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A propolis é uma substancia resinosa coletada por abelhas (Apis mellifera) com finalidade de assepsia e
construcdo de estruturas na coldnia. E composta por uma mistura complexa de substancias de origem
vegetal, sendo influenciada pela flora local e época (estagdo do ano) de coleta. A prépolis vermelha recebe
essa denominacgdo devido a sua coloragéo, sendo encontrada principalmente na regido nordeste do Brasil.
E utilizada na medicina popular, tendo diversas propriedades bioldgicas cientificamente comprovadas. O
presente estudo foi realizado com objetivo de avaliar possiveis efeitos mutagénicos/recombinogénicos de
amostras de propolis vermelha originarias do Estado de Sergipe pelo Teste de Mutagdo e Recombinagdo
Somatica (Somatic Mutation and Recombination Test - SMART). Larvas de Drosophila melanogaster de
terceiro estagio, provenientes dos cruzamentos padrdo (Standard cross - ST) e de alta ativagdo metabdlica
(High bioactivation cross - HB), foram tratadas com diferentes concentrac@es (0,125; 0,25; 0,5 mg/mL) de
extrato aquoso de prépolis vermelha (EAPV). Como controles negativo e positivo foram utilizados,
respectivamente, agua destilada e uretano (URE) (0,891 mg/mL). Foram observadas as frequéncias de
manchas de pelos mutantes nas asas dos adultos emergentes, ndo sendo encontrados efeitos mutagénicos e
recombinogénicos de EAPV nas condicBes experimentais utilizadas nos descendentes de ambos os
cruzamentos. Considerando a importancia da propolis, devido as suas propriedades terapéuticas, novos
estudos devem ser realizados em diferentes condi¢fes experimentais para reforcar esses resultados, assim
como avaliar seus possiveis efeitos antimutagénicos/antirecombinogénicos.
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Evaluation of the mutagenic activity of red prépolis samples from Sergipe State (Brazil) by Somatic
Mutation and Recombination Test in Drosophila melanogaster

Propolis is a resinous substance collected by bees (Apis mellifera) with aseptic and constructive purpose in
the colony. It consists of a complex mixture of substances of vegetable sources, being influenced by the
local flora and season of collection. The red propolis receives this name due to its color, being found
mostly in Brazilian northeast areas. It is used in folk medicine, and its biological properties are proven by
scientific studies. The present study was performed to evaluate possible mutagenic/recombinogenic effects
of red propolis samples from Sergipe State by Somatic Mutation and Recombination Test (SMART).
Third-instar larvae of Drosophila melanogaster derived from standard cross (ST) and high bio-activation
cross (HB) were treated with different concentrations (0.125; 0.25; 0.50 mg/mL) of red propolis water
extract (EAPV). Distilled water and urethane (URE) (0.891 mg/mL) were used as negative and positive
control, respectively. The frequency of mutant wing hairs spots was observed on the wings of emerging
adults and not been found mutagenic and recombinogenic effects of EAPV on the experimental conditions
used in the offspring of both crosses. Considering the importance of propolis because of its therapeutic
properties, further studies should be carried out in different experimental conditions to strengthen these
results, as well as assess its possible antimutagenic/antirecombinogenic effects.

Keywords: SMART, natural products, Apis mellifera, wing spot test.

1. INTRODUCAO

Propolis é uma mistura complexa formada por material resinoso e balsamico de origem
vegetal, coletada por abelhas de diferentes espécies, principalmente Apis melifera L.', e
modificada pela adicdo de secrecdes como saliva e cera apds seu transporte para a coldnia®®.
Tem funcdo de vedar, impermeabilizar e esterilizar a colmeia, sendo ainda isolante térmico™®.
Diversas formas de preparacdo de prépolis vém sendo utilizadas na medicina popular. Suas
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aplicagdes sdo conhecidas desde a antiguidade e sua acdo terapéutica é comprovada em diversas
propriedades farmacolégicas’.

