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RESUMO

O consumo de produtos apicolas tem atraido o interesse da populac¢éo devido
a pratica de medicinas naturais. As abelhas coletam substancias e fragmentos de
origem vegetal para produzirem a prépolis, que € utilizada para selar e proteger a
colméia contra invas@es de microrganismos patogénicos. O homem utiliza a prépolis
desde a antiguidade e para fins diversos. Por meio de extensivos estudos, hoje se
sabe que existem tipos especificos de propolis, que variam entre as regides
geogréficas e a fonte botanica e, portanto, apresentam composi¢fes quimicas
também especificas. A prépolis do tipo verde, que ganhou, recentemente, destaque
internacional pela sua alta e variada constituicdo de flavonéides, tem como fonte
botanica a planta Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), popularmente conhecida
como alecrim-do-campo. Atualmente, extratos etandlicos de produtos naturais, como
da propolis verde, vém se destacando pelas suas propriedades terapéuticas. Neste
trabalho foi avaliado o potencial citotdxico, genotéxico e mutagénico, mas,
principalmente, foi verificada a possivel atividade anticitotoxica, antigenotoxica e
antimutagénica destes extratos etandlicos, sobre sistemas-teste de Allium cepa
(cebola) e células de hepatoma de rato (HTC), mantidas em cultura. A verificacdo do
indice mitdtico, de células meristematicas de A. cepa, nao serviu de parametro para
avaliar citotoxicidade e anticitotoxicidade. As analises da frequiéncia de aberracdes
cromossOmicas e da frequéncia de micronucleos (MN) revelaram que, ambos 0s
extratos, ndo foram genotéxicos e nem mutagénicos para as células meristematicas
de A. cepa. Também ndo houve inducao significativa de MN para as células F; de
cebola e para as células HTC mantidas em cultura. O ensaio do cometa, realizado
com as células HTC, indicou a auséncia de acdo genotdxica para 0s extratos
testados neste trabalho. O pré-tratamento realizado em células de A. cepa mostrou
que os extratos foram capazes de reduzir a inducdo de danos citogenéticos
promovidos pelo Metilmetano Sulfonato (MMS), para as células meristematicas e as
F;. O tratamento simultaneo, feito com amostras pré-incubadas, aplicadas em
células HTC demonstrou reducdo significativa na frequéncia de MN. Pelos
resultados obtidos, podemos inferir que os extratos etandlicos da propolis verde e de
Baccharis dracunculifolia séo capazes de reduzir a indugcdo de danos, promovidos
por agentes genotdxicos e mutagénicos, sobre o material genético de células de
Allium cepa e de células HTC.



ABSTRACT

Consumption of apicultural products has attracted the interest of the
population due to the practice of natural medicine. Bees collect substances and
fragments of vegetal origin to produce propolis, which is used to seal and protect the
beehive against pathogenic microorganisms. Human beings use the propolis since
the antiquity and for several purposes. By extensive studies, nowadays it is known
that there are specific types of propolis, which vary between geographic regions and
botanical sources and, therefore, present specific chemical compositions. The
Brazilian green propolis, which has recently received international prominence, has
as botanical source the plant Braccharis dracunculifolia (Asteraceae), popularly
known as alecrim-do-campo. Currently, ethanolic extracts of natural products, eg
made with green propolis, have been highlighted for their therapeutical properties. In
the present work, the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials were evaluated,
but, mainly, it was verified the possible anticytotoxic, antigenotoxic and antimutagenic
activities of these ethanolic extracts in the Allium cepa (onion) test system and in
HTC (hepatoma tissue culture) cells maintained in culture. The verification of the
mitotic index, of meristematics cells of A. cepa, did not serve as parameter to
evaluate cytotoxicity and anticytotoxicity. The analyses of chromosomal aberrations
(AC) and micronuclei (MN) frequencies revealed that, both extracts, were not
genotoxic nor mutagenic for meristematics cells of A. cepa. Also, there was no
significant induction of MN in onion F; cells and HTC cells. The comet assay, carried
out with HTC cells, indicated absence of genotoxic action for the extracts tested in
this work. The pre-treatment carried out with cells of A. cepa showed that the extracts
were capable to reduce the induction of cytogenetics damages promoted by Methyl
Methane Sulfonate (MMS), for meristematic cells and F; cells. The simultaneous
treatment, performed with pre-incubated samples and applied in HTC cells,
demonstrated significant reduction in the MN frequency. By the obtained results, we
can infer that ethanolic extracts of green propolis and Baccharis dracunculifolia are
capable to reduce the induction of damages, promoted by genotoxic and/or
mutagenic agents, in the genetic material of Allium cepa and HTC cells.
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

Muitas substancias quimicas apresentam afinidade de ligacdo com o material
genético de organismos vivos. Dentre as substancias que interagem com os acidos
nucléicos, algumas se comportam como agentes que promovem alteracdes ou
danos na fita de DNA, sendo chamados de agentes genotéxicos ou mutagénicos. No
entanto, alguns compostos podem interagir com o material genético das células,
promovendo uma atividade antimutagénica, ou seja, atuando como protetor da
molécula de DNA (BOER; HOEIJIMAKERS, 2000).

Atualmente, devido a identificacdo de uma grande quantidade de substancias
com atividade antimutagénica e anticarcinogénica, acredita-se que seja possivel
prevenir ou proteger, por meios quimicos, 0os organismos contra a inducédo de danos
genéticos, como também de doencas relacionadas as alteracfes promovidas nas
células (DOLL, 1992). Knasmuller et al. (2002) informam que ja foram publicados
nos ultimos 20 anos, aproximadamente, 25.000 artigos cientificos sobre
antimutagénese e anticarcinogénese. Segundo estes autores, dentre as substancias
descritas com potencialidade antimutagénica e anticarcinogénica, 80% ou estao
presentes em vegetais consumidos na dieta ou sdo ingeridos com propdésitos
medicinais.

O uso de alimentos naturais, ou de seus compostos ativos, para fins
preventivos de doengas cronicas, baseia-se nas praticas de medicina tradicional de
Varios grupos étnicos, obtidas de dados epidemiologicos dos habitos alimentares e
dos padrdes de doencas (RAO et al., 1995).
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A pratica de medicina alternativa tem atraido um interesse cada vez maior em
produtos apicolas, como o mel, geléia real e propolis. Particularmente, este Gltimo
produto vem se destacando por suas propriedades terapéuticas, assim como pela
aplicacdo nas industrias farmacéuticas e no setor alimenticio, na forma de alimentos
caracterizados como funcionais (PARK et al., 1998).

A propolis é uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas a partir de
diversos fragmentos vegetais (MARCUCCI, 1995). As abelhas adicionam enzimas
salivares a composicdo da propolis e este material, parcialmente digerido, €
misturado com cera e usado na constituicdo da colméia (BANKOVA et al., 2000).

A forma mais comum de comercializacdo da prépolis é em extratos alcodlicos,
mas, atualmente, diversos produtos derivados deste composto sdo comercializados
no mundo todo, com destaque especial ao Japao (PARK et al., 1998).

O Brasil, pela grande area natural e agricola que possui, caracteriza-se em
um ambiente adequado para a exploragcdo de recursos vegetais por abelhas
produtoras de mel e seus derivados.

Recentemente, foram coletadas amostras de prépolis em todas as regifes do
Brasil (exceto regido norte), onde foi possivel identificar, de acordo com a regido de
coleta e origem botanica, 12 diferentes tipos de propolis (PARK et al., 2000). A
prépolis considerada como do grupo 12, conhecida internacionalmente como
prépolis verde, vem sendo bastante procurada pelo comércio japonés, por ser
considerada de excelente qualidade quimica (MARCUCCI et al., 2001). Este tipo de
prépolis é produzido pelas abelhas, a partir de brotos e folhas jovens de uma planta
de cerrado, encontrada abundantemente no norte do estado de Sao Paulo e sul do
estado de Minas Gerais, identificada como Baccharis dracunculifolia (Asteraceae),
popularmente conhecida como alecrim-do-campo ou vassourinha (KUMAZAWA et
al., 2003).

Embora a propolis seja muito utilizada na medicina alternativa e como
preventiva de doencgas, pelas propriedades biolégicas que possui, poucos estudos
foram realizados para avaliar os seus efeitos mutagénicos e antimutagénicos sobre
diferentes organismos eucariontes (BURDOCK, 1998). Contudo, alguns trabalhos
cientificos registram efeito antioxidante para este produto, como o estudo realizado
por Kumazawa et al. (2004).

Neste contexto, devido a importancia das propriedades biolégicas dos
produtos apicolas, somado a constante busca por substancias naturais capazes de
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minimizar os efeitos prejudiciais de quimicos diversos sobre 0 DNA dos organismos,
este estudo teve como objetivo avaliar a utilizacdo dos extratos etandlicos da
prépolis verde e de B. dracunculifolia como compostos protetores do material

genético.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral investigar as potencialidades
anticitotoxicas, antigenotéxicas e antimutagénicas do extrato etandlico da propolis,
especificamente do tipo verde, e do extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae), por meio dos sistemas-teste de Allium cepa e de ensaios com células
de mamiferos mantidas em cultura (HTC).

Objetivos especificos:

> Investigar as  potencialidades anticitotoxicas, antigenotoxicas e
antimutagénicas, e as atividades citotéxicas, genotéxicas e mutagénicas do
extrato etandlico da prépolis verde (EEPV) e do extrato etandlico de B.
dracunculifolia (EEBD), espécie botanica relacionada com a producdo da
referida propolis, por meio de dois sistemas-teste diferentes (A. cepa e células
HTC);

» Estimar a possivel protecéo celular do EEPV e do EEBD em um reconhecido
sistema-teste vegetal (A. cepa), por meio de testes de aberracbes
cromossOmicas e de micronucleos em células meristematicas, e a inducao de
micronucleos em células F; deste organismo;

» Estimar a possivel acdo protetora do EEPV e do EEBD em células de
mamiferos mantidas em cultura (HTC), pelo teste do micronicleo e do ensaio
do cometa;

» Avaliar, comparativamente, as respostas dos diferentes sistemas-teste, para a
certificagdo da potencialidade do uso do sistema de A. cepa como sistema-

teste aplichvel em testes de antimutagenicidade.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Propolis

3.1.1. Histérico

As abelhas existem h& mais de 125 milhdes de anos e seu sucesso evolutivo
permitiu que se tornassem uma espécie perene que pode explorar, potencialmente,
todos os habitat da Terra. Esse sucesso deve-se, em grande parte, a quimica e a
aplicacdo dos produtos especificos manufaturados pelas abelhas, como mel, cera,
veneno, propolis, pdlen e geléia real (BANKOVA, 2005b).

O termo “prépolis” deriva do grego, onde o prefixo pro significa em frente, na
entrada e a palavra polis, que significa comunidade ou cidade. Esta denominacéo foi
dada, devido a eficiente participacdo desta substancia na defesa da colméia das
abelhas (CASTALDO; CAPASSO, 2002). As abelhas usam esta substancia para
proteger as colméias e a colbnia contra a invasdo de outros insetos e de
microorganismos; no reparo de frestas e buracos presentes na parede da colméia;
no preparo de locais assépticos, para que ocorra a postura pela abelha rainha; e na
mumificacdo de cadaveres de invasores (MARCUCCI, 1996).

Assim como todos os produtos apicolas explorados pelo homem, a prépolis
tem uso registrado had muito tempo (300 a.C.) (GHISALBERTI, 1979). Persas,
gregos, romanos e incas ja utilizavam a propolis, assim como 0s egipcios que
conheciam algumas de suas propriedades e a aplicavam para embalsamar
cadaveres (MARCUCCI, 1996), além de usa-la na medicina da época, por
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reconhecerem algumas de suas propriedades terapéuticas (CASTALDO; CAPASSO,
2002).

Na medicina popular, a propolis era muito utilizada no tratamento de feridas e
queimaduras, no tratamento de Ulceras estomacais, também como anti-séptico
bucal, entre outros usos comuns (BANKOVA, 2005b). Atualmente, este composto é
bastante utilizado na indastria farmacéutica e de cosméticos (CASTALDO;
CAPASSO, 2002) e na alimentacao, principalmente como alimentos funcionais, em
certos paises orientais, como, por exemplo, o Japdo (PARK et al., 1998; MARCUCCI
et al.,, 2001). Recentemente, a prépolis ganhou popularidade como alimento
saudavel, o qual prové saude ao homem e previne doencas como inflamagdes,
doencas cardiacas, diabetes e até mesmo o cancer (BANKSOTA et al., 2001). Pelo
motivo da proépolis ser reconhecida como antisséptica, antimicética, bacteriostatica,
adstringente, espasmolitica, anti-inflamatéria, anestésica e antioxidante, a lista de
modos de preparacfes e usos deste composto € quase infinita (BURDOCK, 1998).
Atualmente existem diversos produtos contendo prépolis que sdo comercializados
em todo mundo, tais como balas, chocolates, doces, xampus, cremes para a pele,
solucbes antissépticas, pastas de dente, sabonetes, etc (PARK et al., 1998).

Por todas as propriedades que possui, a prépolis tornou-se, nos ultimos 30
anos, objeto de intensos estudos farmacoldgicos e quimicos, o que resultou em
muitas informacfes a respeito deste importante produto apicola (PEREIRA et al.,
2002; BANKOVA, 2005b). Até os anos 60, pensava-se que a propolis tinha
composicdo quimica complexa e mais ou menos constante, como a cera e 0 veneno
das abelhas (LINDENFELSER, 1967 apud BANKOVA, 2005b). Pelo grande niumero
de artigos publicados sobre a quimica da propolis, os pesquisadores comecaram a
entender que a composi¢ao quimica era altamente varidvel e dependente da flora do
local de coleta das abelhas (BANKOVA et al., 2000).

3.1.2. Importancia econdémica

O interesse global em pesquisas com propolis é justificado pelo intenso uso
deste produto por seres humanos e pelo valor financeiro agregado aos seus
produtos, que sdo comercializados de formas bastante distintas. Os valores de
comercializacdo, por exemplo do extrato etandlico da propolis, € variavel. No Brasil,
o produto é comercializado em farmacias pelo preco de R$ 5,00 a R$ 10,00, mas em
Toquio, no Japdao, este valor por atingir extremos como US$ 150,00 (PEREIRA et al.,
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2002). Embora a propolis brasileira seja responsavel por 10 a 15% da producdo
mundial, cerca de 80% da demanda japonesa é proveniente do nosso pais. O
estado de Minas Gerais produz, aproximadamente, 70% da propolis brasileira,
porcentagem equivalente a 28 toneladas da producdo total nacional de 40
toneladas/ano (MINAS GERAIS, 2007).

