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RESUMO

SENEDESE, Juliana Marques. Avaliagdo da possivel mutagenicidade do extrato de
propolis brasileira em formulagdes topicas em células de mamiferos in vivo e in vitro.
2007. 56 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Universidade de Franca, Franca.

A propolis € uma substancia resinosa, que possui coloragdo e consisténcia
relacionada a flora visitada pelas abelhas. A propolis € elaborada a partir de resinas
vegetais e exudatos e transportada para dentro da colmeéia onde as abelhas
adicionam secregdes proprias. A propolis € utilizada desde a antiguidade
apresentando uma ampla atividade biologica, como antioxidante, antibidtica,
anticancer, antiinflamatéria, dentre outras. O presente estudo avaliou o potencial
genotoxico de formulagdes topicas suplementadas com extrato de propolis (1,2; 2,4
e 3,6%) para o tratamento de queimados, produzidas pela Apis Flora Industrial e
Comercial Ltda; utilizando como parametros a andlise de micronucleos em sangue
periférico de ratos Wistar e andlise de aberracbes cromossOmicas em células de
ovario de hamster Chinés. Nos ensaios in vivo, os animais foram lesados
dorsalmente e entdo submetidos ao tratamento subagudo e subcrénico que
consistiam no tratamento diario com aplicagbes dérmicas dos géis contendo
diferentes concentragcdes de propolis. Nos estudos in vitro, tratamentos em pulso de
3 horas (fase G1 do ciclo celular) e continuo (20 horas) foram realizados. Nenhuma
diferenga estatisticamente significativa na freqiéncia de micronucleos foi observada
entre os animais tratados com os géis contendo diferentes concentragbes de
prépolis e o controle negativo para os dois tempos de tratamento. Frequéncias
semelhantes de aberragbes cromossémicas foram observadas nas culturas tratadas
em pulso de 3 horas e continuamente com os géis contendo diferentes
concentragbes de propolis em relagdo as culturas ndao submetidas a qualquer
tratamento. Entretanto, no tratamento continuo as culturas tratadas com o gel 3,6%
de propolis apresentaram indices mitéticos significativamente menores quando
comparados ao grupo controle negativo. Sob condigdes do presente estudo, as
formulagdes tépicas contendo diferentes concentracdes de prépolis usadas para o
tratamento de queimadura ndo apresentaram efeito clastogénico nos sistemas-teste
utilizados, mas o gel 3,6 de propolis apresentou efeito citotoxico no sistema-teste in
vitro para o tratamento continuo.

Palavras-chave: propolis, micronucleo; aberracbes cromossdmicas.



ABSTRACT

SENEDESE, Juliana Marques. Assessment of the mutagenicity of extracts of
Brazilian propolis in topical pharmaceutical formulations on mammalian cells in vitro
and in vivo. 2007. 56 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Universidade de
Franca, Franca.

Propolis is a resinous substance with coloring and consistence related to flowers
visited by bees. Propolis is produced from vegetal resins taken into the hives where
bees add their own secretions to it. Propolis usage dates back ancient times, with a
wide biological activity, such as antioxidant, antibiotic, anticancer, antiinflammatory,
among others. The present study evaluated the genotoxic potential of topical
formulations supplemented with propolis extract (1.2, 2.4 and 3.6%) for the treatment
of burns produced by Apis Flora Industrial e Comercial Ltda., ,having as a parameter
the analysis of micronuclei in peripheral blood Wistar rats and analysis of
chromosomal aberrations in Chinese hamster ovary cells and. In the in vivo
assessment, the animals were injured on the back and then submitted to subacute (7
days) and subchronic (30 days) treatments consisting of daily dermal applications of
gels containing different concentrations of propolis. In the in vitro studies, 3-h pulse
(G4 phase of the cell cycle) and continuous (20 h) treatments were performed. No
statistically significant differences in the frequencies of micronuclei were observed
between animals treated with gels containing different concentrations of propolis and
the negative control for the two treatment times. Similar frequencies of chromosome
aberrations were observed for cultures submitted to 3-h pulse and continuous
treatment with gels containing different propolis concentrations and cultures not
submitted to any treatment. However, in the continuous treatment cultures treated
with the 3.6% propolis gel presented significantly lower mitotic indices than the
negative control. Under the present conditions, topical formulations containing
different concentrations of propolis used for the treatment of burns showed no
clastogenic effect in either test system, but 3.6% propolis gel was found to be
cytotoxic in the in vitro test.

Keywords: micronuclei, propolis, chromosomal aberrations
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1 INTRODUGAO

1.1 QUEIMADURAS

As lesdes por queimaduras s&o a terceira causa de morte acidental em
todas as faixas etarias; 75% dessas lesdes resultam da agéo da vitima e ocorrem no
ambiente domiciliar [1]. No Brasil, ndo temos dados estatisticos globais que possam
comprovar a gravidade do problema, nem em numeros de acidentes, nem em
internagcdes hospitalares. Entretanto, alguns estudos apontam as criangas como as
maiores vitimas desse tipo de acidente [2].

Os agentes que mais comumente produzem queimaduras s&o o0s
liguidos aquecidos e as substancias inflamaveis. O diagndstico etiolégico das
queimaduras ndo constitui problema, pois na maioria dos casos 0 paciente ou o seu
acompanhante informa o tipo de agente agressor. Todavia, o diagnéstico preciso
quanto a profundidade apresenta alguma dificuldade ao primeiro exame, tornando-
se importante saber se as lesdes atingiram parcial ou totalmente a derme. Na
primeira eventualidade, as queimaduras seriam superficiais: 1° grau (vermelhidao,
irritacao, ardor e ressecamento da pele) e de 2° grau (vermelhidao, irritacéo, ardor,
ressecamento da pele e formagao de bolhas cheias de um liquido claro), e, atingindo
totalmente a derme, seriam de 3° grau (machas cinzentas, amareladas ou
castanhas, ferida aberta e profunda, as vezes com auséncia de dor). De um modo
geral, a presenca de hiperemia e vesiculas indicam queimaduras de 1°e 2° grau e, a
presenca de necrose ou carbonizag¢do, queimaduras profundas [3].

A queimadura esta entre os traumas mais graves, pois, além dos
problemas fisicos que podem levar o paciente a morte, pode acarretar outros
problemas de ordem psicolégica e social [1]. Investigar a patofisiologia da
queimadura é um desafio especial por causa das complexas interacbes metabdlicas
entre os 6rgaos e suas fungdes, cicatrizagdo das feridas e sistema imune. O melhor
entendimento dos efeitos patofisiolégicos, que servem para determinar o estado
catabdlico da queimadura, pode elevar a eficiéncia dos cuidados clinicos do paciente

queimado [4].



11

Um produto de uso tépico a base de propolis foi desenvolvido e
veiculado em um sistema polimérico [5], obtido a partir de polimeros hidrofilicos
compostos por poli(oxietileno)-poli(oxipropileno)-poli(oxietileno) (poloxamer 407),
inertes e atdxicos e capazes de originar solugdes coloidais tipo gel,
termorreversiveis na presenga de agua e que podem afetar o comportamento da
solucao e a difusdao das moléculas da substancia ativa [6]. A baixa toxicidade e a
irritacdo cutanea causadas pelo poloxamer 407 levaram a avaliacdo do potencial de
aplicagao dermatoldgica destes géis, particularmente no tratamento de queimaduras
[7], face as vantagens com relagdo a facilidade de aplicacdo. Os testes de
cicatrizacdo realizados em ratos Wistar mostraram que as lesdes cirurgicas
apresentam um completo resultado de cicatrizagdo natural em 7 dias. Os animais
tratados com os géis contendo diferentes concentragbes de propolis para
queimadura apresentaram efeito de cicatrizagao, sendo que os animais tratados com
o gel contendo 3,6% de prépolis mostraram uma evidente reconstituicao epitelial em
3 dias [5].

1.2 PROPOLIS

As abelhas existem ha mais de 125 milhdées de anos e o sucesso
evolutivo delas lhes permitiu que se tornassem uma espécie que pode explorar
virtualmente a maioria dos habitats da Terra. Este sucesso é em grande parte por
causa da composi¢cao quimica e aplicagao dos produtos especificos que as abelhas
fabricam tais como, mel, cera, veneno, propolis e geléia real. Como a mais
importante “arma quimica” das abelhas contra microrganismos, a propolis tem sido
usada como um remédio por humanos desde tempos antigos. Ela € ainda um dos
remédios mais freqientemente usados, aplicado para os tratamentos de feridas e
queimaduras, dor de garganta, ulcera de estémago, etc [8].

A palavra propolis € de origem grega, sendo que pro significa “em
defesa de” e polis, “cidade” [9]. As abelhas usam a prépolis para diversos propositos,
entre eles lacrar aberturas na colméia, evitar a vibracdo dos favos, red uzir ao
maximo as vias de acesso ao interior da colméia e embalsamar cadaveres de

inimigos mortos evitando a proliferagdo de microrganismos. Além de evitar a entrada
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de intrusos, isto contribui mantendo a temperatura interna da colméia ao redor de
35°C [10; 8; 9].

Atualmente, muitos apicultores no Brasil tem na prépolis o seu principal
produto e desenvolvem meios para maximizar sua produgdo. Um deles é deixar
lacunas longitudinais em ambos os lados da caixa de madeira que abriga a coldnia
de abelhas. Este método parte do pressuposto que as abelhas depositam prépolis
em todas as aberturas que elas descobrem na colméia [9]. Telas de plastico também
sao modificadas em cima dos quadros para serem, pelo mesmo motivo dos vaos,
fechados com propolis. As colméias com as laterais méveis parecem ser o melhor
método para a obtengdo de propolis, mais limpo, mais facil de coletar, mas é
bastante trabalhoso [11].

