzamento ST, em que a freqiiéncia de sobre-
vivéncia foi praticamente igual a do controle.

Os cruzamentos padrdo e aprimorado
produzem individuos com diferentes niveis

de expressdo de enzimas de metabolizacdo do
tipo citocromo P-450. A auséncia de diferencas
significativas nas respostas citot6xicas obtidas
em ambos os cruzamentos indica que a pro-
polis do tipo exportagdo, produzida pelo la-
boratério Polenecpar (Sao Paulo-SP), é capaz
de proteger os individuos testados dos efeitos
citotéxicos produzidos pela MMC e que esse
fato independe da diferenca nos niveis de
enzimas de metabolizagdo do tipo citocromo
P-450, presentes em ambos os cruzamentos
testados (ST e HB).

Pela andlise microscépica dos pélos mu-
tantes presentes nas asas dos adultos trans-
heterozigotos, a aplicagao do teste estatistico
e a comparagao com os resultados obtidos nos
experimentos realizados utilizando o cruza-
mento padrao, foi possivel determinar que a
propolis nao induziu eventos mutagénicos e/
ou recombinogénicos em células somaéticas de
D. melanogaster.

Osresultados demonstrados neste traba-
lho corroboram os dados descritos na literatu-
ra, contribuindo para que se determine o nivel
da atividade protetora exercida pela prépolis
quando co-administrada com agentes genoto6-
xicos que apresentam diferentes mecanismos
de acdo.
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Figura 1 - Curva de sobrevivéncia dos individuos obtidos do cruzamento ST tratados com diferentes concentragdes de

prépolis + MMC.
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Figura 2 - Curva de sobrevivéncia dos individuos obtidos do cruzamento HB tratados com diferentes concentrages

de prépolis + MMC.
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