Apds a descoberta e divulgacdo da propolis do tipo verde (prépolis de Minas
Gerais e Sao Paulo), esta foi considerada como a de melhor qualidade mundial,
fazendo com que este produto alcangasse altos valores comerciais (PEREIRA et al.,
2002).

O mercado brasileiro de produtos apicolas, atualmente, est4 avaliado em US$
360 milhdes anuais, sendo que a estimativa € de aumentar para US$ 1 bilhdo ao
ano. Este setor produz cerca de 15.000 empregos diretos, gerados pelas 200
empresas legalmente registradas no pais (O MERCADO, 2009).

3.1.3. Origem e composi¢ao quimica

Nos dultimos anos, inumeras amostras de prépolis foram analisadas
guimicamente, o que mostrou que a composicdo de prépolis € altamente variavel,
estando esta variagdo relacionada com os recursos botanicos disponiveis na regido
onde as abelhas efetuam suas coletas (BANKOVA, 2005a).

Em geral, a propolis é composta por 50% de resina e balsamo vegetal, 30%
de cera, 10% de 6leos, 5% de grdos de pdélen e 5% de outras substancias que séo
adicionadas a sua composicdo. Além destes componentes, existem alguns
microelementos como aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés e
pequenas quantidades de algumas vitaminas, como B1l, B2, B6, C e E (LUSTOSA et
al., 2008). As abelhas também adicionam cera, secrecdes salivares e enzimas
durante o processo de producéo da prépolis (GHISALBERTI, 1979). Além de fatores
fisico-quimicos, a variabilidade genética das abelhas também influencia na
composicdo quimica da propolis (PARK et al., 1998). Pelas analises quimicas, foi
possivel definir alguns elementos presentes nas resinas de prépolis como 0s
exudatos de plantas que sdo coletados pelas abelhas, substancias do préprio
metabolismo das abelhas e outros materiais que sdo acrescentados durante o
processo de elaboragdo da prépolis (MARCUCCI, 1995).

Quanto ao aspecto, a propolis pode apresentar diferencas quanto a coloracéo
e ao odor, que, segundo Marcucci (1996), sdo caracteristicas relacionadas a prépria
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procedéncia da prépolis. Além dos odores caracteristicos, a préopolis pode
apresentar coloragéo variada, tais como marrom escuro, tons esverdeados e marrom
avermelhado.

Um tipo de prépolis recentemente descoberta no Brasil é a propolis vermelha.
Esta propolis é originaria da planta de mangue, Dalbergia ecastophyllum (SILVA et
al., 2008), diferentemente da propolis vermelha proveniente de Cuba, que é
produzida a partir de Clusia nemorosa, e da propolis vermelha da Venezuela, onde
as abelhas coletam partes de C. scrobiculata (TRUSHEVA et al., 2006). No entanto,
a propolis brasileira que ganhou destaque internacional é a produzida a partir da
planta Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), planta popularmente conhecida como
alecrim-do-campo ou vassourinha (MARCUCCI; BANKOVA, 1999). Este tipo de
prépolis € denominado de propolis verde, devido a sua coloragdo esverdeada
caracteristica (PARK et al., 2002; KUMAZAWA et al., 2003). A coloracgdo verde desta
prépolis é dada pelo material botanico coletado pelas abelhas, especificamente
tecidos jovens que contém clorofila, ou seja, brotos e folha jovens (SALATINO et al.,
2005).

Como resultado desta grande variedade, a melhor forma de relacionar a
origem botanica de determinada amostra de propolis € a anélise de sua composicao
quimica comparada com a fonte vegetal mais provavel. Esta identificacdo €
necessaria para se obter algum controle de qualidade e de procedéncia da propolis,
além da possivel padronizacéo do tipo de amostra utilizado (PARK et al., 2002).

Atualmente, préximo de 300 componentes, principalmente compostos
fendlicos, foram identificados na propolis. A maioria destes compostos isolados
pertence a trés grandes grupos: flavondides, acidos fendlicos e ésteres, cujas
concentragbes também variam, dependendo da ecoflora da regido de coleta
(SIMOES et al., 2004). Entretanto, ainda podem ser encontrados aldeidos e cetonas,
terpendides e fenilpropandides, esterbides, aminoacidos, polissacarideos,
hidrocarbonetos, acidos graxos e outros compostos. Alguns destes componentes
estdo presentes em, praticamente, todas as amostras de propolis descritas
guimicamente, mas outros sao exclusivos de prépolis de determinadas regides
(LUSTOSA et al., 2008).

Desde os anos 90, estudos revelaram a presenca dos flavonoides como os
principais componentes das propolis européia. Este mesmo perfil quimico era
esperado para a propolis verde, pela semelhanca farmacoldgica entre ambas
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(SALATINO et al., 2005). Andlises da propolis brasileira revelaram, porém, que a
prépolis da América do Sul apresentam compostos que estdo ausentes na propolis
européia, tais como diterpenos e compostos prenilatados. Estas analises também
mostram que, embora os flavonbides ndo sejam os componentes principais da
propolis verde, eles estdo presentes neste material (SIMOES et al., 2004).

Ja foram descritos 12 tipos de propolis brasileiras, caracterizadas a partir de
500 amostras coletadas em todas as regides do Brasil (exceto regiao norte). Dentre
estes tipos de propolis, a prépolis verde foi identificada como a do tipo 12 (PARK et
al., 2000). Daugsch et al. (2007) sugeriram que a préopolis vermelha seja entéo

adicionada a esta relacdo, como o 13° tipo de prépolis encontrada no Brasil.
3.1.4. Propriedades bioldgicas e farmacoldgicas

Apesar de muitos estudos terem sido desenvolvidos para avaliar as
caracteristicas de diversas amostras de propolis, nenhum deles confirmou ou
possibilitou o estabelecimento de qualquer relacdo entre a composi¢cdo quimica da
prépolis e sua efetividade terapéutica (BANKOVA, 2005a). Mesmo assim, o0 extrato
etandlico da propolis é indicado para um grande espectro de distlrbios da saude tais
como: atividade antiviral, contra o virus da imunodeficiéncia humana (HARISH et al.,
1997), virus do herpes simplex tipo 1 e tipo 2, adenovirus tipo 2, virus da estomatite
vesicular, poliovirus tipo 2 (AMOROS et al., 1992) e virus da influenza A (H3N2)
(BIAGGI et al., 1990); atividade antibidtica contra muitas bactérias gram-positivas
(Staphylococci e Strepthococci sp.) e gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae, P.
vulgaris e P. aeruginosa), leveduras e fungos (Candida albicans), os quais estao
associados com varios graus de patogenicidade no homem (CASTALDO;
CAPASSO, 2002). Segundo Marcucci (1996), esse potencial biolégico da prépolis

deve-se a um possivel sinergismo que ocorre entre muitos de seus constituintes.

3.1.4.1. Atividade antimicrobiana

As acOes biolégicas da propolis tém sido extensivamente estudadas sobre
bactérias e fungos (KUJUMGIEV et al., 1999). Scazzocchio et al. (2005) sugerem
gue componentes como os flavondéides e como os &acidos caféico, benzdico e
cindmico, podem agir na membrana ou parede celular de um microrganismo,
desestabilizando a célula. Devido a esta caracteristica, associa-se a prépolis uma

maior atividade contra bactérias gram-positivas do que contra as gram-negativas
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(REZENDE et al., 2006). Esta propriedade € atribuida, principalmente, a flavona
pinocembrina, ao flavonol galangina e ao éster feniletil de acido caféico (CAPE) que,
provavelmente, atuam na inibicdo do RNA-polimerase bacteriano (UZEL et al.,
2005).

Em estudo relacionado ao efeito da prépolis sobre leveduras, Oliveira et al.
(2006a) demonstraram excelentes atividades fungistaticas e fungicida para este
composto.

3.1.4.2. Atividade antiinflamatoéria

Alguns autores relacionam a atividade antiinflamatoéria da propolis a presenca
de flavondides, especialmente ao flavonol galangina (LUSTOSA et al., 2008). A
galangina inibe a atividade da cicloxigenase (COX) e lipoxigenase, que sao enzimas
associadas ao metabolismo das prostaglandinas, a partir do acido araquidénico,
envolvido no processo inflamatoério (BORELLI et al., 2002).

Os flavondides possuem atividade antioxidante e aceptora de radicais livres.
Assim, sdo substancias que podem regular atividades de células relacionadas com a
inflamacdo, como os mastoécitos, macréfagos, linfocitos e neutréfilos. Além disso,
alguns flavondides sdo capazes de modular a atividade enzimética do acido
araquidénico, metabolizado por enzimas como a fosfolipase A, a cicloxigenase, a
lipoxigenase, interferindo na sintese de éxido nitrico. A inibicdo destas enzimas pelo
acido araquidénico reduz a producdo de prostaglandinas, leucotrienos e o6xido
nitrico, mediadores cruciais no processo inflamatério (KIM et al., 2004).

3.1.4.3. Atividade antioxidante

O potencial antioxidante da prépolis foi registrado por alguns pesquisadores,
conforme descrito por Kumazawa et al. (2004). Esta atividade antioxidante ganhou
grande destaque entre as propriedades da propolis, pois o seu efeito antioxidante ou
a sua caracteristica aceptora de radicais livres esta diretamente relacionado com a
prevencao da inducéo de tumores.

As substancias presentes na prépolis descritas como de acdo antioxidante
sdo os flavondides. A alta quantidade destas substancias esta diretamente
relacionada com a eficiéncia antioxidante de extratos de propolis, como comprovado

pelos resultados de Isla et al. (2001), realizados com amostras de propolis argentina.
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No entanto, estes mesmos autores ressaltam a possibilidade de outros fatores
também estarem envolvidos.

Estudos de antimutagenicidade realizados por Varanda et al. (1999), por meio
de ensaios com Salmonella typhimurium, mostram uma atividade antimutagénica
para extratos etandlicos de propolis. O extrato inibiu o potencial mutagénico da
daunomicina, do benzo[a]pireno e da aflatoxina, levando os autores a concluirem
gue a atividade antimutagénica do extrato etandlico da prépolis poderia estar
relacionada com a presenca de flavondides, em vista da conhecida atividade
antioxidante destes compostos.

A relacéo entre a propriedade antioxidante e a atividade antimutagénica de
extrato etandlico da prépolis, associado ao conteudo de flavondides, indica uma
necessidade de maiores investigacoes sobre a atividade antioxidante dos
flavonoides.

3.2. Sistema-teste de Allium cepa

Muitos sistemas biolégicos podem se caracterizar em importantes sistemas-
teste para ensaios de atividades mutagénicas de agentes quimicos. Muitas espécies
de vegetais, como Allium cepa, Arabidopsis thaliana e Hordeum vulgare, tém se
mostrado materiais biol6gicos altamente adequados para este fim. Por meio desses
sistemas vegetais podem ser realizados ensaios de aberracbes cromossomicas e
testes citogenéticos (RANK et al., 2002). Esses organismos-teste tém sido validados
em estudos de colaboragéo internacional entre o “United Nations Environmental
Program” (UNEP), a “World Health Organization” (WHO) e a “US Environmental
Protection Agency” (USEPA) (GRANT, 1999; MENKE et al., 2001).

Espécies do género Allium tém sido utilizadas como sistemas-teste em
estudos de avaliagdo dos modos de acdo de agentes toxicos e na avaliacdo dos
efeitos de alguns quimicos. Entre as espécies de Allium, A. cepa (cebola) é a mais
indicada como material-teste padrdo pela “Royal Swedish Academy of Science”
(FISKESJO, 1985) e pelo “Gene-Tox Program” (GRANT, 1982).

A espécie A. cepa tem sido, frequientemente, utilizada para se determinar
efeitos citotdxico, genotéxico e mutagénico de varias substancias (GRANT, 1982;
FISKESJO, 1985; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; MATSUMOTO et al.,
2006; FERNANDES et al., 2007; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-
MORALES, 2008 e LEME et al., 2008), sendo utilizada como um organismo padrao
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para testes rapidos (SMAKA-KINCL et al., 1996), por apresentar boa correlacdo com
sistemas teste de mamifero (GRANT, 1982; RANK; NIELSEN, 1993; CHAUHAN et
al., 1999). A espécie A. cepa, descrita por Chauhan et al. (1999) como um dos
melhores sistemas-teste ja estabelecido, é rotineiramente utilizada para avaliar o
potencial genotoxico de quimicos no ambiente. E considerado um sistema-teste
confidvel para avaliagbes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de
diferentes substancias (MA et al., 1995), devido as caracteristicas que possui ha sua
cinética de proliferacéo, pelo crescimento rapido de suas raizes, pelo grande nimero
de células em diviséo, pela sua alta toleréncia a diferentes condi¢gdes de cultivo, pela
sua disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir
cromossomos em ndmero reduzido (2n = 16) e de grande tamanho (FISKESJO
1985). Segundo Rank; Nielsen (1993), esta espécie apresenta uma sensibilidade
82% maior que os resultados obtidos com roedores.

O uso do A. cepa como material-teste foi originalmente introduzido por Levan
em 1938 (FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993) e, a partir dai, tem sido
utilizado para avaliar e classificar a toxicidade de quimicos presentes no meio
ambiente. Testes com A. cepa sao adequados por oferecer parametros microscopios
como aderéncias cromossdmicas, pontes, fragmentacdo e perdas cromossémicas,
C-mitoses e micronucleos, que podem se caracterizar em evidéncias ou até
indicadores de eventuais muta¢cdes no contetdo genético celular (MATSUMOTO;
MARIN-MORALES, 2004; MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007;
CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008; LEME et al.,
2008; SOUZA et al., 2009).

Segundo Fiskesjo (1985), resultados positivos obtidos pelo teste de A. cepa
devem ser considerados como uma indicacdo de que o quimico testado também
pode causar danos bioldgicos a outros organismos. Desta forma, Roberto (2006)
sugeriu a utilizacdo do sistema-teste de A. cepa como ferramenta para testes de
antimutagenicidade, porém, também indica a necessidade de mais estudos para

garantir a sua eficacia.
3.2.1. Aberragdes cromossdmicas

Conforme Fenech (2000), as aberracdes cromossémicas podem ser induzidas
por meio de diferentes mecanismos, por acdes clastogénicas ou aneugénicas de

agentes quimicos ou fisicos. A clastogenicidade € caracterizada por quebras
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cromossOmicas, enquanto a aneugenicidade é oriunda de alteragBes nas estruturas
citoplasmaticas celulares (FENECH, 2000), por exemplo, no fuso mitético
(FERNANDES et al., 2007).

Por meio da andlise de células meristematicas de raizes de A. cepa, por
exemplo, pode-se identificar uma série de aspectos citogenéticos que
representariam eventuais mutagcbes no conteldo genético de uma célula
(VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002). Neste contexto, Obe et al. (2002) sugerem que
as aberragfes cromossémicas poderiam ser consideradas como mudancas visiveis,

microscopicamente, na molécula de DNA.