Para a producdo de propolis, as abelhas usam substancias que
resultam de uma variedade de processos metabdlicos em partes diferentes das
plantas. Estas sao substancias secretadas como também aquelas que aparecem de
lesbes: materiais lipofilicos em folhas e brotos de folha, goma e resinas [8]. A
composi¢ao quimica da prépolis depende da fonte boténica, do local de coleta e
assim das caracteristicas geograficas e climaticas locais. Este fato resulta na
diversidade notavel da composi¢cdo quimica da propolis [12; 13] especialmente de
prépolis que se origina de regides tropicais [8].

A composig¢ao quimica da propolis é bastante complexa e variada, de
modo geral contém: 56-60% de resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de
Oleos essenciais, 5% de graos de pdlen, além de microelementos como aluminio,
célcio, estroncio, ferro, cobre, manganés, etc [14]. Marcucci (1995) [15] e Bankova et
al. (2000) [16] registraram mais de 300 substancias conhecidas em propolis. Foram
encontradas varias substancias: acidos aromaticos e alguns dos seus derivados
(acido 4 — hidroxi, benzoico, 4 - metdxi e galico), acido cindmico e alguns dos seus
derivados (acido p- cumarico, também sob forma de cumarato de benzila) [17].
Também foram identificados muitos ésteres de acidos benzilicos cinamilicos. Além
destes, foram encontrados vanilina, isovanilina, acetéxi-betulenol, pteroestilbeno e
xantorreol [18].

Entre os variados tipos de propolis produzidos no Brasil, a propolis verde
ganhou preferéncia no mercado mundial. A cor verde, caracteristica da propolis, &
uma consequéncia de sua origem boténica, porque as abelhas coletam tecidos

jovens contendo clorofila, isto é, brotos vegetativos e folhas ndo expandidas de
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Baccharis dracunculifolia. Tais folhas jovens contém tricomas glandulares,
provavelmente com dleos volateis e aromaticos, dando conseqlientemente o tipico
aroma resinoso da propolis verde [9]. A principal origem botanica da prépolis
brasileira mostrou ser a espécie B. dracunculifolia [19; 20]. Os brotos, as folhas
ainda fechadas e as folhas abertas foram coletados separadamente por Park et al.
(2004) [21] os quais obtiveram os correspondentes extratos etandlicos. Estes
pesquisadores prepararam também o extrato etandlico da prépolis coletada na
mesma regido onde se encontrava a B. dracunculifolia. Os extratos foram analisados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase reversa para analise
qualitativa e quantitativa dos flavondides e outros compostos fendlicos. Os picos
obtidos foram comparados com a substancia pura. Os resultados demonstraram que
0s compostos quimicos encontrados na propolis sdo os mesmos que os encontrados
na B. dracunculifolia.

Através de analise em CLAE os pesquisadores identificaram também o
acido  3,5-diprenil-p-cumarico  (artepelin  C), uma conhecida substancia
antimicrobiana, que estava presente tanto na prépolis quanto nos extratos da B.
dracunculifolia. A presenca de artepelin C foi comprovada pela utilizacdo de um
padrao auténtico. O pico de absor¢cdo demonstrou que o artepelin C estava em
maior concentracdo quando comparado aos demais constituintes quimicos. Em um
outro estudo feito por CLAE, Kumazawa et al. (2003) [20] relataram a mesma
composicao de apices de broto de B. dracunculifolia e uma amostra de prépolis
verde. As combinacdes principais eram de derivados prenilados e ndo-prenilados do
acido cinamico.

As atividades farmacoldgicas da propolis sdo conhecidas desde a
antiguidade. No Egito era empregada para embalsamar os mortos. A prépolis foi
muito utilizada como antisséptico bucal e cicatrizante em tratamentos de ferimentos
durante a ldade Média e pelos médicos arabes; os incas utilizavam a propolis como
agente antipirético e tornou-se muito popular na Europa entre os séculos XVII e XX
por sua atividade antibacteriana [12]. Aristételes recomendou o uso de propolis para
tratar abscessos e feridas. Os soldados romanos levavam prépolis como um
medicamento de emergéncia para feridas de guerra [11; 9].

Entre 1950 e 1960, a propolis ganhou destaque como um meio para o
tratamento de problemas de saude na antiga Unido Soviética e em paises da Europa

Oriental, como a Bulgaria, Tchecoslovaquia e Polénia. Em paises da Europa
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Ocidental, na América do Norte e do Sul e no Japdo, a prépolis ndo adquiriu
popularidade até 1980. Neste ultimo, o primeiro anuncio importante da prépolis como
uma possibilidade promissora em farmacologia aconteceu em 1985 durante o 30°
Congresso Internacional de Apicultura, Nagoya, Japao. Até aquele tempo, a prépolis
era considerada por apicultores como um subproduto da colméia ndo desejado, uma
vez que néo tinha nenhum valor comercial e sua produgéo significava um declinio na
obtencao de mel. Com o crescente interesse em varios paises, a partir da década de
80 a proépolis tornou-se um produto importante como medicamento complementar e
alternativo. O Japao € o principal importador de prépolis, com preferéncia pela
propolis do Brasil [9].

A propolis é comumente usada como remédio popular e é disponivel
na forma de capsulas, em extrato, em creme dental, pastilhas para garganta, cremes
e na forma de pd para ser dissolvido em agua [12]. A utilizacdo na industria
cosmética se da na forma de cremes faciais, pomadas, lo¢cdes e solugdes, sendo
usada ndo sé no Brasil como também na Franca em produtos como sabonetes,
agua de coldnia, shampoo, logao apos barba e bronzeador. A Roménia e a Russia
possuem especializacdes medicamentosas a base de prépolis muito utilizadas
contra acnes [18].

A propolis possui varias atividades bioldgicas tais como antibacteriana
[22; 12; 13] antifungica [18; 22; 23; 24; 13] antiinflamatoria [22; 25; 23; 12; 13],
anestésica e propriedades antioxidantes [10; 25; 26]. Recentemente, outras
propriedades biolégicas tém sido reportadas, incluindo citotoxicidade, atividades
anti-HIV [21; 9] e antitumoral [24; 27].

Chi—Feng et al. (2004), [28] trabalhando com ratos Wistar, observaram
que o extrato etandlico de prépolis melhorou a fungao do figado quando comparado
com o controle (figado saudavel). O estudo teve como objetivo encontrar métodos
efetivos para o tratamento de doencgas do figado provocadas pelo uso indiscriminado
do antifungico econazol. Estes autores postularam que o efeito hepatoprotetor do
extrato etandlico da propolis pode ser, em parte, devido a sua capacidade inibitéria
da peroxidacéao lipidica da membrana e da formacao de radicais livres ou pode ser
que seja devido a sua atividade de sequestrar radicais livres. Assim, o extrato
etandlico de propolis seria benéfico no tratamento clinico da hepatite induzida por

econazol.
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Véarios compostos anti-HIV, derivados do acido moronico, e de um
triterpendide chamado melliferon, foram isolados da prépolis brasileira [29]. Apesar
de nao serem o0s componentes presentes em maior quantidade, os flavonodides
podem ocorrer na propolis verde. Um exemplo é o kaemferide, um composto raro
que possui atividade antioxidante [14]. A visdo predominante € que a clara atividade
biolégica dos flavondides consiste em parte de sua capacidade de protegao contra a
acao dos radicais livres [30; 24].

Vérios estudos avaliando a atividade antioxidante da prépolis foram
realizados. Simdes et al. (2004) [14] estudaram os efeitos biolégicos dos diferentes
extratos e fragdes da propolis verde e basearam-se na avaliagdo das espécies
reativas de oxigénio produzidas pelos neutréfilos de coelhos estimulados por
particulas de complexos imunes a opsoninas (anticorpos que tornam bactérias e
outras células suscetiveis a fagocitose). Os autores concluiram que os constituintes
da propolis atuam por mecanismos diversos sequestrando as espécies reativas de
oxigénio.

Sabendo-se que a prépolis tem uma atividade antioxidante significativa,
seria muito importante o desenvolvimento de formulagdes topicas com extrato de
prépolis. Marquele et al. (2005) [31] realizaram um estudo para a determinagéo da
atividade antioxidante do extrato da propolis brasileira em formulacdes tépicas e
observaram que quando o extrato é submetido as estas formulagdes, a atividade
antioxidante é mantida protegendo a pele contra danos causados por radicais livres.

Duran et al. (2006) [32] pesquisaram as propriedades antioxidante,
antiinflamatéria e antibacteriana de uma formulacao tépica de prépolis no tratamento
de queratite causada por Staphylococcus aureus. Os resultados demonstraram que
a formulagao apresentou todas essas propriedades no tratamento de roedores com
queratite, e também na prevengdao do desenvolvimento de sinais clinicos e

histoldgicos.

1.3 SISTEMA-TESTE IN VIVO: SANGUE PERIFERICO DE RATOS WISTAR

O teste de micronucleos em roedores é internacionalmente aceito

como parte da bateria de testes recomendada para se estabelecer a avaliacado e o
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registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram no mercado [33]. O
procedimento original para o teste de micronucleo foi desenvolvido por Schmid et al.
(1976) [34], subsequentemente modificado por Heddle e Salamone (1981) [35].