A composicdo da propolis apresenta variagdes regionais e sazonais®’ e a amplitude de suas
atividades terapéuticas é maior em amostras provenientes de regides tropicais como reflexo da
diversidade vegetal®. No Brasil a propolis foi classificada em 12 grupos distintos de acordo com
suas caracteristicas fl'sico—quimicasg. Posteriormente foi descrita uma nova variedade, advinda de
colmeias encontradas ao longo do litoral e rios do nordeste brasileiro, classificada como prépolis
do grupo 13 e conhecida como prépolis vermelha'®*, que difere das demais por sua origem
boténica, derivada especialmente de exudato resinoso vermelho da superficie de Dalbergia
ecastophyllum*?*,

Na propolis vermelha ja foram descritos alguns compostos ndo encontrados em outras
variedades, como composto fendlicos simples, triterpenoides, isoflavonoides, prenilado,
benzofenonas e a naftoquinona epoxidada, sendo, este ultimo, nunca antes isolado a partir de
uma fonte natural****. Apresenta propriedades antimicrobianas', anti-céarie®, anti-inflamatéria®’,
antioxidante”*®, antitumoral***?!, imunomodulatéria®, e cicatrizante.

A genética toxicoldgica, por meio de diferentes bioensaios, tem demonstrado que existe alta
correlagdo entre agentes genotdxicos e o desenvolvimento de processos carcinogénicos®.
Estudos de potencial genotdxico realizados com amostras de propolis originada em biomas do
cerrado brasileiro ndo apresentaram atividade mutagénica®?, indicando ainda acfo protetora
contra agentes mutagénicos®” %,

O teste para deteccdo de mutacdo e recombinagdo somatica (SMART) utiliza como organismo
a Drosophila melanogaster, com vantagens de ter curto periodo de geragdo, pequeno nimero de
cromossomos, linhagens geneticamente bem caracterizadas e apresentar um espectro de
atividade metab6lica capaz de ativar promutégenos e procarcinégenos®®®. O SMART vem se
mostrando uma importante ferramenta e com resultados confidveis para o estudo de
mutagenicidade/recombinogenicidade de diversas substancias como compostos sintéticos®** e
produtos de origem natural, tanto isolados®****, quanto em misturas complexas®®**"%,

Diante da utilizacdo popular da prépolis, sua importancia econémica, suas propriedades
biolégicas ja comprovadas e da necessidade de mais conhecimentos, especialmente sobre a
variedade produzida na regido nordeste do Brasil, este trabalho teve como objetivo avaliar
amostras de propolis vermelha por meio do teste de mutacdo e recombinacdo somatica
(SMART) em células de asas de D. melanogaster, e verificar a influéncia da ativacdo metabdlica
pelo P450 no potencial mutagénico/antimutagénico dessa substancia.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras de prépolis utilizadas foram provenientes do Apiario Capivara (S 10°28°25”’ e W
36°26°12"), localizado no municipio de Brejo Grande, foz do Rio Séo Francisco, litoral norte do
estado de Sergipe (Brasil) e coletadas em outubro de 2010 (indice pluviométrico 109,2 mm;
temperaturas maxima de 28°C e minima de 21,5°C para esse periodo na regido)®. Apos a coleta,
as amostras em estado bruto foram mantidas congeladas em freezer (-20°C) até 0 momento da
preparagéo do extrato.

O extrato aquoso de prépolis vermelha (EAPV) foi preparado adicionando-se 750 mL de agua
destilada a cada 100 g de prépolis bruta triturada e mantida em repouso para hidratacdo por um
periodo de 24 horas. A solucdo foi aquecida a 60°C por 4 horas em banho-maria, seguida de 2
horas em ultrassom (40KHz, Ultra Cleaner 1400), realizando-se uma primeira filtragem em
algoddo e uma segunda filtragem em papel de filtro qualitativo®®®?’, O filtrado foi liofilizado e,
no momento dos tratamentos, ressuspendido em agua destilada esterilizada nas concentracoes de
0,125; 0,25; 0,5 mg/mL. As concentragdes foram determinadas de acordo com relatos da
literatura com a utilizacdo de extratos aquosos de prépolis para tratamento cronico de larvas de
D. melanogaster® ?’.