3.3. Cultura de células de mamiferos (HTC)

Culturas de células de mamiferos séo utilizadas, com sucesso, nos estudos
de avaliacdo da mutagenicidade (COSTA et al., 2008) e antimutagenicidade
(BELLINI et al., 2006) de extratos organicos. Estes testes apresentam vantagens
pela facilidade na padronizacdo das condicdes do ensaio e pela organizacdo do
material genético assemelhar-se as células in vivo (RABELO-GAY et al., 1991).
Dentre estas vantagens, Freshney (2005) aponta dois principais beneficios: o
controle fisico-quimico do ambiente experimental (pH, temperatura, presséo
osmotica e tensdo de O, e COy) e o controle das condicdes fisioldgicas, as quais
devem ser mantidas praticamente constantes.

Atualmente, sédo utilizados diversos tipos celulares para executar diferentes
experimentos. Células de humanos, como células HelLa, HepG-2, HL-60, etc. e de
outros animais como por exemplo as células, CPAE (bovina), MDCK (canina), LLC-
PKI (suina), Vero (macaco), sdo vastamente utilizadas em testes in vitro
(FRESHNEY, 2005).

Dentre as células de roedores comumente utilizadas em cultura (HTC, CHO-
K1, V79, GH3, etc.), as células HTC (Hepatoma Tissue Culture) sdo amplamente
utiizadas em andlises de inducdo de danos no DNA (COSTA et al.,, 2008). A
vantagem em utilizar este tipo celular esta em sua caracteristica metabolizadora, sua
alta sensibilidade e curto ciclo de divisdo celular, como demonstrado por (BELLINI et
al., 2006). Estes mesmos autores comprovaram uma maior sensibilidade das células
HTC, quando submeteram estas ceélulas e células CHO ao mesmo ensaio, para
testar a mutagenicidade de extrato do cogumelo-do-sol (Agaricus blazei). As células
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HTC sao oriundas de figado de rato (Rattus novergicus) e, por esta razdo, possuem

sistema enddgeno de metabolizacdo (OLIVEIRA et al., 2006b).
3.3.1. Teste do micronucleo (MN)

Muitos agentes toxicos apresentam uma capacidade de reagir com o material
genético das células. Quando uma célula é exposta, por exemplo, a uma substancia
guimica tbxica, € possivel encontrar pequenas massas intracitoplasmaticas de
cromatina, com aspecto de um ndcleo pequeno, presentes no citoplasma das
células. Estas estruturas sdo denominadas de micronucleos. Os micronucleos sao
resultantes de quebras cromossbmicas ou de cromossomos perdidos durante a
divisdo celular (FENECH, 2000). A ocorréncia de micronucleos pode ser
espontanea, porém a sua presenca nas células pode caracterizar um evento de
inducéo de dano ao DNA (HEDDLE et al., 1983).

O teste do micronucleo tem se mostrado uma técnica eficaz, tanto em testes
in vivo como in vitro, para avaliar a potencialidade mutagénica de substancias
guimicas (HEDDLE et al., 1983). Este teste € considerado uma técnica de simples
analise e aplicabilidade, ndo sendo necessario o conhecimento prévio do cariétipo
do organismo testado, bastando, apenas, que as células estejam em proliferacdo
(HAYASHI et al., 1998).

O teste do MN pode ser realizado com diversos organismos, como, por
exemplo, A. cepa (FERNANDES et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008;
LEME et al., 2008), Mus musculus (PEREIRA et al., 2008) e Oreochromis niloticus
(SOUZA; FONTANETTI, 2006; VENTURA et al., 2008). Em A. cepa, 0 micronucleo
pode ser observado tanto em células meristematicas como em células da geracéo F;
(regi@do ndo-meristematica). Neste organismo teste, também podem ser realizados
testes de aberragBes cromossdmicas, cujos ensaios sdo aplicaveis em células da
regido meristematica da raiz (LEME; MARIN-MORALES, 2008b).

O teste do MN tem sido bastante utilizado em testes in vitro (FENECH, 2000),
podendo ser aplicado em diferentes tipos celulares, como CHO (células de ovario de
hamster chinés, Cricetulus griseus) (OLIVEIRA et al., 2007), HTC (COSTA et al.,
2008), V79 (fibroblastos pulmonares de hamster chinés) (MENOLI et al., 2001), HEp-
2 (células de carcinoma de laringe humana) (MIYAJI et al., 2006), HeLa (células
cancerosas humanas) (JAGETIA; ARUNA, 2003).
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Em testes in vitro, o ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese
baseia-se, no uso da citocalasina B com a finalidade de impedir a divisédo celular,
depois de ocorrida a divisdo nuclear, resultando em uma célula binucleada. Este
evento torna esta célula diferenciada, sendo possivel discriminar as células que
sofreram divisdo, avaliando se estas sdo ou nao portadoras de MN (FENECH,
2000). Este micronucleo evidencia a presenca de alteracdes cromossémicas durante
o ciclo celular (FENECH et al., 1999).

Para que uma estrutura citoplasmatica possa ser considerada como
micronucleo, alguns critérios de analise foram estabelecidos por (FENECH, 2000),
tais como: o didmetro do MN deve estar entre 1/16 a 1/3 do didmetro do nudcleo
principal; o MN n&o deve ser refringente; ndo deve haver ligacdo entre o MN e o
nacleo principal; o MN deve possuir intensidade de coloracdo semelhante, ou mais
intensa a do nucleo principal.

Ma et al. (1995) sugerem que, de forma semelhante ao teste do micronucleo
com bloqueio de citocinese, a presenca de micronucleos em células da geracéo F;
de raizes de A. cepa, pode indicar possiveis danos no DNA, ocorridos na célula

mae, durante o processo mitético.
3.3.2. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) tem
sido indicado como um método para se detectar mudangas muito pequenas na
estrutura do DNA, célula a célula, tais como as atividades de reparo, 0 modo de seu
empacotamento e sua integridade (KOPPEN et al., 1999).

O ensaio do cometa tem sido utilizado por diversos pesquisadores para
avaliar, in vitro, a genotoxicidade de varios quimicos, em testes com varios tipos
celulares, normais ou transformados, incluindo células humanas, animais ou
vegetais (DAUER et al., 2003). Tice et al. (1990) indicam o uso do ensaio do cometa
para verificar danos induzidos no DNA por agentes alquilantes, intercalantes e
oxidantes.

Este teste consiste, particularmente, em uma técnica valiosa e barata, pois
permite a deteccéo de diferentes respostas celulares ao dano e ao reparo de DNA,
observadas pela migracao em eletroforese, de qualquer tipo celular obtido por uma
suspensao simples (SASAKI et al., 1997; MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998).
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Segundo Hartmann; Speit (1997), o ensaio do cometa possibilita a deteccdo de
guebras de fitas simples de DNA e/ou sitios alcali-labeis em células individualizadas.

No trabalho de Christofoletti et al. (2009), foram avaliados diferentes
protocolos para o ensaio do cometa utilizando-se eritrécitos de Oreochromis niloticus
(Pisces). Estes autores indicam que tanto o pH = 12.1 quanto o pH > 13 sao
eficientes para avaliar atividade genotdxica. De acordo com Tice et al. (2000), o
ensaio do cometa realizado com o pH > 13 é bastante utilizado para maximizar a
expressao de sitios alcali-labeis e quebras de fitas simples de DNA e, portanto, é o
mais recomendado para ser usado em testes de genotoxicidade realizados,
principalmente, com células de vertebrados.

Estudos realizados por Matsumoto et al. (2005) e por Ventura et al. (2008)
mostram uma sensibilidade do ensaio do cometa na deteccdo de danos em células
simples, sendo compativel com os resultados obtidos por outros métodos de
avaliacdo, o que confirma a eficiéncia deste teste em avaliacbes de genotoxicidade e
antigenotoxicidade de varios agentes. Bianchi (2008) observou em experimentos
com culturas de células HTC, que o ensaio do cometa se mostrou mais sensivel que
o teste do micronucleo, quando avaliou os efeitos do inseticida malation sobre estas

células em cultura.
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Resumo

Apesar do avanco tecnolégico e o desenvolvimento de novas drogas, a busca
por substancias naturais com  propriedades terapéuticas aumentou
consideravelmente nas ultimas décadas. Os flavonéides, encontrados nos vegetais
como metabdlitos secundarios e presentes na dieta humana, sdo compostos
polifendlicos que apresentam reconhecidas atividades bioldgicas. Os seres humanos
consomem pequenas quantidades de flavondides, por meio de frutas e vegetais, e
por meio de alguns produtos naturais, como por exemplo, a prépolis e seus
derivados. Sao conhecidos, aproximadamente, 4.000 tipos de flavonodides, divididos
entre 14 classes. Dentre estas, apenas seis classes fazem parte da dieta humana:
antocianidinas, isoflavondides, flavonois, flavonas, flavandis e flavononas. Existem
registros indicando que os flavondides possuem propriedades antibibticas,
antiinflamatérias, antioxidantes, dentre outras. A atividade antioxidante dos
flavondides acontece de acordo com sua capacidade de doar atomos de hidrogénio,
de seus grupos hidroxilas, para um radical livre e formar radicais estabilizados.
Alguns autores tentam relacionar a capacidade aceptora de radicais livres dos
flavondides, de diferentes classes, com sua estrutura quimica, para obter
informacdes sobre qual tipo de flavondide é mais eficaz como antioxidante. No
entanto, existem informagbes controversas e duvidosas quanto a relagdo
estrutura/atividade de determinados flavondides, fazendo-se necessarios mais
estudos, para que os flavonéides possam ser incorporados, adequadamente, a dieta

ou utilizados como agentes terapéuticos de forma segura.

Palavras-chave: flavondides, antioxidantes, radicais livres, relacéo
estrutura/atividade.
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1. Introducgéo

Atualmente, existem grandes evidéncias de que as mutacdes em células
somaticas ndo estejam apenas envolvidas no processo de carcinogénese, mas
também que elas participem da génese de outras doencas cronicas degenerativas,
como a arteriosclerose e doencgas cardiacas, uma das principais causas de morte na
populacdo humana (FLORA et al., 1996). Fatores de risco como o estilo de vida,
dieta, agentes infecciosos e predisposicdo genética podem aumentar a incidéncia de
doencas degenerativas e cancer. No entanto, nem sempre € possivel prevenir
doencas relacionadas as mutagcfes, apenas reduzindo a exposicdo a agentes
mutagénicos e carcinogénicos, mas também buscando por compostos que atuem na
protecdo do DNA (RIBEIRO et al., 2006). Sabe-se que milhdes de novos casos, por
exemplo de cancer, poderiam ser prevenidos por ano, caso houvesse a interferéncia
da acdo de compostos incorporados a dieta alimentar (AGGARWAL; SHISHODIA,
2006).

Os flavondides sdo componentes importantes e presentes na dieta humana
(LUGASI et al.,, 2003). Eles compdem um grupo de compostos polifendlicos,
naturalmente encontrados, de forma ubiqua, no reino vegetal e possuem atividades
biolégicas importantes (PETERSON; DWYER, 1998). Compostos polifendlicos sdo
metabdlitos vegetais secundarios que exercem diversas atividades sobre os seres
vivos (DI CARLO et al., 1999).

De acordo com Aggarwall; Shishodia, (2006), os flavonodides sdo um dos
componentes fitoquimicos freqlientemente presentes na dieta humana e parecem
ser compostos capazes de promover certa protecdo contra o desenvovimento do
cancer. O consumo humano diario pode variar de 50 a 800 mg/dia, dependendo do
consumo de vegetais e frutas (LUGASI et al.,, 2003) mas, em média, a dieta
ocidental diaria contém, aproximadamente, 1 g de uma mistura de flavondides,
guantidade esta que prové uma concentracao farmacologicamente significativa para
fluidos corporeos e tecidos (ASGARY et al., 1999). No entanto, de acordo com Kang
(2007), o consumo de flavondides pode variar entre diferentes paises, uma vez que
a sua ingestao estd estritamente relacionada a cultura local. Acredita-se que estes
agentes, possam suprimir o processo inflamatério que leva a transformacéao,

hiperproliferacéo e a iniciagdo da carcinogénese. Sua influéncia inibitoria poderia
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suprimir os passos finais da carcinogénese, como a angiogénese e a metastase
(AGGARWAL; SHISHODIA, 2006).

Mais de 4.000 tipos de flavonodides foram identificados nas plantas vasculares
e eles variam em tipo e quantidade, devido a variagbes no crescimento, condi¢cbes e
maturacdo das plantas (PIERPOINT, 1986). Apenas um pequeno numero de
espécies vegetais tem sido examinado, sistematicamente, quanto ao seu contetdo
em flavonoides (HARBORNE, 1988) e, portanto, a identificacdo e a quantificacdo de
todos os tipos de flavondides consumidos pelos humanos estdo incompletas
(PIERPOINT, 1986).

Os flavonoides formam um dos maiores grupos de compostos secundarios,
baseados em uma estrutura comum, produzidos pelas plantas, e sao utilizados
como substancias protetoras contra acdo de fungos parasitas (HARBORNE, 1988),
herbivoros, patdgenos e danos oxidativos as células (SWAIN, 1986). Por outro lado,
os flavonoides também funcionam como estimulos para polinizadores, sendo entéo
importantes para o evento de polinizacdo (HARBORNE, 1986), guiando os insetos e
passaros para a fonte do recurso energético oferecido pelo vegetal (HARBORNE,
1988). As antocianinas, como exemplo de estimulo, produzem coloracdo rosa,
vermelha, lilas, violeta e azul em flores, frutas e vegetais, atraindo os polinizadores
(COULTATE, 1990).

Pelo potencial protetor dos flavondides, muitos insetos coletam estes
compostos das plantas para também utiliza-los como agentes protetores de ninhos,
como por exemplo, as abelhas. Neste caso, as abelhas coletam estes protetores
secundérios das plantas e utilizam na constru¢cdo da colméia, o que confere uma
protecdo do ninho contra agentes patogénicos como bactérias e fungos
(MARCUCCI, 1996). Assim, o consumo de prépolis pode corresponder a uma fonte
adicional de flavonéides, ao consumo obtido pela dieta de origem vegetal.

Muitos flavonéides, como o canferol, a apigenina, a crisina, a galangina, entre
outros, sdo encontrados na propolis produzida pelas abelhas e sdo um dos
principais responsaveis por suas atividades biologicas (SIMOES et al., 2004). A
prépolis tem sido usada na medicina popular com propésitos antiinflamatorios,
especialmente na Europa (GRUNBERBER et al., 1988). Ainda é um dos
medicamentos mais freqlientemente usados nos paises balcanicos, para o
tratamento de ferimentos e queimaduras, usado também como antiséptico bucal e

no tratamento de Ulceras estomacais (MARCUCCI, 1996). Alguns flavondides
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(canferol e apigenina, por exemplo) também foram identificados no exudato das
folhas de Baccharis dracunculifolia, o alecrim-do-campo, em concentracdes similares
as da propolis. Desta forma, a identificacdo dos flavonoides e a comparacgéo do perfil
guimico de uma amostra de prépolis com o perfil de algumas plantas podem servir
como uma ferramenta eficaz para determinar a fonte botanica utlizada pelas
abelhas para coletar material (PARK et al., 2004).