Os micronucleos sao corpusculos de cromatina originados da perda de
cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossdémicos acéntricos, que nao foram
incorporados no nucleo das células-filha durante a mitose [35]. Considerando que
diferentes mecanismos podem estar envolvidos na formagao dos micronucleos,
incluindo quebras cromossémicas e rompimento do fuso, pode-se dizer que o teste
de micronucleo permite a avaliagdo de agentes clastogénicos e aneugénicos,
respectivamente [36].

Ha quatro mecanismos geralmente aceitos pelos quais os micronucleos
podem se formar: a) a perda mitética de fragmento do cromossomo acéntrico
(formando aberragdes estruturais); b) consequéncias mecanicas de quebra
cromossOmica e troca (formando aberragcbes estruturais); c) perda mitética de
cromossomos inteiros (formando aberragdes numéricas); e d) apoptose. O eritrocito
é particularmente adequado para analise de micronucleo, porque durante a
maturagao do eritroblasto para o eritrécito policromatico (PCE) (um periodo de cerca
de 6 horas que seguem a mitose final), o nucleo é expulso tornando mais facil a
identificagdo do micronucleo [37].

A andlise da frequéncia de micronucleos pode ser obtida em diferentes
orgaos com rim [38], medula 6ssea [39] e sangue periférico [40]. MacGregor et al.
(1980) [41], utilizando-se de camundongos, foram os primeiros a demonstrar que o
micronucleo formado na medula 6ssea poderia ser detectado no sangue periférico. A
sua grande vantagem €& que os animais podem ser utilizados para a analise de
outros parametros sem qualquer interferéncia, uma vez que sao requeridas
pequenas quantidades de sangue periférico para a analise. Além disso, em casos de
exposicao prolongada dos animais, muito comum em testes toxicolégicos, € possivel
obter amostras repetidas do mesmo animal em diferentes tempos, uma vez que nao
requer o seu sacrificio [40].

Outra vantagem do teste de micronucleo in vivo esta na possibilidade
de se utilizar qualquer tipo de roedor, permitir tratamentos subagudos e crénicos,
além de ser possivel a contagem dos eritrécitos maduros, mesmo apos o tratamento
crbnico [42]. Ha também a possibilidade de utilizacdo de varias formas de

administragéo, dentre as quais se pode citar subcutanea e gavage [43].
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Os micronucleos sdo analisados nos eritrécitos jovens. Quando os
eritroblastos expelem seu nudcleo, se transformando entdo em eritrocitos, os
micronucleos permanecem no citoplasma onde sao facilmente reconheciveis.
Durante um periodo de 10 a 24 horas, os eritrécitos jovens sao policromaticos (RNA-
positivos), e coram-se em azul. Assim, os micronucleos analisados nesse tipo de
célula foram formados na mitose anterior, na presenca do agente mutagénico. Como
o periodo entre a ultima divisdo e a formagdo do PCE é de 8 a 12 horas, os
micronucleos encontrados foram induzidos pelo agente cerca de 10 horas apds o
tratamento. Além disso, o intervalo minimo dentro do qual os micronucleos podem
ser detectados corresponde a duracao de estagio de policromatico, ou seja, entre 10
a 24 horas [44].

A porcentagem de PCE entre o total de eritrécitos (PCE + NCE
[normocromatico]) deve ser determinada a fim de se avaliar a citotoxicidade,
podendo também ser usada para documentar a biodisponibilidade da substancia
teste no tecido alvo. A toxicidade é indicada por uma redugdo significativa na
porcentagem de PCE, e é determinada pela andlise de pelo menos 200 eritrécitos
por animal, para pelo menos 5 animais por grupo de tratamento.

E recomendado incluir um grupo controle positivo em todo
experimento, para assegurar que o teste esta sendo realizado de acordo com os
padroes estabelecidos. Um indugdo significativa de eritrocitos policromaticos
micronucleados (PCEMNs) deve ser observada nos animais controle positivo, para

que o resultado negativo do teste de micronucleo possa ser aceito [33].

1.4 SISTEMA-TESTE IN VITRO: CELULAS DE OVARIO DE HAMSTER CHINES

As aberragbes cromossdmicas e trocas de cromatides-irmas sao
parametros citogenéticos de mutagenicidade. As aberragdes cromossOmicas sao
alteracdes na estrutura do cromossomo resultante de quebra ou de troca de material
genético. A maioria das alteragdes cromossémicas € letal, porém, ha varias que sao
viaveis e podem causar efeitos genéticos tanto somaticos como hereditarios. A troca
de cromatides-irmas representa uma troca simétrica da fita complementar do DNA

entre as cromatides-irmas dentro de um unico cromossomo. A maioria dos agentes
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mutagénicos induz mutagdes por mecanismo direto, onde a substancia quimica atua
diretamente sobre o DNA, mas também por mecanismo indireto como, por exemplo,
dano oxidativo ou inibi¢do da sintese de DNA [45].

A analise de aberracbes cromossémicas em culturas de células de
mamiferos, como varias linhagens provenientes de hamster Chinés, tais como
células V79 (pulmonares), CHL (chinese hamster lung, pulmao de hamster Chinés),
CHO (chinese hamster ovary, ovario de hamster Chinés), etc., sdo muito Uteis para a
deteccao de agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos [46].

As culturas utilizadas nos testes in vitro nem sempre fazem a
metabolizagdo adequada dos compostos quimicos, assim os laboratoérios usam a
fracdo S9 (fracdo microssomal de figado de ratos tratados com aroclor 1254). Para
Galloway et al. (1994) [47] a ativagao metabdlica deve ser feita com a fragdo S9.
Qualquer concentragéo entre 1 a 10% (v/v) do figado homogeneizado S9 pode ser
usada no meio de cultura final. Soro também deve ser adicionado ao meio de cultura
sempre que o tratamento for durar mais que 3 horas a fim de evitar os efeitos da
auséncia do soro sobre as células.

Segundo alguns protocolos internacionalmente aceitos [45; 47; 48] a
dose maxima recomendada de um composto teste deve ser 10mM ou 5mg/mL,
quando o peso molecular ndo é conhecido ou misturas estido sendo testadas, a
menos que seja limitado pela citotoxicidade. Este limite de concentragédo é
estabelecido para evitar a inducdo de aberracbes devido ao aumento da
osmolaridade do meio de cultura. Os extremos de pH também sao conhecidos por
induzir quebras cromossémicas, sendo que o pH do meio de cultura deve ficar
dentro da escala fisiolégica devendo ser ajustado imediatamente apds a adigao da
substancia teste no meio de cultura, se necessario.

A citotoxicidade deve ser determinada usando um apropriado indicador
de integridade celular e crescimento, tal como medida de confluéncia, contagem de
células viaveis ou indice mitético. A importancia da determinagao do limite da
toxicidade foi baseada na observagdo que muitos compostos causam aberragoes
somente em concentragcdes que produzem um aumento da citotoxicidade. Um limite
de 50% foi sugerido por experimentos realizados em diferentes laboratérios e com
varios sistemas-testes, incluindo as células CHO. Pelo menos, 200 células devem
ser analisadas por dose e controle. As células devem conter um numero de

centrébmeros igual ao numero modal + 2 [47]. Pelo menos trés concentragbes da
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substancia a ser testada sdo recomendadas para os tratamentos. Altas
concentragcbes do composto para o teste de citotoxicidade devem ter resultado na
redugdo do indice mitdtico de 20 — 25% comparado com o controle negativo, a
menos que limitado pela solubilidade do composto teste [45].

O uso de controle positivo também faz parte de todo estudo de
genética toxicologica in vitro. Ha varias vantagens como verificar as condi¢gdes de
manutencado dos animais, facilitar a comparagcéo de dados de um laboratério para
outro, ajudar no estabelecimento de critérios minimos de aceitacdo do ensaio, e
assegurar precisamente que todos os passos em um experimento foram seguidos.
Como controle positivo, deve ser empregado conhecidos agentes clastogénicos para
uma adequada reprodutibilidade e detectavel aumento de alteracbes demonstrando
a sensibilidade do sistema-teste [49].

As culturas devem ser expostas a substancia teste por 3-6 horas, e
com tempo de fixacdo equivalente a um ciclo e meio de divisdo celular a partir do
inicio do tratamento. Segundo Galloway et al. (1994) [47] em células com um tempo
de ciclo de 13 horas, o cultivo deve ser de 20 horas a partir do inicio do tratamento,
e se o resultado for negativo em experimentos com e sem ativagao metabdlica, um

tratamento continuo deve ser realizado.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Os efeitos terapéuticos da prépolis sobre algumas doengas humanas
tém levado a um grande interesse no entendimento de suas propriedades bioldgicas
relacionadas a sua composicdo quimica. Os mecanismos responsaveis pelas
melhorias nas condigdes de saude observadas com o uso na medicina popular ainda
nao estdo completamente elucidados. Uma vez que os géis contendo diferentes
concentragdes de propolis (1,2%; 2,4% e 3,6%) para queimadura apresentaram

eficiéncia no teste de cicatrizacdo, e para que possam ser utilizados pela populagao
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humana com mais seguranga, tornou-se relevante avaliar se tais substancias
estavam envolvidas na indugdo de danos cromossOmicos. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a mutagenicidade dos géis em células de

mamiferos in vivo e in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

No sistema-teste in vivo foi utilizado células do sangue periférico de
ratos Wistar cujos objetivos foram:

- avaliar as frequéncias de eritrécitos policromaticos micronucleados
(PCEMNs) em animais submetidos aos tratamentos dérmicos subagudo e
subcrénico com os géis contendo diferentes concentracbes de prépolis para
queimadura, e seus respectivos controles;

- determinar os valores de indice de divisao nuclear (IDN) nos grupos
tratados de maneira subaguda e subcrénica com os géis contendo diferentes

concentracdes de prépolis, e seus respectivos controles.