As linhagens mutantes de D. melanogaster, mwh (y; mwh jv), flare-3 (flr¥/In(3LR)TMS3, ri p°
sep 1(3)89Aa bx** e Bd®) e ORR; flare-3 (ORR; flr¥/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd®)
foram mantidas em frascos de 1/4 de litro contendo meio de cultura para Drosophila (820 mL de
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agua; 25 g de fermento biolégico; 11 g de &gar; 150 g de polpa de banana e 1 g de
metilparabeno). Foram realizados os cruzamentos padrdo (ST) (fémeas virgens flr-3 cruzadas
com machos mwh)®*": e de alta capacidade de ativacdo metabdlica (HB) (fémeas virgens ORR;
fIr-3 cruzadas com machos mwh)*.

Ovos originados a partir dos cruzamentos ST e HB foram coletados durante um periodo de 8
horas em frascos contendo uma base solida de &gar (3% de &gar em &gua) e uma camada de
fermento suplementado com sacarose. Apds 72 + 4 h, as larvas de 3° estagio foram lavadas com
agua destilada, coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina e transferidas para frascos
contendo 1,5 g de meio de cultura alternativo (puré de batata instantaneo, Yoki®) e 5 mL das
diferentes concentracdes de EAPV (0,125; 0,25; 0,5 mg/mL). Os tratamentos foram realizados
simultaneamente por um periodo de aproximadamente 48 horas (tratamento cronico)®, em
frascos ambar, para evitar a possibilidade de foto-degradacdo dos compostos.

Como controle positivo foi utilizado uretano (URE - etil carbamato, CsH;NO,/NH,COOC,Hs,
massa molecular 89.09 u, CAS N° 51-79-6, Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland), na
concentracdo 0,891 mg/mL, devido as suas propriedades mutagénicas bem estabelecidas e sua
ativacdo metabdlica pelo citocromo P450**“° Para o controle negativo foi utilizada agua
destilada esterilizada.

Adultos emergentes de ambos os cruzamentos (ST e HB), portadores dos genotipos trans-
heterozigotos marcados (Marker-heterozygous MH) (mwh + / + flr¥) e heterozigotos
balanceados (Balancer-heterozygous - BH) (mwh + / + TM3, Bd®) foram coletados e
conservados em etanol 70%. As asas foram extraidas das moscas com auxilio de microscopio
estereoscopico, utilizando-se um par de pingas entomoldgicas. As asas foram fixadas entre
lamina e laminula com solugdo de Faure (30 g de goma ardbica, 20 mL de glicerol, 50 g de
hidrato cloral e 50 mL de agua) e analisadas, quanto a ocorréncia dos diferentes tipos de
manchas mutantes (manchas simples pequenas — MSP, manchas simples grandes — MSG e
manchas gémeas — MG), em microscopio éptico de luz com aumento de 400 X. Os adultos MH
e BH puderam ser diferenciados fenotipicamente, pois o marcador Bd® (presente nos
descendentes BH) provoca, durante a metamorfose, um recorte na borda das asas, deixando-as
com aspecto serrilhado, enquanto que os adultos MH apresentam asas com bordas lisas®*“.