Os flavondides podem ser monomeéricos ou poliméricos. Os monomericos
variam bastante em tamanho, como, por exemplo, a flavona, que tem massa molar
de 222 g/mol, e a antocianina azul, cuja massa molar € de 1.759 g/mol
(HARBORNE, 1988). Os compostos poliméricos, chamados de taninos, sédo divididos
em dois grupos, de acordo com a sua estrutura quimica: os de estrutura quimica
condensada e os hidrolisdveis (BRUNE et al., 1989). Taninos condensados sdo
polimeros de flavondides (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1993) e taninos
hidrolisaveis sdo os que contém acido galico ou compostos similares, esterificados a
carboidratos (BRUNE et al., 1989).

Os flavondides representam a subclasse polifendlica com a estrutura principal
Cs-C3-Cs (Figura 1). Eles podem ser divididos em varias classes, de acordo com o
grau de oxidag&o do oxigénio heterociclico (TAPIERO et al., 2002a).

Figura 1: Estrutura basica dos flavonéides no padrdo C6-C3-C6. A e B = anéis fendlicos; C = pirano.

A quercetina, rutina e robinina sdo os flavondides glicosilados mais comuns
em nossa dieta. Eles sdo hidrolisados pela flora intestinal, produzindo agliconas
biologicamente ativas, que s&do, basicamente, flavonodides sem aclcar (KUHNAU,
1976). A quercetina é o flavondide mais abundante em nossa dieta, pelo fato de ser
encontrado, predominantemente, em muitos alimentos, é também um dos
flavondéides mais estudados, quanto aos seus efeitos biolégicos (HERTOG et al.,
1993a).
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Os flavondides, exceto as chalconas, apresentam uma estrutura quimica
triciclica chamada fenilbenzopirano ou estrutura flavona. A estrutura dos flavonoéides
varia, amplamente, dentro das principais classes e incluem substituicbes como
hidrogenacdo, hidroxilagdo, metilagdo, malonilacdo, sulfacdo e glicosilacéo
(HARBORNE, 1986; 1988).

Os flavondides podem ser divididos em 14 classes, sendo que apenas seis
delas fazem parte da dieta humana (Figura 2) (MARTINEZ-FLORES et al., 2002;
YILMAZ; TOLEDO, 2004).
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Antocianidinas Isoflavondides
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Flavonois Flavonas

Flavanois Flavononas
Figura 2: Estrutura das diferentes classes de flavonoides presentes na dieta humana.

Flavondis sdo estruturas quimicas que possuem um grupo carbonila na
posicao 4, um grupo hidroxila na posi¢ao 3 e uma dupla ligagéao entre as posicoes 2
e 3. Os flavondis sdo, principalmente, representados pela miricetina, fisetina,
canferol e quercetina, sendo este ultimo, como ja citado, o principal flavondide de
nossa dieta, estando presente em frutas, vegetais, bebidas (sucos, vinhos, chas),
sendo, particularmente, abundante em cebolas (0,3 mg/g no peso in natura)
(HERTOG et al., 1992) e em diversos tipos de chas (10-25 mg/L), como o cha verde,
feito com Camellia sinensis (HERTOG et al., 1993b).
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Flavonas séo estruturas que possuem um grupo carbonila na posi¢cdo 4 e uma
ligacdo dupla entre as posi¢cOes 2 e 3. As flavonas, principalmente representadas
pela luteolina, wogonina e apigenina, S&0 menos comuns, mas presentes em certos
alimentos como a pimenta vermelha doce (luteolina) e o aipo (apigenina) (HERTOG
et al., 1992);

Flavononas séo estruturas que possuem um grupo carbonila na posi¢cao 4.
Flavononas sdao, principalmente, representadas pela taxifolina, naringenina e
hesperidina. A principal fonte de flavononas sdo o0s sucos citricos, sendo a
hesperidina a mais consumida, pois esta presente na laranja (125-250 mg/L de
suco) (ROUSSEFF et al., 1987);

Flavanéis sdo estruturas quimicas que possuem um grupo hidroxila na
posicdo 3. Também sdo chamados de proantocianidinas, flavan-3-ol ou catequinas.
Sao representadas pelas catequinas, epicatequinas, galato epicatequina e
epigalocatequina-3-galato, presentes em uvas negras, vinho tinto e no cha verde
(YILMAZ; TOLEDO, 2004). As catequinas séo, pela abundancia, os principais
flavondides das infusbes. Folhas jovens contém aproximadamente 200-340 mg de
catequinas, galocatequinas e seus derivados galatos, por grama de folhas secas
(HARA et al., 1995). Uma infusdo de cha verde contém 1 g/L de catequina. No cha-
preto (C. sinensis), seu conteudo € reduzido para metade do seu valor, devido a sua
oxidacao para polifen6is mais complexos, durante a fermentacdo (DING et al., 1992
apud TAPIERO et al., 2002b).

Antocianidinas sdo compostos que possuem um grupo hidroxila na posi¢ao 3
e duas duplas ligagdes, sendo uma entre um &tomo de oxigénio e o carbono 2 e
outra entre os carbonos 3 e 4. Sao flavondides coloridos, responsaveis pela
coloragao vermelha, azul e violeta das frutas e vegetais, como as beterrabas, uvas,
cerejas, berinjelas e vinhos. Sdo exemplos deste tipo de flavondide a delfinidina, a
cianidina, a petunidina, a peonidina e a malvidina (YILMAZ; TOLEDO, 2004);

Isoflavondides sdo estruturas quimicas com um grupo carbonila na posicéo 4
e o0 anel B ligado ao restante da molécula no carbono 3. Ainda podem ter uma dupla
ligacdo entre os carbonos 2 e 3. Também chamados de isoflavonas, séo
representadas, principalmente, pela daidzeina, genisteina e coumestrol. A principal
fonte € a soja, que contém, aproximadamente, 1 mg de genisteina e daidzeina por
grama do grédo seco (REINLI; BLOCK, 1996). Essas isoflavonas tém recebido
consideravel atencdo devido a suas propriedades estrogénicas e sua sugerida
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participagdo na prevencao do cancer de mama e osteoporose (TAPIERO et al.,
2002b). Como exercem efeito sobre o metabolismo de hormoénios, sdo considerados
fitoestrégenos (KURZER, 2000).

Dentre os flavondides, as flavonas e os flavondis sdo os de maior ocorréncia
e diversidade estrutural (HARBORNE et al., 1999).

Substituicdes nos anéis A e B dao origem a diferentes compostos para cada
classe de flavondides (PIETTA, 2000), e originam-se por metilacdo dos grupos
hidroxilas, prenilacdo® e glicosilagdo. Outras modificacdes podem formar
biflavondides, lignanas, préantocianidinas oligoméricas, ésteres glicosidicos com
outros fendlicos, etc (MATKOWSKI, 2008).

Além disso, existem outros flavondides simples e acidos fendlicos, outras
classes de polifenéis como as proantocianinas, compostas de mondmeros flavan-3-
ol e seus respectivos oligbmeros. Outros, como os estilbenos, ndo estado presentes
em alimentos vegetais. No entanto, um deles, o resveratrol, tem recebido grande
atencao, pela sua presenca em vinhos e por suas propriedades anticarcinogénicas
(JANG et al., 1997; SAVOURET; QUESNE, 2002).

O modo de acdo de compostos polifendlicos esta relacionado com a sua
estrutura quimica e solubilidade, que conferem atividade bioldgica e influenciam na
eficiéncia de sua absorcéo (TAPIERO et al., 2002b).

Um antioxidante é definido como um composto que inibe ou atrasa a oxidacao
de substratos, mesmo se 0 composto est4d presente em concentragdes,
significativamente, mais baixas que o0 substrato oxidavel (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1995).

Um bom antioxidante deve:

e Extinguir, especificamente, radicais livres;

e Quelar metais redutores;

e Interagir com (regenerar) outros antioxidantes dentro da rede antioxidante;

e Ter um efeito positivo na expressao génica;

e Ser rapidamente absorvido;

! Mecanismo comum no qual as proteinas sao ancoradas a superficie da membrana celular
em mamiferos. Em algumas destas proteinas, o lipideo anexo pode ser um grupo farnesil (15
carbonos) ou um grupo geranilgeranil (20 carbonos). Diferentes enzimas anexam os dois tipos de
lipideos. E possivel que as reacdes da prenilacdo visem proteinas de diferentes membranas,
dependendo de qual lipideo é anexado (NELSON; COX, 2004).
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e Ter uma concentracdo em tecidos e fluidos biologicos em nivel
fisiologicamente relevante;

e Funcionar em dominios aquosos e/ou de membranas (VALKO et al.,
2006).

Muitos compostos antioxidantes, ocorrem naturalmente em plantas, e tem
sido identificados como sequiestradores de radicais livres ou oxigénios ativos
(ZHENG; WANG, 2001). Recentemente, aumentou, consideravelmente, o interesse
em se encontrar antioxidantes naturais, que possam ser usados em produtos
alimenticios ou medicinais, em substituicdo a antioxidantes sintéticos, que tem seu
uso restrito, devido aos seus efeitos colaterais, como carcinogenicidade (ITO et al.,
1983).

Antioxidantes naturais tém a capacidade de fornecer qualidade e estabilidade
aos alimentos, além de poderem atuar como nutracéuticos, que impedem as
reacdes em cadeia dos radicais livre em sistemas bioldgicos. Estes compostos
podem ainda conferir beneficios adicionais a saide dos seus consumidores. Sugere-
se que esses compostos possam afetar uma grande variedade de funcgdes
bioldgicas celulares, pela forca de sua propriedade aceptora de radicais (LAI et al.,
2001).

A atividade antioxidante dos flavondides acontece de acordo com sua
capacidade de doar atomos de hidrogénio, pertencente a um grupo hidroxila, para
um radical livre e formar radicais fenélicos estabilizados. Além disso, a anfifilicidade?
dos flavondides esta relacionada com a sua habilidade de sequestrar radicais
catalisadores da membrana, prevenindo a progresséo da reacdo em cadeia causada
pelo radical. Desta forma, a capacidade dos flavondides seqtiestrar radicais esta
relacionada com a protecdo ou com o aumento de antioxidantes enddégenos, assim
como sua habilidade em quelar ions de metais de transicdo (ROSS; KASUM, 2002).

O termo ROS (Espécies Reativas de Oxigénio) caracteriza os radicais como o
superoxido (O27) e a hidroxila ((OH), assim como espécie nao-radical derivada de
oxigénio, como o peroxido de hidrogénio (H20,) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). De forma similar as ROS, existem as RNS (Espécies Reativas de Nitrogénio)
gue podem ser caracterizadas pelo 6xido nitrico (NO’) e peroxinitrito (ONOQO)
(BOOTS et al.,, 2008). Nem todas as ROS e RNS sé&o igualmente reativas, pois

2 Anfifilicidade é a caracteristica de uma substancia que atua como lipofilica e hidrofilica.
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alguns compostos como H;0,, O, e NO’, reagem, seletivamente, in vivo com
poucas moléculas bioldgicas, comparando-se com o radical "OH, por exemplo, que é
uma ROS altamente reativa, que ird reagir com, praticamente, qualquer molécula
que encontrar (GALLI et al., 2005).

Outra diferenca entre varias ROS compreende o sitio de sua reatividade.
Radicais livres reagem quase que, instantaneamente no sitio de formacao, enquanto
gue ROS nao-radicais, como o peréxido de hidrogénio, atravessam membranas
bioldgicas e, desta forma, ampliam sua reatividade e possivel toxicidade (BOOTS et
al., 2008).

A associacdo do antioxidante com o oxigénio reativo é um mecanismo
freqientemente observado nas reacdes celulares. Outros mecanismos incluem a
prevencdo da formagdo de ROS pela ligagdo com metais ou pela inibicdo
enzimatica. Antioxidantes quebram correntes que previnem o dano pela interferéncia
com a propagacao em cascata dos radicais livres (MATKOWSKI, 2008). Diversos
efeitos conhecidos, causados pela formacdo aumentada de ROS em sistemas
biolégicos, incluem a peroxidacdo de membranas lipidicas, dano oxidativo a acidos
nucléicos (DNA e RNA) e carboidratos e a oxidagdo de proteinas (SIES, 1991).
Horvathova et al. (2005), em seu estudo com células de melanoma humano (HMB-
2), mostraram que os flavondides quercetina e luteolina foram eficazes em
protegerem o DNA de células, contra os efeitos oxidativos do peréxido de hidrogénio
(H20,), possivelmente, por serem excelentes aceptores de ROS.

O sequiestro de ROS nas células é promovido por sistemas enzimaticos e nao
enzimaticos, que constituem a defesa antioxidante. Os sistemas enzimaticos
possuem varias enzimas, dentre elas a superéxido dismutase (SOD), a catalase e a
glutationa peroxidase (SIES; CADENAS, 1985), que séo as principais enzimas que
agem, especificamente, contra ROS (DORNAS et al., 2007).

Um composto antioxidante pode ser reciclado dentro de uma célula ou ser,
irreversivelmente, danificado, podendo os produtos derivados da oxidacdo serem
substancias menos danosas ou mesmo inofensivas (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007 apud MATKOWSKI, 2008).

Formas oxidadas de um antioxidante, geralmente, compreendem um radical
gue, devido a alguma atividade residual do composto original, ainda pode causar
danos a alvos vitais da célula (BAST; HAENEN, 2002). Por este motivo € importante

gue a forma oxidada, originada durante o processo de protecao contra os radicais
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livres, seja convertida, novamente, a sua forma reduzida (BAST; HAENEN, 2002). A
vitamina C, por exemplo, € uma molécula endégena que participa da regeneragado
de antioxidantes oxidados (BIEWENGA et al., 1997). Dentre os antioxidantes, o0s
enzimaticos sdo mais eficientemente reciclados (BOOTS et al., 2008).

O corpo humano contém uma distinta rede de antioxidantes, que podem
reduzir quimicamente uns aos outros, diminuindo, assim, a reatividade de um radical
antioxidante formado, e recuperando o antioxidante reduzido, para a defesa contra
espécies reativas. Desta forma, os antioxidantes agem em sinergismo para destruir
as espécies reativas e, assim, antioxidantes enziméticos sdo capazes de realizar
uma protecdo mitua (CHAUDIERE; FERRARI-ILIOU, 1999).