As células de ovario de hamster Chinés foram utilizadas para analise in

vitro do potencial mutagénico dos géis, sendo os objetivos descritos a seguir:

- analisar as frequéncias de aberragdes cromossdmicas observadas
em culturas tratadas em pulso de 3 horas e continuamente (20 horas) com géis
contendo diferentes concentragbes de propolis, e seus respectivos controles;

- calcular os indices mitéticos (IM) nas culturas submetidas aos
tratamentos por 3 horas e continuo com os géis contendo diferentes concentragdes

de propolis, e seus respectivos controles.

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 PREPARACAO DE FORMULACOES TOPICAS CONTENDO EXTRATO DE
PROPOLIS

O gel contendo prépolis para queimadura foi fornecido pela Apis Flora
Comercial e Industrial Ltda. (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo). O desenvolvimento da
formulagao envolveu a pesquisa da concentragdo do polimero, a escolha do extrato
de prépolis (hidroalcodlico ou glicdlico) e a padronizagdo deste, pesquisa fisico-
quimica da formulagdo em fungéo dos constituintes adicionais a formulagao. Os géis
foram preparados pelo método a frio de acordo com Schmolka (1972) [50], onde se
dispersou o polimero em agua destilada, sob agitacdo constante. Foram preparadas
duas amostras controle, sendo a primeira constituida pela dispersado do polimero e a
segunda pelo agente solubilizante utilizado para a obtencdo de um gel limpido. As
trés formulagbes estudadas contendo extrato padronizado de prépolis apresentaram
respectivamente 1,2%; 2,4% e 3,6% p/v de extrato seco de propolis [9].

A analise da composi¢cao quimica do extrato de prépolis utilizado nas
formulagdes topicas foi realizada pelo Prof. Dr. Jairo K. Bastos da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP. O extrato de prépolis foi
submetido a andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a qual
permitiu a identificagcdo dos seguintes compostos: acido cumarico (acido p —
cumarico); aromadendrina (aromadendrina — 4 — o — metil ester); drupanina (acido 3
— prenil p — cumarico); artepelin C (acido 3,5 — diprenil p — cumarico) e baccharina

(acido 3 — prenil — 4 — diidrocinamoiloxi — cinédmico) (Figura 1).
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Figura 1: Os compostos quantificados foram: 1 — acido cumarico, 2 —

aromadendrina, 3 — drupanina, 4 — artepelin C e 5 — baccharina.

3.2 AGENTES INDUTORES DE DANOS CROMOSSOMICOS

O quimioterapico ciclofosfamida (CPA, Sigma-Aldrich) e doxorrubicina
(DXR, Pharmacia Brasil Ltda.) foram utilizados no presente trabalho nos sistemas-
testes in vivo e in vitro, respectivamente, como indutores de danos cromossémicos
(controle positivo). A CPA foi dissolvida em &agua destilada e administrada

intraperitonealmente, e a DXR foi dissolvida em agua destilada estéril.

3.3 SISTEMA-TESTE IN VIVO: SANGUE PERIFERICO DE RATOS WISTAR

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 30 ratos machos
da espécie Rattus novergicus da linhagem Wistar, com peso inicial de
aproximadamente 45 g de peso corpéreo (p.c.), procedentes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto-USP. Os animais foram mantidos em
caixas de plastico em uma sala experimental com condicdes controladas de

temperatura (22+2°C), umidade (50+10%) e sobre um ciclo de luz de 12 horas
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claro/12 horas escuro. Ragdo e agua foram fornecidos ad libitum. O protocolo de
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Franca (processo n°
121/05).

Como o gel utilizado do presente trabalho se destina ao tratamento de
lesdes originadas de queimaduras, os animais foram submetidos a lesao dorsal com
o aparelho “punch” (Figura. 2), utilizando previamente anestésico (ketamina,
midazolan e acepran) intraperitoneal [4]. As concentragdes dos géis contendo
propolis para queimadura que foram utilizadas no presente trabalho, bem como o
protocolo de tratamento, foram determinados de acordo com os estudos histolégicos
da agdo dos géis sobre a cicatrizagdo, realizados anteriormente [51]. Para a
realizacdo dos experimentos, as concentragdes de prépolis nos géis foram: 1,2%,
24% e 3,6% p/v. Além dos animais tratados com géis contendo diferentes
concentragbes de propolis, também foram realizados grupos de animais tratados
com gel sem propolis, controles negativo e positivo (CPA, 50mg/kg p.c.,

intraperitoneal).

Figura 2 - Aparelho “punch” usado para a realizagdo da lesao
dorsal (A); animal com leséo dorsal (B).

Para cada grupo de tratamento foram utilizados cinco animais. Os
animais foram submetidos a exposi¢cédo subaguda (7 dias) e subcrdnica (30 dias) aos
géis, com e sem propolis, tratados dermicamente e pesados diariamente.

Os grupos de tratamento foram:

1. Controle negativo

2. Gel sem propolis

3. Gel1,2%

4. Gel 2,4%

5. Gel 3,6%
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6. Controle positivo (CPA, 50mg/kg p.c.)

Para a obtengdo de micronucleos de sangue periférico de ratos Wistar
foi utilizada a técnica de MacGregor et al. (1980) [41]. Os esfregacos de sangue
periférico foram realizados 7 e 30 dias apds o inicio da aplicagado dos géis contendo
diferentes concentragbes de propolis nas lesbes dorsais dos animais. A CPA foi
administrada no 6° dia de tratamento, sendo os esfregagos de sangue periférico
realizados 24 horas apés o tratamento.

A técnica para obtencdo da frequéncia de PCEMNS se encontra
descrita a seguir:

- colheu-se o material da cauda do animal, fazendo um corte e
gotejando-se o sangue diretamente sobre a lamina seca. Com uma laminula fez-se o
esfregaco;

- 0 material secou a temperatura ambiente e fixou-se em metanol por 5
minutos;

- corou-se com Giemsa diluido em tampao fosfato pH 6,8 (1:10) por 20
minutos apenas no dia seguinte.

As freqiiéncias de PCEMNSs foram obtidas a partir da analise de 2000
PCEs/animal. Por meio da analise de 400 eritrocitos por animal foi determinado o
IDN (PCE/PCE+NCE), ou seja, a percentagem PCE entre o total de eritrécitos, a fim

de avaliar a citotoxicidade dos tratamentos [52].

3.4 SISTEMA-TESTE /N VITRO: CELULAS DE OVARIO DE HAMSTER CHINES

A linhagem empregada para a realizagéo dos experimentos foi a CHOg,
procedente do Laboratério de Citogenética e Mutagénese da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto-USP. Esta linhagem encontra-se estocada em nitrogénio liquido (-
195°C), em aliquotas de 1 x 10° células/mL, em uma solugdo de congelamento
composta de 50% de meio de cultura (HAM F10 + DEM, na proporgéo 1:1, Sigma-
Aldrich), 40% de soro bovino fetal (Nutricell) e 10% de dimetil sulféxido (DMSO,
Sigma-Aldrich).

As células foram descongeladas e colocadas em cultivo em meio de
cultura (HAM F10 + DEM, 1:1, Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de soro
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bovino fetal, 1,2 g/mL de bicarbonato de sdédio (Sigma-Aldrich), 0,1 g/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 0,06 g/mL de penicilina (Sigma-Aldrich).

As células foram cultivadas em monocamadas em 10 mL de meio de
cultura utilizando-se frascos estéreis descartaveis de 25 cm? de area (Corning) a 37°
C em estufa de B.O.D. (Marconi). A cada dois ou trés dias, quando apresentavam
uma boa confluéncia, as células foram subcultivadas. Foi removido o meio de cultura
e as células foram lavadas usando-se PBS (phosphate buffer saline) e ATV (solugao
de tripsina 0,2% + versene 0,02%, Instituto Adolfo Lutz) na proporgéo de 1 ATV: 1
PBS, para desprender as células de superficie interna do frasco de cultura. Apds o
desprendimento das células, 1,5 mL de meio de cultura completo foi adicionado ao
frasco para a inativagdo do ATV e homogeneizado. Uma pequena quantidade de
células foi, entdo, colocada em cultivo em novos frascos contendo 10 mL de meio de
cultura e foram incubadas a 37°C.