A andlise estatistica dos dados foi feita de acordo com o teste do X® para proporcdes,
bicaudal, com nivel de significAncia a=p=0,05"", comparando as frequéncias obtidas entre os
grupos tratados e controle negativo de cada cruzamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise microscopica das asas de 20 individuos (10 machos e 10 fémeas) trans-
heterozigotos marcados (MH) de cada tratamento com as diferentes concentracdes de EAPV e
respectivos controles, descendentes do cruzamento padrdo (ST) e do cruzamento de alta
capacidade de ativacdo metabdlica (HB), mostrou que as frequéncias de manchas mutantes
simples pequenas (MSP), manchas simples grandes (MSG), manchas gémeas (MG) e o total de
manchas (TM) observadas nos tratamentos com as diferentes concentragdes de EAPV, foram
estatisticamente ndo significativas ou inconclusivas (¢>0,05) quando comparadas as frequéncias
obtidas em seus respectivos controles negativos (Adgua destilada esterilizada), tanto no
cruzamento ST quanto HB (Tabela 1).

Foi verificado um aumento estatisticamente significativo (0<0,05) nas frequéncias de
manchas mutantes simples pequenas (MSP) e no total de manchas (TM) nos descendentes MH
dos cruzamentos ST e HB, e também nas manchas simples grandes (MSG) e manchas gémeas
(MG) nos descendentes MH do cruzamento HB, tratados com URE (0,891 mg/mL), quando
comparadas as frequéncias do controle negativo (agua destilada esterilizada).

Uma vez observado o efeito positivo de URE, é possivel afirmar que os resultados negativos
obtidos com as diferentes concentracdes de EAPV sdo legitimos e ndo deficiéncia ou falha da
metodologia empregada®.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias de manchas mutantes
dos descendentes MH dos cruzamentos padréo (ST) quando comparados com o cruzamento de
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alta capacidade de ativacdo metabolica (HB) nos mesmos grupos de tratamentos com as
diferentes concentragdes (0,125; 0,25; 0,5 mg/mL) de EAPV.

Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (MH) de Drosophila melanogaster dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta capacidade de ativagédo
metabdlica (HB) apds tratamento crénico em terceiro estagio larval com diferentes concentragdes (0,125;
0,25; 0,50 mg/mL) de extrato aquoso de propolis vermelha (EAPV) e seus respectivos controles negativo
(agua destilada esterilizada) e positivo (URE 0,891 mg/mL)

N° de Manchas por individuo (n° de manchas ) diag. estatistico® Total
Tratamentos
(mg/mL) Indiv. MSP MSG MG T™MP Manchas
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
Cruzamento ST
Controle negativo 20 0,55 (11) 0,05 (01) 0,05 (01) 0,65 (13) 13
EAPV 0,125 20 035 (07) - 010 (02) i 0,00 (00) i 045 (09) - 9
EAPV 0,25 20 045 (09) - 0,0 (02) i 005 (01) i 060 (12) - 11
EAPV 0,50 20 045 09) - 0,00 (00) i 005 (01) i 050 (10) - 9
URE 0,891 20 205 (41) + 0,30 (06) i 010 (02) i 245 (49) + 48
Cruzamento HB
Controle negativo 20 080 (16) 0,15 (03) 0,05 (01) 1,00 (20) 20
EAPV 0,125 20 0,65 (13) - 0,05 (01) i 005 (01) i 0,75 (15) - 14
EAPV 0,25 20 0,70 (14) - 0,05 (01) i 0,00 (00) i 0,75 (15) - 15
EAPV 0,50 20 065 (13) - 010 (02) i 0,00 (00) i 075 (15) - 14
URE 0,891 20 7,90 (158) + 055 (11) + 040 (08) + 885 (177) + 157

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia o= 3 = 0,05.
®Incluindo manchas simples fIr raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Os resultados negativos encontrados nos descendentes MH do cruzamento HB indicam que
EAPV, nas condic¢Oes experimentais utilizadas, ndo contém pré-mutagenos em sua constituicéo e
que as enzimas do complexo citocromo P450, altamente expressas na linhagem “ORR; flr®"*,
ndo interferem em seu potencial genotdoxico. A maior frequéncia de manchas mutantes
observadas no cruzamento HB tratados com URE (0,891 mg/mL), em relagdo ao cruzamento ST,
é provocada pela ativacdo metabdlica do URE pelo sistema enzimatico P450, potencializando
sua atividade mutagénica*.