A atividade antioxidante de um composto pode depender da espécie de
radical livre gerada e/ou dos oxidantes existentes num dado sistema (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1995; GALVEZ et al., 1995; CAO et al., 1997). Esta atividade tem
sido descrita como resultado da combinacdo da atividade de quelacdo do ferro com
a varredura de radicais livres (AFANAS'EV et al., 1989).

Os flavondides tém mostrado ser potentes antioxidantes, porque eles tém alta
atividade aceptora (BORS et al.,, 1990; CAO et al., 1997) e uma capacidade de
complexar o ferro (KORKINA; AFANAS'EV, 1997). Estas substancias exercem
efeitos bioldgicos como antioxidantes, sequestradores de radicais livres (HANASAKI
et al., 1994), e queladores de cétions bivalentes (AFANAS'EV et al., 1989).

As atividades bioquimicas dos flavondides e de seus metabdlitos dependem
de sua estrutura quimica e da orientacdo relativa de varias partes na molécula
(CODY, 1988).

Segundo Rice-Evans et al. (1996), o papel importante na atividade dos
flavonodides é a dupla ligacdo existente entre C2-C3, a presenca de um grupo
hidroxila em C3 e o numero de grupos hidroxila no anel B, os quais atuam como
doadores de elétrons e sdo responsaveis pela atividade aceptora de radicais dos
flavonoides. No entanto, algumas informagfes sédo controversas, pois no trabalho de
Areias et al. (2001), o eridictiol, caracterizado por néo ter dupla ligacédo entre C2-C3
ou o grupo hidroxila em C3 (Figura 1) e por mostrar a habilidade de diminuir o
estabelecimento de ligagbes com hidrogénio, mostrou-se o0 mais eficiente
antioxidante, seguido pela quercetina, luteolina e taxifolina. Além disto, de acordo
com Lien et al. (1999), a presencga de grupos hidroxilas em C3’ e C4’ e a adi¢éo de
um grupo hidroxila em C4 parecem aumentar o potencial antioxidante. De acordo
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com Valko et al. (2006), uma caracteristica estrutural importante para as
propriedades antioxidantes de um flavondide também envolve a presenca de uma
insaturacéo entre C2-C3, mas conjugada com 0 grupo oxo presente na posi¢cao 4 do
anel C.

Os flavondides podem interferir ndo apenas na propagacao das reacdes dos
radicais livres, mas também na formacdo dos radicais, por quelar metais de
transicdo ou inibir as enzimas envolvidas no inicio da reacdo (SICHEL et al., 1991).
A inibicdo de algumas enzimas pelos flavondides podem acontecer pela rea¢do do
flavon6ide com os radicais livres gerados no sitio ativo dessas enzimas
(TAKAHAMA, 1985).

Alguns autores descreveram a capacidade dos flavondides formarem
complexos com ions de metais de transi¢cdo, fazendo com que comportem-se como
antioxidantes ou pro-oxidantes, dependendo das condi¢cdes de reagdo (CAO et al.,
1997; SUGIHARA et al., 1999). Em contraste com os efeitos benéficos, alguns
flavonoides demonstraram efeitos mutagénicos em experimentos realizados in vitro
(SAHU; GRAY, 1994). Esses efeitos danosos observados para os flavonoides
podem ser resultado de uma acao pro-oxidante e ndo antioxidante (HANASAKI et
al., 1994; SAHU; GRAY, 1994). Alguns compostos que possuem atividade
antioxidante conhecida, como o a-tocoferol (Vitamina E), podem demonstrar efeito
pré-oxidante, quando estdo em altas concentracdes (HUANG et al., 1995). Por outro
lado, estudos mais recentes, como o realizado por Yanishilieva et al. (2002),
demonstraram que o a-tocoferol ndo possui efeito pré-oxidante, mas perde sua
eficacia em grandes concentracfes, devido a sua participagdo em reagfes além das
antioxidativas. De acordo com Biewenga et al. (1997), a atividade pr6-oxidante é
definida como a atividade de um antioxidante que encontra-se em condi¢bes onde
ele produz um estresse oxidativo maior do que quando ele estd ausente. Tais
condicBes foram descritas por Valko et al. (2006): alta concentracéo de antioxidantes
fendlicos; presenca de metais redox ativos (por exemplo, cobre e ferro) e pH alto.

Os efeitos bioldgicos e farmacolégicos de um composto flavonodide é
dependente do seu comportamento, isto é, se tem efeito antioxidante ou pro-
oxidante. E extremamente importante entender o comportamento antioxidante e/ou
pré-oxidante de um flavondide e a relagcdo da estrutura quimica com sua atividade,
considerando o fato que eles exercem varias funcdes fisiologicas e farmacologicas

importantes, como por exemplo, algumas ac¢des toxicas (CAO et al., 1997).
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Uma vez que a atividade antioxidante dos flavondides Vvaria,
consideravelmente, de acordo com sua estrutura quimica e com a variacdo de
grupos funcionais presentes, alguns autores estabeleceram relacbes entre a
estrutura e a atividade (SARs) para os flavonéides (DUGAS et al., 2000; FIRUZI et
al., 2004).

De acordo com Haenen et al. (2006), a avaliacdo por dados de experimentos
in vitro pode revelar a atividade de muitos compostos. A real utilidade desta
avaliacdo seria estabelecer a dependéncia da eficacia observada com a estrutura
guimica. Deste modo, ndo apenas 0 agente mais potente seria encontrado, dentro
de uma série deles, mas também a eficacia na predicdo de antioxidantes nao
testados. Desta forma, pistas para a identificacdo ou design de antioxidantes, ainda
mais potentes, seriam obtidas, além da relagdo estrutura/atividade, que ajudaria a
elucidar o mecanismo de a¢ao molecular de um grupo de compostos.

A relacdo estrutura-atividade de fendis substituidos formou a base da mais
complexa relagdo com a estrutura construida em polifendis, por exemplo, 0s
flavonoides. Uma analise mais profunda dos dados obtidos em experimentos in vitro,
sobre o0 sequestro de peroxinitrito por flavondides, relevaram que dois grupos
diferentes dentro dos flavonois tém a capacidade de eliminar o peroxinitrito
(HEIINEN et al., 2001 e 2002): o grupo com alteragGes no anel B e 0 grupo com
alteracdes no anel AC.

Um flavondl é um potente aceptor de peroxinitrito, quando o anel B é um
grupo catecol (duas hidroxilas nas posi¢coes 3’e 4’, apenas a substituicdo de um dos
grupos OH é permitida) ou quando o anel AC tem trés hidroxilas nas posicdes 3, 5 e
7 (a substituicdo do grupo € permitida em 5 e 7, mas ndo em 3). Esta relacdo
estrutura/atividade dos flavondides é consistente com a dos fendis substituidos. Isto
indica que o mecanismo molecular para sequestrar o peroxinitrito pelos flavonois e
fendis € semelhante (HAENEN et al., 2006).

A relacdo estrutura-atividade dos flavondides sao, principalmente, descritas
na natureza quimica da molécula e, algumas vezes, esta ligado a parametros
simples como o numero de grupos hidroxilas (HAENEN et al., 2006). Como pode ser
visto na relagdo estrutura-atividade de fendis substituidos, a situacdo real € muito
mais complexa. Ndo apenas 0 numero, mas também a posicdo dos grupos na
molécula afeta o efeitos da doacdo de elétrons e a poténcia raptora das moléculas
(HEIINEN et al., 2001). De acordo com Valko et al. (2006), o tamanho, a natureza, a
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posicdo dos substitutos e o0 numero de grupos hidroxilas sao fatores que influenciam
se o flavondide ird atuar como um antioxidante ou um modulador de atividade
enzimatica, ou se possuira propriedade antimutagénicas ou citotoxicas.

Pode-se explicar, desta forma, a grande diferenca existente entre a atividade
da apigenina (5,7,3-trihidroxi flavona) e a galangina (3,5,7-trihidroxi flavona). Estes
flavondides possuem trés grupos hidroxilas em sua estrutura principal, tendo,
apenas, o posicionamento de um grupo OH como diferenca. Apigenina € um fraco
sequestrador do peroxinitrito (ICso = 199uM), enquanto a galangina é mais potente
(ICso = 1uM). A diferenca entre o potencial da apigenina e da galangina, entretanto,
entra na relacdo descrita acima, a qual incorpora dois sitios reativos diferentes
(HAENEN et al., 2006).

A explicagdo para essa relacdo € que a doacéo de elétron de um substituto
para o oxigénio de um grupo hidroxila fendlico enfraquece a ligacdo O-H. Isto faz
com que seja mais facil doar um hidrogénio para um peroxinitrito. A doacdo de
hidrogénio é, portanto, o evento principal para o sequestro de peroxinitrito por um
composto fendlico (HAENEN et al., 2006).

A estabilidade de um antioxidante tem forte influéncia na poténcia e na
persisténcia do efeito protetor da molécula que atua na célula. A escolha do modelo
a ser experimentado, in vivo ou in vitro, pode ter influéncia consideravel na acdo da
molécula antioxidante estudada. A maior caracteristica de sistemas-teste in vivo € 0
metabolismo do antioxidante. Isto pode ocorrer proximo ao local de amostragem ou,
remotamente, em tecidos distantes. Metabdlitos podem variar na estabilidade, nem
sempre sendo ativos, mas, algumas vezes, podem contribuir, substancialmente, sob
o efeito antioxidante total (BAST; HAENEN, 2002). Existem estudos que mostram
gue a quantidade de um determinado metabdlito chega a exceder o composto
principal, mas a atividade antioxidante de ambos sdo semelhantes (BIEWENGA et
al., 1997).

Em ensaios realizados in vitro, o metabolismo é, geralmente, ignorado. Mas,
infelizmente, em modelos in vivo, 0 mecanismo homeostatico pode atenuar a
verificagao da poténcia dos compostos testados. Alguns sistemas-teste in vitro usam
células humanas completas, como eritrécitos, o qual tem sistema homeostatico
intacto. No entanto, a complexidade do modelo celular pode causar interpretacbes
problematicas (COLEMAN et al., 2003). E importante notar que a bioavaliabilidade

dos antioxidantes determina sua atividade in vivo. Atualmente, entretanto, a
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relevancia de estudos in vitro em relagcdo a estudos in vivo é incerta (ROSS;
KASUM, 2002).

Segundo Haenen et al. (2006), a manutencdo, in vitro, da concentracao
adequada de um dado agente antioxidante € problematica, devido a sua
instabilidade intrinseca. Os antioxidantes sao estruturados para reagir, rapidamente,
com espécies oxidantes e, geralmente, sdo extensivamente oxidados durante uma
incubacdo. Mesmo em curtos periodos de incubagdo, a concentracdo pode cair
drasticamente. Haenen et al. (2006) mostraram que o flavondide quercetina teve sua
concentracdo reduzida de 50 para 5 umol em um periodo de 6 horas de observacao.
Como existem alguns trabalhos que aplicam um periodo de incubacédo igual ou
superior a 48 horas (ZI et al., 1998; ABALEA et al., 1999; LEE et al., 2000), segundo
as descricoes de Haenen et al. (2006) acima citadas, ndo haveria, nestes casos,
mais quercetina (ou outros antioxidantes) presente no experimento. Para estes
mesmos pesquisadores, isto significa que, em estudos que utilizam grandes
periodos de exposicdo, a atividade observada pode ndo estar, exatamente,
relacionada com a concentracdo inicial do antioxidante. Sendo assim, a
concentracdo € menor que a inicial, indicando que a poténcia da substancia pode

estar sendo subestimada.

2. Concluséao

Dados epidemioldgicos acumulados nos ultimos 50 anos mostram um
decréscimo nas taxas da maioria das doencas cardiacas, cerebrovasculares e
infecciosas. No entanto, as taxas de doencas relacionadas ao cancer mantiveram-se
constantes. Sabe-se que o estilo de vida afeta, diretamente, a incidéncia da doencga
nos humanos e, atualmente, mesmo com desenvolvimento de tecnologias para
producéo de novas e mais eficientes drogas, 0os pesquisadores estdao focados na
busca de substancias naturais que possam ser eficazes na eliminagdo de radicais
livres, decorrentes dos processos celulares oxidativos, substancias estas que sao
reconhecidos agentes causadores de cancer. Neste contexto, também séao
estabelecidas certas relacbes entre os habitos alimentares com promotores e
protetores de doencas. Como exemplo, podemos citar certos alimentos como a
carne vermelha e a gordura como prejudiciais a saude, enquanto frutas, vegetais e

fibras sao tidas como benéficas.
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Os flavondides sédo substancias presentes em alimentos de origem vegetal,
que contribuem para a prevencdo do céancer, devido as suas propriedades
antioxidantes. Varios trabalhos testam a eficacia destes compostos, mas ainda se
faz necessaria a identificacdo das fontes vegetais onde estas substancias possam
ser mais encontradas, bem como estimar as concentra¢gbes indicadas para o
consumo humano. Desta forma, é interessante que se facam mais estudos sobre a
relac@o estrutura/atividade de determinados flavonoides e aprimorem-se os estudos
in vivo e in vitro, visando diferentes estruturas celulares e diferentes condi¢des
oxidantes, para que os flavondides possam ser incorporados, adequadamente, a

dieta e serem usados em beneficio da saude humana.
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Resumo

A propolis verde é uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas, a partir
de constituintes vegetais da planta Baccharis dracunculifolia, também conhecida
como alecrim-do-campo. Atualmente, é crescente 0 uso do extrato da propolis verde
na industria farmacéutica e na alimentacdo humana, devido as diversas
propriedades biologicas por eles exercidas. Neste trabalho foram avaliados os
potenciais anticitotéxico, antigenotoxico e antimutagénico, além dos potenciais
citotoxico, genotoxico e mutagénico, dos extratos etandlicos da prépolis verde
(EEPV) e de B. dracunculifolia (EEBD), usando o sistema-teste de Allium cepa, por
meio do teste de aberracdes cromossémicas (AC) e do micronucleo (MN), em
células meristematicas e em células da regido F; das raizes de cebola. Foi avaliada
também a constituicdo quimica destes extratos. As sementes de A. cepa,
germinadas em &gua purificada por osmose reversa, foram pré-tratadas com o
EEPV (0,06 pL/mL) e com o EEBD (0,06 pyL/mL e 0,30 pL/mL), submetidas ao
Metilmetano Sulfonato 9x10° M (MMS) e expostas ao ensaio de recuperacdo em
agua pura. Concomitantemente, sementes foram expostas a agua pura (Controle
Negativo — CN); ao MMS (Controle Positivo — CP) e a duas concentracdes de etanol
70% (0,06 pL/mL e 0,30 pL/mL — Controle do Solvente — CS). Pela comparacao dos
indices mitéticos (IM) das células meristematicas, foi observado que este parametro
nao serviu para avaliar a citotoxicidade e anticitotoxicidade dos extratos. Nao foi
observado qualquer potencial genotoxico e mutagénico para os extratos testados.
Apds o pré-tratamento com o0s extratos e a exposicdo ao MMS, as frequéncias de
AC e MN né&o foram significativas, indicando que os extratos foram eficazes na
reducdo dos danos promovidos pelo MMS, tanto para as células meristematicas
como para as células F;. Aplicando-se a formula de porcentagem de redugédo dos
danos, verificamos que a taxa de reducdo, promovida pelo EEPV e pelo EEBD,
variou de 95 a 100%. Assim, inferimos que os extratos utilizados apresentaram um
efeito protetor sobre as células de A. cepa, contra a reconhecida clastogenicidade do
MMS, independentemente do conteudo de flavondides presente nestes extratos.