Cerca de 2 horas antes do inicio dos experimentos, as células foram
subcultivadas e uma quantidade de aproximadamente 1 x 10° de células em fase
exponencial de crescimento foram semeadas em cada frasco de cultura para serem
tratadas. Para a contagem das células foi utilizada a cadmara de Newbauer. As
culturas foram tratadas com 5mg/mL de cada um dos géis contendo diferentes
concentragdes de prépolis para queimadura (1,2%; 2,4% e 3,6%). Foram realizados
2 protocolos de tratamentos, em pulso de 3 horas e continuo (20 horas), como

mostra os delineamentos experimentais apresentados a seguir:

Tratamento em pulso de 3 horas:

Repique  Assentamento das células Lavar com PBS (2 x) Fixagao
Tratamento Reincubar em meio completo Colcemide

| I | I |

Oh 2h 5h 20 h 22 h

Tratamento continuo (20 horas):

Repique Assentamento das células Fixacao
Tratamento Colcemide

I I I I

Oh 2h 20 h 22 h
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Os grupos de tratamento foram:

1. Controle negativo

2. Controle solvente (DMSO, 10uL/mL)
3. Gel sem propolis

4. Gel 1,2%

5. Gel 2,4%

6. Gel 3,6%

7. Controle positivo (DXR, 1,0pg/mL - continuo e 2,0ug/mL — pulso de 3
horas)

Para bloquear as células em metafase, 2 horas antes da fixacao foi
adicionada uma solugao de colcemide (0,1ug/mL). As preparagdes metafasicas para
a analise convencional de aberragées cromossOmicas foram obtidas de acordo com
os procedimentos descritos a seguir:

- transferiu-se o0 material para tubos de centrifuga, lavou-se cada frasco
de cultura com 5mL de PBS;

- adicionou-se 0,5mL de solugdo 1 PBS: 1 ATV para desprender as
células;

- colocou-se 5mL de meio de cultura para a inativacdo do ATV e
transferiu-se para o tubo de centrifuga;

- centrifugou-se a 1000 rpm por 5 minutos, desprezou-se o
sobrenadante, adicionou-se 10mL de solug&o hipoténica de citrato de sédio 1% a
37°C por 12 minutos;

- centrifugou-se a 1000 rpm por 5 minutos, descartou-se o
sobrenadante, homogenizou-se o sedimento e acrescentou-se 5mL de fixador (3
metanol:1 acido acético) recém-preparado;

- repetiu-se esse procedimento mais 2 vezes e, na Ultima etapa,
ressuspendeu-se com cerca de 0,5mL de fixador.

As laminas imersas em agua destilada gelada foram utilizadas. A
coloragao foi feita com Giemsa diluido em tampéao fosfato pH 6,8 (1:30) por 5
minutos. As laminas foram analisadas em teste cego. A analise foi realizada em

metafases bem espalhadas, sem sobreposicao e com 21+2 cromossomos. Foram
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analisadas 100 metafases/cultura em microscépio de luz e em objetiva de imerséo.
Para a obtencao do IM foi contado o numero de metafases em 2000 células/cultura.
Foram realizadas 3 repeticdes para cada tratamento considerando os
delineamentos experimentais em pulso de 3 horas e continuo, sendo analisadas em
cada um 300 metafases por grupo de tratamento para a determinagao da freqiéncia
de aberracdes cromossOmicas e 6000 células para a obtencao do IM. As aberracdes

cromossOmicas foram classificadas de acordo com Savage (1976) [53].

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de frequéncias de PCEMNs e IDN obtidos no sistema-
teste in vivo bem como de aberragbes cromossdémicas, metafases alteradas e IM
observados no sistema-teste in vitro foram analisados estatisticamente pelo método
de Tukey com o nivel de significancia igual a P= 0,05. Os gaps néo foram incluidos
na analise estatistica, uma vez que o seu significado citogenético ndo & bem

estabelecido.

4 RESULTADOS

4.1 SISTEMA-TESTE IN VIVO: SANGUE PERIFERICO DE RATOS WISTAR

Os resultados obtidos das analises das freqiéncias de PCEMNs de
sangue periférico (Figura 3) de animais submetidos aos tratamentos subagudo e
subcrénico com géis contendo diferentes concentragbes de prépolis estao
apresentados nas Tabelas 1 a 3 e Figura 4. Os dados mostraram que ha uma
pequena variabilidade interindividual na frequéncia de PCEMNs em cada um dos
grupos de tratamento (Tabelas 1 e 2). Quando os resultados sdo somados em cada

grupo de tratamento observa-se que no tratamento subagudo, os géis 2,4% e 3,6%
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apresentaram frequéncia de PCEMNs maiores quando comparados ao controle.
Porém, esse aumento ndo foi estatisticamente significativo (P>0,05). No tratamento
subcrénico, os grupos tratados com as diferentes concentragcbes de géis
apresentaram freqiéncias de PCEMNs menores em relagcdo ao controle, mas essas
diferencas nao foram estatisticamente significativas (P>0,05).

Como era esperado, os animais tratados com CPA apresentaram um
aumento significativo de PCEMNs (P<0,05) quando comparados ao grupo controle
(Tabela 3).

Figura 3 - Fotomlcrografla optica de entrocﬂo
policromatico micronucleado (A), sem
micronucleo (B) e eritrocito normocromatico sem
micronucleo (C), de ratos Wistar (Giemsa;
1000x).

Uma analise comparativa dos resultados de PCEMNs obtidos no
diferentes grupos de tratamentos nos dois tempos de exposi¢cado pode ser observada
na figura 3 E notério uma diminuicdo na freqiiéncia de PCEMNs nos grupos
submetidos a exposicdo subcrbnica em relacdo aqueles expostos de maneira
subaguda aos géis. Esta diminuicdo pode ter ocorrido por uma adaptacdo dos
animais as condicbes de manutencdo. Entretanto, estas diferengcas nido foram
estatisticamente significativas (P>0,05).

A anadlise do IDN obtida para os tratamentos dérmicos subagudo e
subcrénico ndo apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa (P>0,05)
nas médias de PCE sob o total de eritrécitos entre animais tratados com os géis
contendo diferentes concentragdes de propolis para queimadura e respectivos

controles (Tabela 3).
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A Tabela 4 mostra as médias do peso corpdreo inicial, peso corporeo
final e ganho de peso dos animais durante o periodo de experimento (30 dias).
Nenhuma diferenga estatisticamente significativa (P>0,05) foi observada para essas

variaveis.

Tabela 1 - Frequéncias de PCEMNs em sangue periférico de ratos Wistar submetidos
ao tratamento dérmico subagudo com géis contendo diferentes concentragdes de
propolis para queimadura, e seus respectivos controles

Tratamento Animal N° de PCEs N° de PCEMNSs
Analisados
Controle M1 2000 3
M2 2000 4
M3 2000 1
M4 2000 0
M5 2000 1
Gel sem Propolis M1 2000 2
M2 2000 2
M3 2000 2
M4 2000 1
M5 2000 1
Gel 1,2% M1 2000 2
M2 2000 6
M3 2000 0
M4 2000 1
M5 2000 0
Gel 2,4% M1 2000 3
M2 2000 0
M3 2000 6
M4 2000 1
M5 2000 5
Gel 3,6% M1 2000 2
M2 2000 1
M3 2000 0
M4 2000 2
M5 2000 10
CPA M1 2000 23
M2 2000 15
M3 2000 6
M4 2000 22
M5 2000 23

M, macho.
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Tabela 2 - Frequéncias de PCEMNs em sangue periférico de ratos Wistar submetidos ao
tratamento dérmico subcrénico com géis contendo diferentes concentragdes de propolis
para queimadura, e seus respectivos controles

Tratamento Animal N° de PCEs N° de PCEMNSs
Analisados
Controle M1 2000 1
M2 2000 4
M3 2000 2
M4 2000 1
M5 2000 2
Gel sem Prépolis M1 2000 0
M2 2000 0
M3 2000 2
M4 2000 1
M5 2000 0
Gel 1,2% M1 2000 2
M2 2000 1
M3 2000 0
M4 2000 1
M5 2000 2
Gel 2,4% M1 2000 0
M2 2000 2
M3 2000 0
M4 2000 0
M5 2000 3
Gel 3,6% M1 2000 0
M2 2000 0
M3 2000 1
M4 2000 1
M5 2000 1
CPA M1 2000 23
M2 2000 15
M3 2000 6
M4 2000 22
M5 2000 23

M, macho.
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Tabela 3 — Frequéncias de PCEMNs e indices de divisdo nuclear (IDN) de sangue
periférico de ratos Wistar submetidos aos tratamentos dérmicos subagudo e subcrénico
com géis contendo diferentes concentragcbes de prépolis para queimadura, e seus
respectivos controles

Tratamentos Subagudo Subcrénico

(n=5 ratos/grupo)

PCEMNs* IDN** PCEMNs* IDN**
Controle 0,09 0,14+0,03 0,10 0,12+0,02
Gel sem propolis 0,08 0,14+0,04 0,03 0,10+0,03
Gel 1,2% 0,09 0,16+0,03 0,06 0,13+0,02
Gel 2,4% 0,15 0,17+0,05 0,05 0,12+0,03
Gel 3,6% 0,15 0,13+0,02 0,03 0,12+0,02
CPA 0,89 0,15+0,03 0,89 0,15+0,03

Foram analisadas 2.000 células por animal, para um total de 10.000 células por tratamento.
CPA, ciclofosfamida (50mg/kg p. c.)