Manchas mutantes ocorridas em descendentes MH indicam a ocorréncia de mutacdo de ponto,
aberracdes cromossdmicas e recombinacdo somatica, enquanto os descendentes BH detectam
apenas mutacdo de ponto e aberracdes cromossdmicas***. A auséncia de resultados mutagénicos
positivos nos descendentes MH tratados com as diferentes concentragdes de EAPV, tanto no
cruzamento ST quanto HB, torna ndo necessaria a analise dos descendentes BH de ambos os
cruzamentos®,

N&do foram encontrados relatos na literatura de estudos de genotoxicidade com a propolis
vermelha originaria da regido nordeste brasileira. A auséncia de efeitos genotdxicos observada
nesse trabalho coincide com resultados obtidos em estudos por meio do SMART com amostras
de prépolis verde”?" e marrom®, ambas de regides do cerrado brasileiro, e por meio de outros
sistemas de avaliacdo, como teste de Ames™®*, teste cometa® e teste do microndcleo®. No
entanto, altas concentragdes de propolis aumentam a frequéncia de aberragdes cromossémicas
em células ovarianas de hamster chinés®?, induzem troca entre cromatides irmas e reduzem os
indices mitético e proliferativo em cultura de linfocitos humanos®.

A Figura 1 mostra a distribui¢do das frequéncias de manchas por classe de tamanho (nimero
de células mutantes/mancha) observadas em asas de descendentes MH provenientes dos
cruzamentos ST e HB, tratados com as diferentes concentracdes de EAPV e seus respectivos
controles negativo e positivo.
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Figura 1 — Distribui¢do das frequéncias de manchas mutantes por classe de tamanho (nimero de células

mwh) observadas em asas de D. melanogaster dos cruzamentos ST (A) e HB (B) apds tratamento cronico

em terceiro estagio larval com diferentes concentragdes (0,125; 0,25; 0,50 mg/mL) de extrato aquoso de

prépolis vermelha (EAPV) e seus respectivos controles negativo (Agua destilada esterilizada) e positivo
(URE 0,891 mg/mL).

O tratamento cronico de individuos MH com as diferentes concentracfes de EAPV resultou
em uma distribuicdo do tamanho de manchas mutantes na qual observa-se a predominancia de
manchas pequenas (com apenas uma célula), enquanto manchas maiores aparecem em
frequéncia decrescente, de acordo com o aumento do nimero de células mutantes presentes nas
manchas. Estes resultados est&o de acordo com outros relatados na literatura®>?%“®>*,

A prevaléncia de manchas pequenas, observadas nas asas dos descendentes MH dos
cruzamentos ST e HB, demonstra que nas diferentes concentracfes de EAPV utilizadas, assim
como no controle negativo, as mutacdes nas células dos discos imaginais de asas ocorreram
numa fase tardia do desenvolvimento das larvas de D. melanogaster. Manchas formadas em
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estagios iniciais do desenvolvimento apresentam um ndmero maior de células, que é o caso da
menor quantidade de manchas encontradas neste experimento®*°.

4, CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, é possivel concluir que o extrato aquoso de propolis vermelha
(EAPV), nas condicBes experimentais utilizadas, ndo apresentou efeitos mutagénicos,
clastogénicos e/ou recombinogénicos, com ou sem ativacdo metabolica por enzimas do sistema
citocromo P450, em células soméaticas de D. melanogaster. Considerando a importancia da
propolis, sugere-se a realizacdo de novos estudos para avaliar composicdo quimica e a
variabilidade sazonal de amostras de prépolis vermelha coletadas em diferentes localidades e
suas propriedades mutagénicas/antimutagénicas.
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