Palavras-chave: propolis verde, alecrim-do-campo, aberra¢cdes cromossémicas,

micronucleo, cebola.
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1. Introducgéo

A propolis tornou-se alvo de intensos estudos farmacoldgicos e quimicos nos
tltimos 30 anos. Desde o final do século passado, o paradigma relacionado a
guimica da propolis mudou radicalmente. Nos anos 60, pensava-se que a propolis
era muito complexa, mas quimicamente constante, como a cera e 0 veneno de
abelhas. Nos ultimos anos, a analise de varias amostras de proépolis, de diferentes
regides, demonstrou que a composi¢cdo quimica é altamente variavel (BANKOVA,
2005b). Atualmente, a prépolis, especificamente a brasileira, atraiu tanto o interesse
comercial quanto o cientifico (KUMAZAWA et al., 2003).

A propolis é uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas a partir de
diversos constituintes vegetais (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995). As
abelhas adicionam enzimas salivares a prépolis e o material, parcialmente digerido,
€ misturado com a cera, sendo esta mistura usada na constituicdo da colméia
(BANKOVA et al., 2000).

Para a producéo de propolis, as abelhas utilizam materiais provenientes de
varios processos botanicos e diferentes partes das plantas. As substancias utilizadas
na producdo de prépolis sdo ativamente secretadas pelas plantas, por exemplo, na
forma de exudatos provenientes de um ferimento, materiais lipofilicos de folhas e
brotos de folhas, gomas, resinas, latex, etc (CRANE, 1988).

A complexidade e variabilidade quimica da prépolis estdo intimamente
relacionadas a ecologia da flora de cada regido visitada pelas abelhas (BURDOCK,
1998). Atualmente, proximo de 300 componentes, principalmente compostos
fendlicos, foram identificados na propolis. A maioria destes compostos isolados
pertence a trés grandes grupos: flavondides, acidos fendlicos e ésteres, cujas
concentracbes variam, dependendo da ecoflora da regido de coleta (SIMOES et al.,
2004).

A prépolis ndo € apenas um material de construcdo, mas também é a mais
importante “arma quimica” das abelhas contra microorganismos patégenos e tem
sido usado, ha muito tempo, como remédio pelos humanos. Atualmente, ainda é um
dos remédios mais consumidos nos paises balcanicos para tratamento de
ferimentos, queimaduras e de Ulceras estomacais, sendo também utilizado como

antisséptico bucal (BANKOVA, 2005b). Devido ao seu amplo espectro de atividades
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biologicas, é utilizado em alguns paises, em alimentos, bebidas e na medicina
popular (BANKSOTA et al., 2000).

Os constituintes da propolis e a atividade de determinado extrato, diferem
consideravelmente, de acordo com o método de extracdo (BURDOCK, 1998).
Segundo alguns autores (MARCUCCI, 1995; BURDOCK, 1998; CASTALDO;
CAPASSO, 2002; PEREIRA et al., 2002; SALATINO et al., 2005; MENEZES, 2005),
a propolis possui diversas atividades bioldgicas, que vao desde a¢do antiinflamatoria
até anticarcinogénica.

Foi demonstrado por Varanda et al. (1999) um efeito antimutagénico para o
extrato etandlico da propolis sobre Salmonella typhimurium (linhagens TA102, TA
100 e TA98), no qual o extrato inibiu o potencial mutagénico da daunomicina
(TA102), benzo[a]pireno (TA100) e aflatoxina B1 (TA98). Os autores concluiram que
a atividade antimutagénica do extrato pode ser devido a presenca de flavondides,
uma vez que estes compostos apresentam reconhecida atividade antioxidante.

A propolis de regido temperada contém, predominantemente, compostos
fendlicos, incluindo flavondides e derivados de acido cinamico (MARCUCCI, 1995).
Ja os diterpenos e compostos prenilatados estdo ausentes na prépolis de regido
temperada, mas presentes na propolis tropical da América do Sul. Essa Ultima
contém lignanas, flavonoides e outras classes de compostos fendlicos. A diferenca
de composicdo da prépolis das zonas temperadas e das tropicais é basicamente
decorrente de diferencas de vegetacdes destas regides (BANKOVA et al., 2000).

Pelo motivo da prépolis ser uma mistura complexa de substancias e a propolis
brasileira possuir compostos especificos, pesquisadores vém investigando, cada vez
mais, estes compostos para se conhecer a principal origem botanica de cada
amostra de propolis coletada na regido tropical. Diferentes trabalhos, utilizando-se
metodologias diversificadas, identificaram a planta Baccharis dracunculifolia,
popularmente conhecida como alecrim-do-campo ou vassourinha, como a fonte de
coleta das abelhas para a producdo de um dos tipos de prépolis brasileira,
conhecido como prépolis verde (KUMAZAWA et al., 2003; PARK et al., 2004; VERDI
et al., 2005; ALENCAR et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005). Este tipo de propolis é
originario da regido de cerrado do sul do estado de Minas Gerais e norte de Sao
Paulo (PARK et al., 2004; ALENCAR et al., 2005).

Tendo em vista os aspectos supracitados, este trabalho teve como objetivo

caracterizar a constituicdo quimica e avaliar o potencial antimutagénico e
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mutagénico dos extratos etandlicos da prépolis e do alecrim-do-campo, bem como
avaliar a potencialidade do uso do sistema-teste de A.cepa, especificamente testes
de aberracdes cromossémicas e de microndcleos em células meristematicas e Fi,

como ferramenta aplicavel para testes de antimutagenicidade.

2. Materiais e métodos

2.1. Origem da prépolis e sua fonte botanica

As amostras de propolis verde e de B. dracunculifolia foram obtidas junto ao
Apiario Floresta Comércio Importacdo e Exportacdo Ltda., coletadas na cidade de
Carvalhépolis, no sul do estado de Minas Gerais, Brasil.

O material coletado foi acondicionado em recipiente fechado e mantido no

escuro, até seu processamento.
2.2. Preparacdo do extrato etandlico da propolis (EEPV)

Para a obtencdo do extrato etandlico da propolis, foram utilizados 30 g da
propolis bruta triturada. A propolis triturada foi adicionado etanol 70%, até completar
o volume de 100 mL. Deste modo, obteve-se uma relagdo de 30% de propolis para
70% de alcool.

Essa mistura foi colocada em um baldo de fundo chato que passou por um
processo chamado extracdo a quente sob refluxo simples, que consiste no
aquecimento do baldo ligado a um condensador de bolas, durante um periodo de 6
horas. Apés este tempo, o extrato obtido foi filtrado, a quente, resfriado e colocado
em uma proveta de 100 mL, para decantar a cera em suspensdo. O extrato foi
novamente filtrado para a retirada da cera e, finalmente, o volume foi completado
com &lcool 70%, para corrigir o volume de alcool evaporado durante o processo de
extracdo. Desta forma obteve-se um extrato etandlico de propolis a 31,4%, calculado
pela densidade do extrato sobre a densidade do solvente.

2.3. Preparacao do extrato etanolico de Baccharis dracunculifolia (EEBD)

Para a obteng&o do extrato etandlico do alecrim-do-campo, foram utilizados 30
g de folhas jovens e gemas da planta, secos e macerados. A este material foi
adicionado etanol 70%, até completar o volume de 100 mL. Deste modo, obteve-se
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uma relacdo similar a da propolis para o alecrim-do-campo, porém a concentracao
do EEBD, pelos célculos de densidade, foi de 33,8%.

O procedimento seguiu semelhantemente a preparacdo do EEPV, diferindo
apenas na auséncia do periodo de decantacdo, pois, tratando-se de um extrato
vegetal, ndo ha quantidade significativa de cera presente.

O etanol foi escolhido como solvente, pois, de acordo com Burdock (1998), o

extrato etandlico é a forma mais usual de utilizagéo da propolis.
2.4. Caracterizagao fitoquimica dos extratos etandlicos

Os extratos etanodlicos de propolis verde e do alecrim-do-campo foram
caracterizados por reacdes quimicas desenvolvidas no laboratério do departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). As
analises foram realizadas em relagédo as seguintes substancias naturais: flavonéides
(reacdo com AICI3), cumarinas (reacdo com KCI), alcaldides (reagente de
Dragendorff), saponinas (teste de espuma), esterdides e triterpendides (reacdo de
Liebermann-Buchard) (COSTA, 1982).

2.5. Determinacdo da quantidade total de flavondides dos extratos

etanodlicos

Apdés a obtencdo dos extratos etandlicos, como descrito acima, foram
quantificados os flavonoides totais do EEPV e do EEBD. A determinacdo da
guantidade de flavondides totais foi realizada baseada no padrdo de quercetina, de
acordo com Woisky (1996 apud MARCUCCI et al., 1998) e Woisky; Salatino (1998),
com pequenas modificagbes, como segue: foram colocados 5,0 mL de etanol
absoluto em um tubo de ensaio, adicionando 5 yL de cada amostra, separadamente,
e em seguida, 100 uL do reagente AICI; (solucdo de 2% em metanol).

Apés agitacdo por 5 segundos e um repouso na auséncia de luz por 30 minutos
(para que nao houvesse a degradacdo da amostra), as solugdes foram lidas em

espectrofotbmetro em A = 425 nm.
2.6. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a obtencdo dos perfis cromatograficos por CCD e determinagdo dos
tipos de terpenos, compostos fendlicos simples e flavondides presentes nos extratos
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etanolicos de propolis verde e do alecrim-do-campo, foram utilizados reveladores

especificos para cada classe de compostos (WAGNER et al., 1984).
2.7. Determinagdo de solidos soluveis totais

Os solidos soluveis totais, medidos em graus Brix (°Bx), presentes nos extratos

etandlicos, foram determinados utilizando-se um refratdbmetro de Abbe.
2.8. Sistema-teste de Allium cepa

O material biolégico utilizado neste estudo, como sistema-teste vegetal, para
avaliacdo dos efeitos antimutagénicos dos extratos da propolis verde e de B.
dracunculifolia, foi constituido de sementes de Allium cepa (2n = 16 cromossomos)
de um mesmo lote e mesma variedade (cebola baia periforme).

Sementes de A. cepa foram submetidas a germinacdo em agua purificada por
osmose reversa, em estufa a 24°C, até que as raizes atingissem, aproximadamente,
0,5 cm de comprimento. Apds este procedimento, uma parte das raizes foi
transferida para placas de Petri contendo a diluicdo do extrato da prépolis (0,06
pL/mL) ou as diferentes concentracdes do extrato de alecrim-do-campo (0,06 pL/mL
e 0,30 pL/mL), sendo uma placa de Petri para cada tratamento. Uma segunda
amostra das raizes foi submetida & solucdo de Metilmetano Sulfonato 9x10° M
(MMS), para o teste controle positivo (CP). Outra amostra das raizes foi submetida a
solucdo de agua e &lcool 70%, na proporcdo de &lcool semelhante a utilizada na
preparacdo dos extratos, para o teste de controle da a¢do do alcool como solvente
(controle solvente - CS). O restante do material permaneceu, continuamente, em
agua pura (controle negativo - CN). Transcorrido o tempo de 24 horas dos testes,
parte das raizes de todos o0s ensaios foi coletada e fixada em Carnoy (3 partes de
etanol para 1 de acido acético — v:v). Outra parte foi transferida para outras placas,
também separada por tratamentos, contendo o MMS. Depois de mais um periodo de
24 horas, amostras das raizes foram coletadas e fixadas, enquanto o restante delas
foi submetido a um periodo de recuperacdo em agua pura, por mais 24 horas. Parte
das raizes do CP e do CS, que estavam nas placas, foi coletada enquanto o restante
também passou pelo processo de recuperagdo em agua pura. Ao final da exposicéo,
todas as raizes foram coletadas, fixadas em Carnoy e armazenadas em geladeira,
até a confeccao das laminas.
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Sendo assim, para cada coleta dos tratamentos, também houve uma coleta
dos controles (CN, CS e CP). Todos os ensaios foram realizados, simultaneamente
e em duplicatas (duas réplicas).

Os meristemas radiculares, previamente fixados, foram lavados em &gua
destilada por 5 minutos e hidrolisados em HCI 1N a 60°C por 10 minutos. Ap6s nova
lavagem em agua destilada, as raizes foram submetidas ao reativo de Schiff por,
aproximadamente, 2 horas.

Com o0s meristemas corados e lavados em agua corrente, foram
confeccionadas 10 laminas de cada tratamento, para a avaliagdo de possiveis
presencas de aberracbes cromossdmicas e microndcleos, levando-se em conta a
porcentagem de ocorréncia de cada uma delas. Em cada lamina foram analisadas,
aproximadamente, 500 células da regido meristematica. Quando este namero foi
excedido, o valor foi corrigido, matematicamente, para 500 células, totalizando
exatas 5.000 células por tratamento. Este mesmo procedimento foi utilizado para a
analise das células da geracado F;. A observacédo foi feita em microscopia de luz, sob
0 aumento de 400x.

Para a andlise dos efeitos citotoxicos, foi analisado o indice mitético (IM),

utilizando-se a seguinte relacéo:

M n? de células em divisao 100
= X
n? de células observadas

Para a andlise dos efeitos mutagénicos e antimutagénicos, sobre as células
meristematicas, foram observadas e anotadas todas as ocorréncias de micronucleos
e quebras cromossdmicas. Este parametro também foi avaliado sobre células da
geracdo Fj, considerando apenas, o numero de micronucleos. Para os efeitos
genotoxicos e antigenotoxicos, foram observados os possiveis tipos de aberracdes
cromossbmicas encontradas nas células meristematicas de todas as laminas de
cada tratamento (brotos nucleares, células binucleadas, células polipléides,
aderéncias cromossdmicas, C-metafases, perda de cromossomos, pontes
cromossOmicas, anafases multipolares, anafases multipolares e com ponte).

Todos os resultados obtidos foram avaliados pelo teste estatistico Mann-
Whitney, seguindo o nivel de significancia de 0,05.