* Valores em porcentagem

** Valores em médiatdesvio padrao
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Figura 4 - Frequéncias de PCEMNs em ratos Wistar submetidos aos tratamentos
subagudo e subcronico com géis contendo diferentes concentragbes de propolis
para queimadura, e seus respectivos controles.
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Tabela 4 — Médias de peso corporeo inicial, peso corporeo final e ganho de peso
depois de 30 dias de tratamento com géis contendo diferentes concentragbes de
prépolis para queimadura, e seus respectivos controles

Tratamentos Peso corpéreo inicial Peso corpéreo Ganho de peso
(n=5 ratos/grupo) (9)* Final (9)* corporeo (g)*
Controle 48,348,0 177,2+8,1 270,6+6,0
Gel sem propolis 48,318,4 164,9+7,6 229,0+15,8
Gel 1,2% 49,3+7,5 139,4+16,7 209,5+23,5
Gel 2,4% 50,4+9,8 147,4+21,9 211,4+31,9
Gel 3,6% 47,7+9,0 152,2+25,2 238,8+42,9

*Valores em média +desvio padrao

4.2 SISTEMA-TESTE IN VITRO: CELULAS DE OVARIO DE HAMSTER CHINES

Os resultados obtidos da analise das frequéncias de aberragdes
cromossomicas (Figura 5) nos tratamentos em pulso de 3 horas e continuo com géis
contendo diferentes concentragcdes de prépolis para queimadura, e seus respectivos
controles, estdo apresentados nas Tabelas 5 a 8 e Figura 6. Os resultados
mostraram que houve uma pequena variabilidade na frequéncia de aberragdes
cromossOmicas entre as trés repeticdes nos dois tempos de tratamentos (Tabelas 5
e 6). Quando os dados foram somados, pode-se observar que as culturas tratadas
em pulso de 3 horas com géis contendo 1,2% e 2,4% de prépolis mostraram um
pequeno aumento no numero de aberragdes cromossémicas e metafases alteradas
quando comparadas ao grupo controle, porém essas diferengcas nao foram
estatisticamente significativas (P>0,05) (Tabela 7). No tratamento continuo, as
culturas tratadas com géis contendo 2,4% e 3,6% de prépolis apresentaram
freqiéncias de aberragbes cromossOmicas e metafases alteradas ligeiramente
superiores aquelas do controle negativo, mas sem significancia estatistica (P>0,05)
(Tabela 8).
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Figura 5 — Fotomicrografia Optica de
célula metafasica de ovario de hamster
Chinés (Giemsa; 1000x).

Na Figura 6 pode-se observar em todos os tratamentos e controles
negativo que os dois delineamentos experimentais, em pulso de 3 horas e continuo,
apresentaram frequéncias de aberragdes cromossémicas que nao diferiram
estatisticamente, sendo que no tratamento continuo o gel contendo 3,6% de prépolis
mostrou um aumento nao significativo (P>0,05) em relagéo as culturas tratadas em
pulso de 3 horas.

As aberracbes cromossémicas mais freqlentes foram quebras
cromatidicas e isocromatidicas, seguidas de gaps cromatidicos. Houve também a
observacao de aberragdes como exchange, figuras trirradiais, quadrirradiais, anéis e
dicéntricos (Tabela 7 e 8).

Os resultados obtidos das analises de IM nas culturas submetidas ao
tratamento de pulso de 3 horas com os géis contendo diferentes concentragdes de
prépolis mostraram auséncia de diferengas estatisticamente significativas entre as
culturas tratadas e seus respectivos controles (Tabela 7). No tratamento continuo,
observou-se valores de IM menores nas culturas tratadas com géis contendo 2,4% e
3,6% de prépolis em relagdo ao controle, mas esta redugao foi estatisticamente
significativa (P<0,05) somente no tratamento com gel contendo 3,6% de prépolis
(Tabela 8).
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Tabela 5 — FreqUéncias de aberragdes cromossémicas (AC), metafases alteradas
(MA) e indices mitéticos (IM) observados em culturas de células de ovario de
hamster Chinés submetidas ao tratamento em pulso de 3 horas com géis contendo
diferentes concentragdes de propolis, e respectivos controles

Tratamento Aberragcbes Cromossbémicas Total MA IM%
G’ Q’ Q” OTA
Controle 1 2 0 1Ex 4 4 5,95
DMSO (10uL/mL) 0 2 0 1Tr 3 3 4,95
0 2 0 0 2 2 5,30
0 1 0 0 1 1 4,50
Gel sem Propolis 0 0 1 0 1 1 4,95
0 1 1 0 2 2 4,05
0 0 0 4 4 3,80
Gel 1,2% 0 2 2 0 4 4 9,15
0 2 0 0 2 2 8,45
1 5 0 1EX 7 7 9,65
Gel 2,4% 1 0 0 0 1 1 9,95
0 3 0 1Tr 4 4 7,65
0 5 0 1EX 6 6 7,85
Gel 3,6% 0 0 0 1Ex, 1Qr 2 2 6,05
1 0 0 1EX 2 2 9,00
0 1 0 0 1 1 9,35
DXR (2,0pg/mL) 0 8 2 1Ex, 3 A 14 14 5,50
3 7 9 1EX 20 20 8,85
0 6 4 1Ex, 1A 12 12 8,65

G’, gap cromatidico; Q°, quebra cromatidica; Q" quebra isocromatidica; OTA, outros tipos de
alteragbes; A, anel; Ex, complex exchange; Tr, figura trirradial; Qr, figura quadrirradial.
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Tabela 6 — FreqUéncias de aberragdes cromossémicas (AC), metafases alteradas
(MA) e indices mitéticos (IM) observados em culturas de células de ovario de
hamster Chinés submetidas ao tratamento continuo (20 horas) com géis contendo
diferentes concentragdes de propolis, e respectivos controles

Tratamento Aberragdes Cromossbémicas Total MA IM%
G Q Q" OTA
Controle 0 0 1 0 1 1 7,15
0 3 2 0 5 5 6,50
0 3 0 0 3 3 4,60
DMSO (10uL/mL) 1 0 1 0 2 2 7,65
0 3 1 0 4 4 1,95
1 1 3 0 5 5 4,55
Gel sem 0 2 1 0 3 3 5,15
Prépolis 0 0 1 1Ex 2 2 5,20
0 3 0 3 3 5,15
Gel 1,2% 0 1 1 0 2 2 8,40
4 3 0 2EXx 9 9 6,10
0 0 0 0 0 0 5,80
Gel 2,4% 1 1 0 2Ex, 1Tr 5 5 1,70
0 4 1 2Dc 7 7 4,50
0 4 0 1EX 5 5 1,70
Gel 3,6% 0 2 0 0 2 2 1,50
0 6 0 4Ex, 2 Qr 12 12 0,70
0 7 0 0 7 7 0,50
DXR (1,0ug/mL) 0 3 1 6Ex, 4Qr, 2Dc 16 16 2,80
4 6 4 2Ex, 1Qr 17 17 6,55
1 6 5 0 12 12 8,55

G’, gap cromatidico; Q°, quebra cromatidica; Q" quebra isocromatidica; OTA, outros tipos de
alteragbes. Ex, complex exchange; Tr, figura trirradial; Qr, figura quadrirradial; Dc, dicéntrico.
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Tabela 7 - Somatéria das freqléncias de aberragdes cromossdmicas (AC),
metafases alteradas (MA) e valores de indices mitéticos (IM) observados em culturas
de células de ovario de hamster Chinés submetidas ao tratamento em pulso de 3
horas com géis contendo diferentes concentragdes de propolis, e seus respectivos
controles

Tratamentos Aberragdes cromossdmicas  Total AC/100 MA IM%
células Méedia+DP
G’ Q" Q° OTA
Controle 1 3 1 1EX 6 2,0 6 6,05+£2,00
DMSO (10uL/mL) 0 5 0 1Tr 6 2,0 6 4,92+0,40
Gel sem Prépolis 0 5 2 0 7 2,3 7 4,26+0,60
Gel 1,2% 1 9 2 1Ex 13 4.4 13 9,08+0,60
Gel 2,4% 1 8 0 1Ex,1Tr 11 3,7 11 8,48+1,27
Gel 3,6% 1 1 0 2Ex, 1Qr 5 1,7 5 8,13+1,81

DXR (2,0pg/mL) 3 21 15  3Ex, 4A 46 15,3 46 7,67+1,87

Para cada tratamento foram analisadas 300 células metafasicas. G’, gap cromatidico; Q°, quebra
cromatidica; Q° quebra isocromatidica; OTA, outros tipos de alteragbes; A, anel; Ex, complex
exchange; Tr, figura trirradial; Qr, figura quadrirradial.

Tabela 8 - Somatdria das frequéncias de aberragdes cromossdmicas (AC),
metafases alteradas (MA) e valores de indices mitéticos (IM) observados em culturas
de células de ovario de hamster Chinés submetidas ao tratamento continuo (20
horas) com géis contendo diferentes concentragdes de propolis, e seus respectivos
controles

Tratamentos Aberragdes cromossdmicas Total AC/100 MA IM%
células Média+DP
G’ Q" Q” OTA
Controle 0 6 3 0 9 3,0 9 6,08+1,32
DMSO (10uL/mL) 2 4 5 0 11 3,7 11 4,72+2,83
Gel sem Prépolis 0 5 2 1Ex 8 2,7 8 5,15+0,02
Gel 1,2% 4 4 1 2Ex 11 3,7 11 6,77+1,44
Gel 2,4% 1 9 1 3Ex, 1Tr,2Dc 17 57 17 2,631+1,61
Gel 3,6% 0 15 0 4EXx, 2Qr 21 7,0 21 0,90+0,52°
DXR (1,0ug/mL) 5 15 10 8Ex, 6Qr,4Dc 48 16,0 48 5,97+2,91

Para cada tratamento foram analisadas 300 células metafasicas. G°, gap cromatidico; Q°, quebra
cromatidica; Q" quebra isocromatidica; OTA, outros tipos de alteragbes, Ex, complex exchange; Tr,
figura trirradial; Qr, figura quadrirradial.

#Significativamente diferente do controle (P<0,05)
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Figura 6 — Frequéncias de aberragbes cromossémicas observadas em culturas de
células de ovario de hamster Chinés tratadas em pulso de 3 horas e continuamente
com géis contendo diferentes concentragdes de prépolis, e seus respectivos
controles.