Visando facilitar o entendimento dos resultados, eles foram divididos de
acordo com o tipo de substancia a qual as raizes de cebola foram expostas:
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» Tratamento com o0s extratos etandlicos: sementes de A. cepa foram submetidas a

germinacdo em agua purificada pelo processo de osmose reversa e, depois,
submetidas aos controles e aos tratamentos com os diferentes extratos
etandlicos. Esta etapa do teste foi realizada para verificar os possiveis efeitos da
exposicdo aos extratos, ou seja, avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade induzida por eles.

Tratamento com o0 agente mutagénico: parte das sementes de cebola,
previamente submetida aos extratos etandlicos, foi exposta ao MMS por um
periodo de 24 horas para avaliar os potenciais anticitotoxico, antigenotoxico e
antimutagénico destes compostos.

Ensaio de recuperacgdo: depois de pré-tratadas e submetidas ao MMS, o restante
das raizes de cebola foi submetido a 4gua purificada por osmose reversa, por um
periodo de recuperacdo de 24 horas. Recomenda-se a realizacdo do ensaio de
recuperagdo para avaliar um possivel efeito residual dos extratos etandlicos na
protecdo celular, ou seja, para verificar se 0s extratos exibem efeito apenas

guando as raizes estdo expostas a eles ou se este efeito pode ser prolongado.
2.9. Determinacgéo do efeito antimutagénico

A atividade antimutagénica foi avaliada pela andlise da porcentagem de

reducdo de danos para cada um dos tratamentos com os extratos etanodlicos da

prépolis verde e do alecrim-do-campo. Para determinar esta porcentagem,

utilizada a seguinte formula:

Reducdo (%) = x 100

a—=¢

Onde: a = nimero de células micronucleadas ou com quebra cromossémica presentes no CP;
b = Ndmero de células micronucleadas ou com quebra cromossémica presentes nos tratamentos;
¢ = numero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes no CN.

3. Resultados

foi

3.1. Determinacdo da quantidade total de flavondides dos extratos

etanodlicos

A quantidade total de flavonéides encontrada no extrato etandlico da proépolis

verde, medida pelo padrdao de quercetina, foi de 3,65% (m/m). Para o extrato
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etandlico de Baccharis dracunculifolia a quantidade foi de 0,67% (m/m), utilizando-se

a mesma metodologia.
3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As classes de metabdlitos secundarios mais freqientemente encontradas nos
dois extratos avaliados foram compostos fendlicos simples, flavondides e triterpenos.
As analises por CCD, baseadas na comparacédo do Rf (fator de retencéo) das
amostras, em relacdo ao Rf de padrBes especificos, possibilitaram a identificacdo
dos seguintes compostos (Figura 1):
> No extrato de B. dracunculifolia foram detectados: &cido ferulico, &cido
caféico, canferol, rutina e quercetina.
> No extrato de propolis verde foram detectados: acido ferulico, &cido caféico,

rutina e quercetina.

Figura 1: Férmulas quimicas estruturais dos compostos fendlicos encontrados nos extratos etandlicos, por meio
de CCD. Estrutura basica de um flavonoide e os diferentes compostos fendlicos encontrados nos extratos
etanolicos. A quercetina e o canferol pertencem a classe dos flavondis. A rutina pertence ao grupo das flavonas
derivadas, também conhecidas como bioflavonéides. Os &acidos caféico e ferllico sdo denominados acidos
fendlicos.
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N&o foi possivel determinar a quantidade especifica de cada composto devido

a similaridade de suas formulas estruturais.
3.3. Determinagéo dos sélidos soluveis totais

Os solidos soluveis totais, presentes no extrato etandlico da prépolis foi
equivalente a 35°Bx, enquanto para o extrato etandélico do alecrim-do-campo foi igual
a 25°Bx, ambos com valores superiores ao minimo indicado pelo Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (11°Bx ou 11% de extrato seco) (BRASIL, 1998).

3.4. Tratamento com os extratos etandlicos

Para os resultados de citotoxicidade (Figura 2), foi observado que houve uma
gueda dos indices mitéticos para todos os tratamentos, em relagcéo ao indice do CN,
cujos valores foram, de maneira geral, diferentes estatisticamente do teste controle.

Indice Mitdtico

40.00%

35.00%

30.00% .

oo M R

15.00% __Eh mE ! L L "

10.00% — — —
5.00% — — —
0.00% T T T )

CN CP (0 CS EEPV EEBD EEBD
0,06pL/mL 0,30uL/mL 0,06pL/mL 0,30uL/mL

m Réplical Réplica 2

Figura 2: indice mitético observado para as células de meristemas radiculares de Allium cepa. CN: controle
negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da prépolis
verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Os resultados relativos a genotoxicidade, para todos os tratamentos de
ambas as réplicas, mostraram-se nao significativos em relagdo ao controle negativo
(Figura 3).
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Genotoxicidade
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Figura 3: Frequéncia de aberracdes cromossdmicas observada nas células de Allium cepa. CN: controle
negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da propolis
verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Mutagenicidade
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Figura 3: Freqiiéncia de micronucleos e quebras cromossdmicas obtida para o sistema-teste de Allium cepa.
CN: controle negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da
prépolis verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Em relacdo a presenca de micronucleos nas células meristematicas e da

geragcdo Fi, os resultados foram significativos, apenas para o0 controle positivo
(Figura 4 e 5).
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Mutagenicidade F,
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Figura 4: Fregiiéncia de micronicleos observada nas células da geracdo F; das raizes de Allum cepa. CN:
controle negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da
prépolis verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

3.5. Tratamento com o0 agente mutagénico

Em relacdo ao potencial anticitotoxico dos extratos etandlicos, novamente foi
observada uma discrepéancia entre os valores dos indices mitéticos do CN entre a
réplica 1 e a réplica 2. Os baixos indices mitéticos do CN podem ser a causa das
diferencas estatisticas registradas para este tratamento.

Para a réplica 1, os resultados referentes a anticitotoxicidade demonstraram
baixos indices mitoticos do CN e do CP, e altos indices mitéticos das raizes
expostas a solugdo etandlica (CS) e, por isto, estes ultimos foram significativos
estatisticamente. Os indices mitéticos para os tratamentos com o EEPV e com o
EEBD 0,06 pL/mL foram parecidos e nao-significativos, quando comparados com o
CN. No entanto, o indice mitético do EEBD, para a concentracéo de 0,30 yL/mL, foi
ainda menor que a registrada para a concentracdo de 0,06 pL/mL, sendo este
resultado estatisticamente diferente do CN (Figura 6).

Para a réplica 2, apenas os tratamentos com o0s extratos etandlicos
apresentaram resultados significativamente diferentes do CN. Os valores dos indices

mit6ticos do CP e dos CS, néo diferiram do CN (Figura 6).
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Figura 5: indice mitético observado para as células de meristemas radiculares de Allium cepa, pré-tratados com
0s extratos etanolicos e coletados apds exposicdo sucessiva ao MMS. CN: controle negativo; CP: controle
positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da propolis verde; EEBD: extrato
etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Em relacdo ao potencial antigenotoxico, as frequéncias de aberracdes
cromossOmicas, observadas nos CN das réplicas 1 e 2, foram semelhantemente
baixas. Para o CP, foram observados valores significativos de aberragbes
cromossOmicas, em ambas as réplicas, em relacdo ao CN (Figura 7).

Para o CS, apenas a solucdo da concentracdo mais alta (0,3QuL/mL) da
réplica 2 exibiu genotoxicidade. Nas células meristematicas pré-tratadas com o
EEPV, nédo foi observada frequéncia significativa de aberragbes cromossémicas. Os
resultados para o tratamento com o EEBD, em ambas as concentragfes, também
nao foram estatisticamente significativos, apesar de se observar uma frequéncia de
aberragBes cromossdmicas um pouco maior para as raizes pré-tratadas com a maior
concentragéo (0,30 pL/mL).

Em relacdo a frequiéncia de microndcleos e quebras cromossdémicas, apenas

o CP exibiu valores de significancia estatistica em relacdo ao CN (Figura 8).
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Figura 6: Freqiiéncia de aberragbes cromossémicas observada para as células de meristemas radiculares de
Allium cepa, pré-tratados com os extratos etandlicos e coletados apds exposigdo sucessiva ao MMS. CN:
controle negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da
prépolis verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).
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Figura 7: Freqiéncia de micronicleos e quebras cromossémicas observada para as células de meristemas
radiculares de Allium cepa, pré-tratados com os extratos etandlicos e coletados apds exposi¢do sucessiva ao
MMS. CN: controle negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato
etanolico da prépolis verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Em relacdo a frequéncia de micronucleos observada na regido de células da
geragdo F; de raizes de cebola, referentes a esta mesma coleta, foi observado
também que apenas o CP exibiu valores significativos em relacdo ao CN (Figura 9).
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Figura 8: Freqiiéncia de micronicleos observada para as células da geracdo Fi1 de Allium cepa, pré-tratadas
com os extratos etandlicos e coletados ap6s exposicéo sucessiva ao MMS. CN: controle negativo; CP: controle
positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da propolis verde; EEBD: extrato
etanolico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Pela aplicagdo da férmula de reducdo de porcentagem de danos, utilizada
para a verificacdo da antimutagenicidade, foi observado que, para a concentracéo
0,06 yL/mL de EEBD e EEPV, houve uma eficacia similar entre os dois extratos
(réplica 1: 98,61% para ambos; réplica 2: 95,24% para EEPV e 98,80% para EEBD).
Para a concentragdo de 0,30 pL/mL do EEBD, o valor observado de redugao de

dano foi sutilmente superior (réplica 1 e 2: 100%) aos demais valores registrados.
3.6. Ensaio de recuperacao

Pelos resultados de indice mitético, obtidos apds o periodo de recuperacao
(Figura 10), observa-se que todos os tratamentos apresentaram valores superiores
aos observados para o CN. Para a réplica 1, apenas as raizes do CP e do EEBD
(0,30 pL/mL) exibiram indices mitéticos néo significativos em relacdo ao CN. Ja para
a réplica 2, os indices mitéticos do CP, do CS (0,06 uL/mL) e de ambas as

concentragbes do EEBD apresentaram valores n&o significativos em relagéo ao CN.
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Figura 9: indice mitdtico das células meristematicas de Allium cepa, depois do ensaio de recuperacdo. CN:
controle negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da
prépolis verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Em relac@o a genotoxicidade, apenas o CP e o CS (0,30 yL/mL) da réplica 2
apresentaram frequéncias significativas de aberragbes cromossémicas, em relagéo
ao CN. Nenhum dos tratamentos com 0s extratos etandélicos mostrou-se genotoxico,

até mesmo apoés o periodo de recuperacao (Figura 11).
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Figura 10: Frequéncia de aberragdes cromossdmicas observada para as células de meristemas radiculares de
Allium cepa, apos o periodo de recuperacdo. CN: controle negativo; CP: controle positivo (MMS); CS: controle do
solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da propolis verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis
dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Quanto a mutagenicidade, apenas o CP, de ambas as réplicas, apresentou

resultados com diferencas significativas em relacdo ao CN (Figura 12).
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Figura 11: FreqgUiéncia de micronicleos e quebras cromossémicas observada para as células de meristemas
radiculares de Allium cepa, apds o periodo de recuperacédo. CN: controle negativo; CP: controle positivo (MMS);
CS: controle do solvente (etanol); EEPV: extrato etandlico da préopolis verde; EEBD: extrato etandlico de
Baccharis dracunculifolia. * significativo (p<0,05).

Os resultados para a presenca de microndcleos exibidos pelas células da
regido F; mostraram-se significativos apenas para o CP das duas réplicas (Figura
13). Em relagdo aos tratamentos, nenhum extrato exibiu frequéncia significativa

desta alteragéo, em relagéo ao CN.
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Figura 12: Freqiiéncia de micronucleos observada para as células da geracéo F1 de Allium cepa, apés o periodo
de recuperacdo. CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo com o MMS; CS: Controle do Solvente (etanol);
EEPV: Extrato etandlico da propolis verde; EEBD: extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia. * significativo
(p<0,05).
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4. Discussao

Foram testados o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico de extratos
etanolicos da propolis verde e de alecrim-do-campo, este ultimo testado em duas
concentracbes diferentes. Também foram testados o potencial anticitotoxico,
antigenotoxico e antimutagénico destes mesmos extratos, por meio do sistema-teste
de Allium cepa. Nao existe na literatura, com excecao de um estudo feito por
Roberto (2006), qualquer avaliacdo de antigenotoxicidade e/ou antimutagenicidade
utilizando-se este sistema-teste, ou até mesmo outros sistemas-teste vegetais.
Desta forma, as acoes e efeitos destes extratos foram associados com os resultados
de outros autores, que utilizaram diversos organismos, tanto em testes in vivo
quanto in vitro. Esta analise também serve de referéncia sobre a efetividade da
utilizacdo do sistema-teste de A. cepa em ensaios de antimutagenicidade,
apontando mais um sistema-teste com potencialidade de uso neste tipo de
avaliagéo.

Pelos resultados obtidos, foi possivel observar a eficacia da substancia usada
no controle positivo (MMS), na inducdo de mutagenicidade (tanto em células
meristematicas quanto células da geracéo F;) e de genotoxicidade, no sistema-teste
de A. cepa, pois todos os resultados foram positivos em relagdo aos dados do
controle negativo. Esses resultados corroboram com as afirmagfes de outros
autores (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME et al., 2008a e 2008b), que
utilizaram o MMS como controle positivo.

Os ensaios de citotoxicidade realizados com o sistema-teste de A. cepa, para
0s extratos etandlicos da propolis e do alecrim-do-campo, ndo apresentaram dados
consistentes, pois foi observada uma discrepancia entre valores de indices mitoticos
obtidos nas réplicas. Esses dados corroboram as citacbes de Matsumoto; Marin-
Morales (2004), Matsumoto et al. (2006), Fernandes et al. (2007) e Pedro (2008) de
gue o indice mitético, muitas vezes, pode ndo se caracterizar em um bom end point
de citotoxicidade.

Pelos resultados de genotoxicidade e mutagenicidade, pode-se inferir que,
tanto o controle com solvente (CS) quanto os tratamentos com 0s extratos, nao
induziram aberragfes cromossOmicas e micronucleos para o sistema-teste de A.
cepa. Desta forma, também nado foram encontradas frequéncias significativas de

micronucleos nas células da geracdo F; de raizes de cebola.
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Segundo Phillips; Jenkinson (2001), muitos trabalhos apontam que o etanol,
de maneira geral, ndo induz efeitos genotoxicos e/ou mutagénicos tanto em testes in
vivo e quanto in vitro. Os efeitos de genotoxicidade/mutagenicidade sao positivos,
apenas, quando a concentracdo alcoolica encontra-se muito alta ou quando o
experimento € realizado para avaliar os efeitos cronicos do alcool. Deste modo, 0s
resultados obtidos pela aplicacdo do CS indicaram uma n&o genotoxicidade e
mutagenicidade para o etanol, na concentracdo utilizada, caracterizando-se em
importantes informagdes sobre a acdo do etanol em sistema-teste de A. cepa. Com
isso, podemos assegurar que os dados dos tratamentos refletem, somente, a acéo
dos componentes presentes nos extratos testados neste trabalho.