5 DISCUSSAO

Prépolis € o nome genérico para substancias resinosas que séao
coletadas de varias plantas pelas abelhas e tem sido usada na medicina popular
desde 300 a.C. E sabido que a prépolis possui atividades antimicrobiana,
antioxidante, antitumoral e anti-tUlcera [21]. Nos ultimos anos, a propolis tem
ganhado popularidade, sendo utilizada extensivamente em comidas e bebidas, e
também por proporcionar beneficios a saude humana prevenindo doengas como
inflamacao, cardiopatia, diabetes e até mesmo o cancer [23].

A propolis foi usada como remédio pelos humanos desde tempos
remotos, e ainda é frequentemente usada no tratamento de ferimentos e
queimaduras, dor de garganta, uUlcera de estdmago, etc. Por isso, a propolis se

tornou o assunto de intensos estudos farmacolégicos e quimicos durante os ultimos
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30 anos. E notério que a utilizagdo da prépolis na cultura popular dentro da vida
contemporanea vem se destacando ainda mais. Muitos estudos tém sido publicados
divulgando e revisando as propriedades biolégicas da propolis, como por exemplo,
antimicrobiana, cicatrizante, antiprotozoaria e antiviral [8]

A composicao da propolis € muito complexa, pois depende do local de
coleta, da estacdo e da planta. Mais de 300 compostos como polifenéis, aldeidos
fendlicos, sequiterpenos, cumarinas, aminoacidos, esteréides e compostos
inorganicos tém sido encontrados em amostras de propolis [9].

Devido as diversas atividades bioldgicas da propolis e seu uso em
alimentos, bebidas e na medicina popular, ha um grande interesse no conhecimento
da composi¢cdo quimica e no entendimento dos mecanismos relacionados a sua
acao terapéutica. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou o potencial mutagénico
de géis contendo diferentes concentragbes de propolis para queimadura em células

de mamiferos in vivo e in vitro.

5.1 SISTEMA-TESTE IN VIVO: SANGUE PERIFERICO DE RATOS WISTAR

Os resultados obtidos em sangue periférico de ratos Wistar mostraram
que estes géis ndo aumentaram as freqiiéncias de PCEMNSs. E importante fazer
algumas consideragbes sobre o sistema-teste in vivo empregado no presente
trabalho. O teste de micronucleo é o ensaio in vivo mais amplamente utilizado para a
deteccao de agentes clastogénicos e aneugénicos [54; 42]. As caracteristicas
basicas do teste de micronucleo sao: o efeito do agente quimico é observado em
PCEs que tem um tempo de vida relativamente curto, de modo que qualquer
micronucleo que ele tenha pode ter sido gerado como resultado de danos
cromossOmicos induzidos recentemente; os micronucleos sado facilmente
identificaveis e a sua distribuicdo € bem definida; e a frequéncia de micronucleo
induzida em PCE é dependente do tempo de amostragem [33].

Tanto ratos como camundongos podem ser utilizados no teste de
micronucleo. No presente trabalho, a espécie Rattus novergicus foi utilizada para a
realizacao dos experimentos em virtude de terem sido feito anteriormente testes de

cicatrizagdo com géis contendo diferentes concentragdes de propolis nesta espécie
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[51]. Segundo Abramsson-Zetterberg et al. (1999) [40], desde que ratos tém sido
usados como espécie modelo em estudos toxicolégicos convencionais, podem ter
uma vantagem se o teste de micronucleo for usado em paralelo como uma indicagao
de efeito mutagénico nesta espécie. No caso de uma exposi¢cdo prolongada de
ratos, o qual é comum em testes toxicologicos, seria possivel pegar do mesmo
animal varias amostras de sangue periférico para o teste de micronucleo. A analise
de células micronucleadas em amostras de sangue periférico obtida de varios
tempos durante o experimento fornece uma importante informacédo suplementar
sobre o tempo decorrido da indugédo de micronucleo.

Entretanto, Schelgel e MacGregor (1984) [55] mostraram que ratos
eliminam PCEMNs do sangue periférico e que o 6rgao eficaz neste processo € o
baco. Dessa forma, eles concluiram que a medula 6ssea do rato deveria ser usada
como uma fonte de eritrécitos para o teste de micronucleo. A rapida eliminacido de
PCEMNSs de sangue periférico pode diminuir a sensibilidade do teste. Entretanto, a
sensibilidade pode ser aumentada pelo uso de PCEs mais jovens para a analise de
micronucleo.

A citometria de fluxo € uma técnica de medi¢cdo das propriedades
oticas das células individuais, ou particulas em geral, em fluxo continuo passando
uma de cada vez, sequencialmente, em frente a um feixe laser com sensores para
medir fluorescéncia e dispersao de luz, identificando o DNA presente dentro dos
micronucleos. O uso da citometria de fluxo quantifica os PCEMNs e os eritrocitos
normocromaticos micronucleados (NCEMNs), aumentando a rapidez das analises,
com uma otima sensibilidade. Abramsson—Zetterberg et al. (1999) [40] usaram a
citometria de fluxo em suas analises e relataram que a populagdo de PCE jovens
podem ser facilmente identificada. Dessa forma, consideram eritrécitos de sangue
periférico de ratos como um bom material para o teste de micronucleo quando uma
metodologia correta é usada.

A coloragdo com acridine orange tem propriedades fluorescentes e
afinidade por RNA, permitindo assim um maior contraste para a diferenciacao dos
eritrécitos [40]. Resultados promissores foram obtidos por Hayashi et al. (1992) [56]
que mostraram que coloragao supravital de PCEs de sangue periférico com acridine
orange permite diferenciar os PCEs muito jovens e aqueles mais velhos. Quando

restringiram a analise para PCE muito jovens em sangue periférico de ratos, a
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inducdo da freqiéncia de PCEMNs foi maior que quando esta freqliéncia foi
calculada a partir de todos PCEs periféricos.

Apesar destas consideragdes, as vantagens do uso de eritrocitos de
sangue periférico de ratos tém encorajado varios estudos de avaliagdo do potencial
mutagénico de substancias quimicas baseados na analise de PCEMNs. Henderson
et al. (1993) [567] analisaram a indugdo de micronucleos na medula 6ssea e sangue
periférico de ratos Wistar expostos a administragdo aguda e subcrbénica da
substancia azathioprine. Sewerynek et al. (1996) [58] testaram a relacdo entre um
horménio produzido pela pineal e os lipopolissacarideos presentes na superficie das
células, com a indugcédo de micronucleos em PCEs de sangue periférico em ratos.
Vijayalaxmi et al. (2001) [59] avaliaram a incidéncia de micronucleos em sangue
periférico e medula éssea de ratos expostos continuamente por 24 horas a uma
radiofrequéncia de 2450MHz. A indugdo de micronucleos apéds total exposi¢cao de
ratos a radiagcdo de microondas foi avaliada em PCEs de sangue periférico por
Trosic et al. (2002) [60] e Trosic e Busljeta (2006) [61]. Hamanda et al. (2003) [62]
relataram a correlacédo entre a idade e a indugdo de micronucleos em sangue
periférico de ratos, utilizando a CPA em seu controle positivo. A analise de
micronucleos em sangue periférico de ratos também tem sido empregada em
estudos de antimutagenicidade [63; 64]. Assim, o teste de micronucleo de sangue
periférico empregado no presente trabalho tem sido utilizado em varios estudos na
area de mutagénese.

A CPA aplicada nos animais do grupo controle positivo € um agente
clastogénico que induz principalmente quebras cromossdmicas. Dessa forma, os
micronucleos induzidos pela CPA contém fragmentos de cromossdmicos acéntricos
em maior propor¢ao que micronucleos induzidos por agentes aneugénicos como a
vincristina [40]. A CPA aplicada intraperitonealmente eleva a frequéncia de
micronucleos em PCE em sangue periférico de animais [65; 66]. Gollapude e
MacFadden (1995) [67] e Hayashi et al. (2000) [43] também utilizaram a CPA em
seus estudos. Baseando-se nos dados acima, a CPA foi empregada no presente
trabalho com pardmetro de adequacdo do sistema-teste utilizado para verificar o
possivel efeito clastogénico dos géis contendo diferentes concentragbes de propolis
para queimadura. Como a CPA elevou a frequéncia de PCEMNs no presente
estudo, se os geéis contendo diferentes concentragbes de propolis fossem

substancias mutagénicas, também seria possivel observar niveis aumentados de
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PCEMNs nas amostras de sangue periférico dos animais tratados. Os valores
encontrados nos grupos tratados com os géis foram semelhantes aos dados obtidos
no controle negativo, tanto na exposi¢éo subaguda como na subcrénica, revelando a
auséncia de mutagenicidade.

As rotas de administracdo da substancia-teste sdo variadas. Pode ser
por via oral (gavage), injegdes intraperitoneal, intravenosa, por inalagdo ou aplicagao
subcutanea. Qualquer forma escolhida é justificada, de acordo como se apresenta a
substancia-teste. A via de administragcdo adotada neste trabalho foi dérmica, pois
esta é a via de exposicdo humana ao gel para queimadura. Neste sentido, é
importante enfatizar que a analise de PCEMNs em sangue periférico € adequada
para a analise da mutagenicidade dos géis contendo diferentes concentragbes de
prépolis e administrado dermicamente. D’Souza et al. (2005) [68] observaram efeito
mutagénico e citotoxico pela analise de micronucleo em ratos expostos a um
herbicida via dérmica.

Anteriormente a este estudo, foram realizados testes histolégicos com
estes géis contendo deferentes concentragdes de prépolis para a comprovagao do
efeito cicatrizante dos géis sobre os tecidos tratados [51]. A realizagdo deste teste
histologico determinou o protocolo usado no presente trabalho, justificando-se entédo
o tipo de lesdo realizada nos animais, bem como a via de administragdo dos géis.

Segundo Hayashi et al. (2000) [43] pelo menos 4 animais e 2000
células analisadas por animal devem ser utilizados para determinar a incidéncia de
eritrécitos imaturos micronucleados. No presente trabalho a amostra possui 5
animais do sexo masculino por grupo de tratamento, sendo analisadas 2000 células
por animal.

Assim, os resultados obtidos em sangue periférico de ratos submetidos
aos tratamentos dérmicos subagudo e subcrbénico com géis contendo diferentes
concentracbes de prépolis revelaram que estes ndo apresentaram efeitos

mutagénico e nem citotdxico, nas condi¢des utilizadas no presente trabalho.

5.2 SISTEMA-TESTE /N VITRO: CELULAS DE OVARIO DE HAMSTER CHINES
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Os resultados dos tratamentos em pulso de 3 horas e continuo
mostraram que os géis ndo aumentaram a frequéncia de aberragdes cromossémicas
em relagao ao controle. Segundo Galloway et al. (1994) [47] em caso de resultado
negativo no tratamento em pulso de 3 horas, um tratamento continuo deve ser
realizado. Assim o presente trabalho apds obter o resultado negativo no tratamento
em pulso de 3 horas, realizou o tratamento continuo. De maneira semelhante, o
tratamento por 20 horas com os géis contendo diferentes concentragdes de propolis
nao resultou em um aumento de aberragcdes cromossdmicas comparado ao controle.

Tavares et al. (2006) [69] estudaram em CHOg o efeito genotdxico e
antigenotoxico da propolis verde. Os resultados mostraram que a prépolis
apresentou um pequeno, mas significativo aumento na freqléncia de aberragcbes
cromossOmicas somente na maior concentragao utilizada, e por outro lado, foi
observado que em baixas concentragbes a propolis reduziu significativamente o
nuamero de aberragdes induzidas pelo agente quimioterapico DXR. Os resultados
indicaram, portanto, que a prépolis apresenta caracteristicas de um composto
‘lanus”, ou seja, a propolis é genotoxica em altas concentracbes e em baixas
concentragbes apresenta um efeito quimiopreventivo contra a mutagenicidade
induzida pela DXR. Ozkul et al. (2006) [70] também relataram os efeitos genotoxicos
da propolis em altas concentragbes em linfoécitos humanos. Os flavondides podem
ser os componentes responsaveis pela atividade de, mutagenicidade e
antimutagenicidade da propolis, atuando como pro-oxidantes ou como antioxidantes,
dependendo da concentracdo.

Sobre o sistema teste empregado no presente trabalho, € importante
ressaltar que o teste de aberragdes cromossémicas em culturas de células de
mamiferos € um dos métodos mais utilizados para a avaliagdo de agentes
mutagénicos e/ou carcinogénicos. Além das culturas de linfécitos do sangue
periférico humano, podem ser usadas varias linhagens celulares provenientes de
hamster Chinés, como por exemplo, as células CHO, V79, CHL, etc [46]. As células
CHO sao uteis nos ensaios de aberragbes cromossémicas e troca de cromatides-
irmas devido a sua estabilidade, curto tempo de geragao, boa caracterizagdo, baixo
numero de cromossomos e um cariétipo estavel [45].

Galloway et al. (1997) [71], comparando testes in vitro para a analise
de aberragcbes cromossdmicas em células CHO e CHL, testaram nove substancias

quimicas diferentes, seguindo um mesmo protocolo, e ambos os tipos celulares
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tiveram resultados positivos. Hilliard et al. (1998) [48] avaliaram as frequéncias de
aberragdes cromossdmicas induzidas por compostos quimicos em dois tipos de
linhagem celular, CHO e TK6 (linfoblastos humanos), relataram a citotoxicidade e
observaram que os resultados “falsos” positivos de frequéncias de aberracdes
cromossOmicas sdo mais frequientes em testes com as células TK6 do que nos
testes com células CHO.

Miller et al. (1997) [72] coletaram dados fornecidos por quatro
companhias farmacéuticas, a partir de ensaios realizados com linhagens celulares
de hamster Chinés (CHO-K5, CHO-K1, V79) e linfécitos humanos, cuja comparagao
entre as frequéncias de aberragdes cromossémicas e de micronucleos mostrou uma
correlagdo positiva (cerca de 88% de coincidéncia para 57 compostos testados).
Tais resultados indicam a validade dos ensaios e a sensibilidade dos sistemas
celulares empregados. Em face do exposto, o sistema-teste utilizado no presente
trabalho foi adequado para a avaliagdo da possivel mutagenicidade dos géis
contendo diferentes concentracdes de prdpolis para queimadura.

Com era esperado as culturas tratadas com DXR, utilizado como
controle positivo, apresentaram um aumento significativo na frequéncia de
aberragdes cromossdmicas em relagdo ao controle negativo, mostrando assim a
sensibilidade do sistema-teste empregado. A DXR possui a capacidade de produzir
radicais livres que causam diferentes tipos de danos celulares, incluindo quebras do
DNA [73]. A estrutura quimica da DXR favorece a geragdo de radicais livres e 0
composto pode unir-se ao ferro e formar complexos com DNA, induzindo quebra do
duplo filamento [74]. Alguns estudos tém demonstrado que o dano oxidativo é
provavelmente relacionado a formagao de radicais livres, com uma concomitante
redugdo a capacidade antioxidante [75].

Com relagdo a analise do IM, os resultados do presente trabalho
mostraram que os géis contendo diferentes concentragdes de prépolis nao
apresentaram efeito citotdxico, exceto o gel contendo 3,6% de prépolis que mostrou
citotoxicidade no tratamento continuo. Este mesmo tratamento apresentou um
aumento ndo significativo no numero de aberragdes cromossdémicas. Segundo
Galloway et al. (1994) [47] o aumento da osmolaridade do meio de cultura pode
induzir a um aumento no numero de aberracdes cromossdOmicas. Assim, o aumento
na frequéncia de aberracbes cromossOmicas deve estar relacionado com a

citotoxicidade do gel contendo 3,6% de prépolis. Esta citotoxicidade pode ser
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explicada em parte pela presenga do artepelin C, o componente em maior
quantidade no extrato de propolis utilizado nos géis, que tem mostrado atividade
citotoxica em ensaios in vitro em diferentes linhagens celulares. O efeito citotéxico
do artepelin C pode ser atribuido em parte a indugcdo de apoptose causada pela
fragmentacao do DNA [76].

Enfim, os géis contendo diferentes concentragdes de propolis para
queimadura nao apresentaram efeito mutagénico nos dois tempos de tratamento.
Entretanto, o gel com 3,6% de propolis apresentou um efeito citotdxico no

tratamento continuo.

Os resultados obtidos no presente estudo contribuem para o melhor
entendimento da agdo da prépolis no organismo humano, e consequentemente
permitem que os géis contendo diferentes concentragbes de propolis para
queimadura possam ser usados de maneira mais efetiva e com maior seguranga em

futuras aplicagdes clinicas.

6. CONCLUSOES

O estudo sobre a possivel mutagenicidade dos géis contendo
diferentes concentragdes de prdopolis para queimadura em sistemas-testes in vivo e

in vitro, nas condigdes utilizadas, levou as seguintes conclusoes:

1- As frequéncias de PCEMNs obtidas nos animais submetidos aos tratamentos
subagudo e subcrdnico com géis contendo diferentes concentragdes de prépolis nao
diferem significativamente daquelas observadas nos animais do grupo controle,

mostrando assim, auséncia de efeito clastogénico;

2- A exposicao subcronica mostrou frequéncias de PCEMNs menores em relagéo ao
tratamento subagudo, entretanto, estas diferengas ndo foram estatisticamente

significativas;
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3- Os resultados de IDN observados nos tratamentos subagudo e subcrénico
mostraram que nao houve uma redugéo significativa da porcentagem de PCEs em
relagao ao total de eritrocitos em todos os grupos de tratamento quando comparados

aos animais do grupo controle, mostrando auséncia de citotoxicidade;

4- No tratamento in vitro, as culturas tratadas com os géis contendo diferentes
concentragcdes de propolis, em pulso de 3 horas e continuamente, apresentaram
freqiéncia de aberracbes cromossémicas que nao diferiram estatisticamente

daquelas observadas nas culturas controle;

5- Quando comparados os dois tempos de tratamentos, observou-se frequéncias de
aberragdes cromossOmicas semelhantes, sendo que o tratamento continuo com o
gel contendo 3,6% de prépolis houve um aumento nao significativo em relagao as

culturas tratadas em pulso de 3 horas;

6- A analise de IM nas culturas submetidas ao tratamento de pulso de 3 horas com
os géis contendo diferentes concentragbes de propolis mostrou auséncia de
diferenga significativa entre as culturas tratadas e seus respectivos controles. No
tratamento continuo, somente as culturas tratadas com gel contendo 3,6% de
préopolis revelou citotoxicidade, sendo os valores de IM significativamente menores

quando comparadas as culturas controle.
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Baixar livros de Trabalho
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