De acordo com os testes in vivo realizados por Tavares et al. (2006), o EEPV
exibe efeito genotoxico quando em altas concentragdes (100 pug/mL). Pereira et al.
(2008), por meio do ensaio do cometa realizado com leucocitos de camundongos,
também verificaram que o EEPV foi capaz de induzir danos ao DNA, quando
utilizado em altas concentragdes (1000 mg/kg de massa corporal).

Resende et al. (2007) avaliaram o efeito do EEBD em eritrocitos de ratos,
onde os autores observaram que o0 extrato ndo aumentou a frequéncia de
micronucleos, ou seja, ndo induziu mutagenicidade. Esses dados sdo compativeis
com os resultados deste trabalho, obtidos para o sistema-teste de A. cepa, conforme
acima apresentados.

Além dos extratos etandlicos da propolis e de extrato de alecrim-do-campo
nao induzirem efeitos prejudiciais as células de cebola, eles também foram capazes
de bloquear, neste organismo teste, a acdo mutagénica do MMS. Ambos os extratos
parecem ter protegido as células contra as conhecidas propriedades clastogénicas
do agente alquilante utilizado como controle positivo.

Alguns autores descrevem a prépolis como um composto que pode reduzir 0s
danos induzidos por diversas substancias mutagénicas. Varanda et al. (1999)
também demonstraram, pelo teste de Ames, realizado com S. typhimurium de
diferentes linhagens (TA98, TA100 e TA102), uma atividade antimutagénica para
extratos etandlicos de prépolis, pela inducdo da agcdo mutagénica da daunomicina,
do benzo[a]pireno e da aflatoxina. Jeng et al. (2000) aferiram, pelos resultados
obtidos com o teste de Ames, que o0 extrato etandlico da propolis inibiu a
mutagenicidade de quatro agentes mutagénicos, sendo dois deles de acgao direta e
dois de acdo indireta. Em um trabalho mais recente, Fu et al. (2005), além de
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reportarem o efeito antimutagénico de extrato de propolis contra a daunomicina e da
aflatoxina em S. typhimurium, apontaram este mesmo efeito antimutagénico, quando
testaram a ciclofosfamida e a mitomicina em ratos.

Moreno et al. (2005) também demonstraram que amostras de prépolis foram
capazes de inibir os efeitos mutagénicos da isoquinolina e da 4-nitrofenilenodiamina,
em testes com S. typhimurium. Outro estudo também demonstrou que o extrato
etanolico da prépolis foi antigenotoxico/antimutagénico contra os efeitos da
doxorubicina, em culturas de células do tipo CHO (TAVARES et al., 2006). Russo et
al. (2006) divulgaram um estudo onde os autores comprovaram que a propolis
protegeu espermatozéides humanos contra os danos ao seu DNA, induzidos pelo
benzo[a]pireno e por espécies reativas de oxigénio.

Desta forma, os resultados aqui obtidos com A. cepa, reforcam a capacidade
antimutagénica da prépolis e aponta este organismo teste como um sistema-teste
sensivel e com potencialidade de ser usado em estudos de mutagenicidade.

Em contraste aos estudos utilizando-se prépolis, existem poucos relatos sobre
os efeitos do extrato de Baccharis dracunculifolia, talvez por ser recente a
descoberta de sua relacdo como fonte boténica para producdo da propolis do tipo
verde, por abelhas do género Apis (PARK et al., 2002; KUMAZAWA et al., 2003;
PARK et al., 2004; SALATINO et al., 2005). Este tipo de propolis é caracteristica de
uma regido especifica do Brasil, mais precisamente do sul do estado de Minas
Gerais e norte do estado de S&o Paulo (ALENCAR et al., 2005). Nessas regides as
abelhas coletam folhas jovens, brotos e botbes florais do alecrim-do-campo (B.
dracunculifolia) (KUMAZAWA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005), planta comum na
flora do cerrado local.

Park et al. (2005) demonstraram que, além de B. dracunculifolia ser a
principal origem botanica da propolis verde brasileira, esta planta, na forma de
extrato etandlico, pode prevenir a toxicidade da dioxina, que € um organoclorado
altamente téxico, carcinogénico e teratogénico. Estudos realizados por Resende et
al. (2007) também evidenciaram a antimutagenicidade do extrato etil-acetato de B.
dracunculifolia, pela intervengao contra os danos causados pela doxorubicina, o que
levou a uma reducao nos danos de cromossomos de ratos usados como sistema-

teste.
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Apesar dos diversos estudos publicados sobre os efeitos da exposicao a
estes extratos, os meios de atuacdo dos componentes da propolis verde e do
alecrim-do-campo ainda n&o estdo suficientemente esclarecidos.

Tavares et al. (2006) atribuiram ao extrato de propolis, a caracteristica de
atuar como um composto com efeito de “Janus”, ou seja, pode se comportar como
agente genotoxico ou antigenotoxico, dependendo da condicdo experimental
utilizada. Neste mesmo trabalho, quando aplicado em altas concentracdes (100
pg/mL), o extrato foi genotéxico, mas quando usado em baixas concentracoes (12.5
png/mL), exerceu atividades quimiopreventivas. De acordo com Mersch-Sundermann
et al. (2004 apud TAVARES et al., 2006), este mesmo fenbmeno também ocorre
com o extrato etandélico de Toxicodendron quercifolium (carvalho venenoso), o qual é
vastamente utilizado em homeopatia. Estes autores revelam que este efeito pode
ser observado também em flavondides presentes no extrato vegetal deste carvalho,
assim como em extratos de B. dracunculifolia e da propolis. Nossos dados, cujos
ensaios foram realizados com baixas concentracfes de extrato de propolis e de B.
dracunculifolia corroboram a acéao protetora destes compostos.

Os efeitos biol6gicos destes extratos devem-se ao grande contedudo de
compostos fendlicos, principalmente aos flavondides presentes. Lima (2007) testou
trés substancias encontradas na prépolis verde e observou que elas aumentaram a
mutagenicidade do MMS. No entanto, essas mesmas substancias produziram
atividade quimiopreventiva contra outros dois agentes mutagénicos.

Sabe-se que os flavonodides possuem grande potencial antioxidante, sendo
esta a principal caracteristica deles, embora alguns tenham efeitos pré-oxidantes e
mutagénicos. Wattenberg (1985) foi um dos primeiros pesquisadores a sugerir que
os flavonoides podem exercer efeitos antimutagénicos e anticarcinogénicos.
Atualmente, Tavares et al. (2006) sugerem que os flavonéides sdo os principais
componentes responsaveis pelos efeitos mutagénicos e antimutagénicos da
prépolis.

No extrato etanolico da propolis verde, utilizado no presente estudo, foi
determinada a presenca de &cido caféico, acido ferdlico, rutina e quercetina, e no
extrato etandlico do alecrim-do-campo foram encontrados estas mesmas
substancias, além do flavondide canferol. Os acidos caféico e ferulico sdo acidos

fendlicos, enquanto que a rutina pertence ao grupo das flavonas derivadas
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(geralmente descrita como um bioflavondide) e a quercetina e o canferol sdo
flavonoides da classe flavonol.

As diversas classes de flavono6ides possuem um largo espectro de atividades
bioldgicas e acredita-se que a atividade especifica deles na funcdo celular esteja
relacionada a sua estrutura quimica (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1993). De
acordo com Horn; Vargas (2008), entre varios compostos fitoquimicos, os
flavondides e os taninos sdo compostos que apresentam atividades mutagénicas e
antimutagénicas.

Como meio de evidenciar a importancia da relacdo estrutura-atividade dos
flavondides, o trabalho de Agullo et al. (1996) apresenta resultados interessantes.
Pela comparacao de cinco familias estruturalmente diferentes de flavonoides, foram
identificadas, sobre células HT29, algumas caracteristicas estruturais associadas
com a atividade citotoxica dos flavondides. Aparentemente, os flavondides das
classes flavonas e flavonois sdo muito potentes e afetam a viabilidade celular,
enquanto os pertencentes as classes catequina, flavanona e isoflavona permanecem
inativos. Casagrande; Darbon, em 2001, sugeriram que, com excec¢do da daidzeina,
as flavonas, os flavondis e as isoflavonas sédo potentes compostos antiproliferativos,
independentemente do niumero de grupos hidroxilas que apresentam, desde que o
anel C seja conservado. Para Agullo et al. (1996), a auséncia da insaturacéo entre
C2 e C3 resulta na perda do potencial citotoxico. No entanto, para Casagrande;
Darbon (2001), este potencial pode ser muito fraco ou até mesmo inativo, quando
ndo h& esta dupla ligacdo (flavanonas e flavonondis) e tal auséncia é aliada a
auséncia da funcao oxo na posicdo 4 do anel C, como acontece nas catequinas,

Choi et al. (1994) demonstraram que um extrato metandlico de um vegetal,
rico em flavondides, exibiu efeitos antimutagénicos, confrontando com outros
trabalhos que apontam os flavondides como mutagénicos. No entanto, outros
trabalhos mais recentes mostram que os flavonéides podem suprimir e/ou reduzir a
mutagenicidade de varios compostos quimicos (DEPEINT et al., 2002). Nossos
resultados mostraram que o extrato etandlico de B. dracunculifolia apresenta,
guando usado na concentracdo de 30%, uma acdo antimutagénica, corroborando
com os dados de outros autores acima apresentados, que associam aos extratos
vegetais ricos em flavondides uma atividade antimutagénica.

Steele et al. (1985) obtiveram resultados negativos para a mutagenicidade de

catequinas em linhagens de bactérias. Sob as mesmas condi¢cdes experimentais,
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estes autores demonstraram que estes mesmos flavonéides também inibiram a acédo
mutagénica de aminas aromaticas, um enorme grupo de quimicos carcinogénicos.
Além disto, descreveram que o mecanismo de a¢do pode envolver a interacdo direta
entre agente mutagénico e a catequina e/ou a inibicdo, pelos flavondides, da
geracao de algum metabdlito com agdo carcinogénica.

Apesar dos diversos estudos realizados quanto ao potencial antimutagénico
e/ou antigenotoxico de extratos vegetais, os mecanismos de antimutagenicidade
ainda ndo estdo completamente esclarecidos ou sdo, até mesmo, desconhecidos.
Esta acdo antimutagénica pode ser resultado da atividade antioxidante ou da
interferéncia de um ou mais compostos ativos nas vias metabdlicas, onde os
agentes mutagénicos atuam (RESENDE et al., 2007). Knasmuller et al. (2002) ainda
ressaltam que muitos compostos quimioprotetores agem, simultaneamente, em

diferentes niveis de protecao.

5. Concluséao

Os extratos etandlicos de propolis verde e de B. dracunculifolia ndo induziram
mutagenicidade e foram eficientes na protecdo de células meristematicas e da
geracgao F; de Allium cepa, inibindo a clastogenicidade do Metilmetano Sulfonato. O
organismo teste A. cepa se caracteriza em um sistema-teste sensivel para testes de
antimutagenicidade, e pode caracterizar em mais um sistema-teste usado para este
tipo de avaliacdo. Pelo niUmero escasso de publicacdes sobre os modos de acao de
extratos etandlicos de prépolis e das plantas que séo as fontes de coleta para as
abelhas, fica clara a necessidade de mais estudos com estes compostos quimicos,
para que se possa esclarecer melhor os mecanismos e modo de acédo destes
compostos sobre as células a eles expostas.
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Resumo

Muitas substancias, presentes no ambiente interagem com o material
genético dos organismos vivos e podem promover danos na fita de DNA. O extrato
etandlico da prépolis € amplamente usado para fins terapéuticos, embora pouco se
saiba sobre as suas caracteristicas protetoras e seu modo de acdo nas células. A
prépolis verde brasileira, oriunda de partes vegetais de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae), tem sido muito comercializada e utilizada com propdsitos medicinais.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a potencialidade genotdxica/mutagénica e
antimutagénica do extrato etandlico da prépolis verde (EEPV) e do extrato etandlico
de B. dracunculifolia (EEBD), sobre células HTC mantidas em cultura. N&o foi
observado, por meio do ensaio do cometa, qualquer efeito genotéxico para o0s
extratos testados. Pela analise da inducdo de micronicleo com bloqueio de
citocinese de células HTC expostas aos extratos, foi observada uma acdo nao
mutagénica para estes extratos. Quando as células foram submetidas ao tratamento
simultineo dos extratos com Metilmetano Sulfonato (MMS, agente
reconhecidamente mutagénico), os danos provocados pelo MMS foram reduzidos
consideravelmente. O tratamento com o EEPV e com o EEBD, sem incubacéo
prévia, apresentou frequiéncias significativas de MN nas células de HTC, ou seja,
nao demonstraram potencial antimutagénico. No entanto, quando estes extratos
foram previamente incubados, houve reducéo significativa da freqiéncia de MN.
Pelos resultados obtidos, podemos inferir que o0s extratos incubados apresentam
uma potencialidade maior de reducdo de danos no DNA, provocados pelo MMS
(86,67% para o EEPV e 85,00% para o EEBD), do que os nao incubados
previamente. Assim, podemos sugerir que a acdo dos extratos etandlicos testados
neste trabalho é caracteristica de agentes desmutagénicos, cuja propriedade é
inativar as substancias mutagénicas antes da sua atuacao sobre o material genético

dos organismos vivos.

Palavras-chave: Propolis verde, Baccharis dracunculifolia, teste do micronucleo

com blogueio de citocinese, agentes desmutagénicos.
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1. Introducgéo

A propolis é uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas a partir de
orgaos vegetais variados, como folhas, brotos, gemas e botdes florais (MARCUCCI,
1995), de onde sdo extraidas secrecdes vegetais, geralmente, materiais lipofilicos
de folhas e brotos de folhas, gomas, resinas, latex, etc. (CRANE, 1988). Neste
material é acrescido saliva, rica em enzimas, que o digere parcialmente, além de
cera de abelha. Esta mistura é, entdo, usada na construcdo da colméia.

As prépolis possuem composi¢cdes quimicas altamente complexas e variaveis,
as quais estao intimamente relacionadas com a flora de cada regido visitada pelas
abelhas, mas, em geral, € composta por resina e balsamo vegetal, cera, esséncia e
6leos aromaticos, podlen e varias outras substancias, incluindo fragmentos organicos
(BURDOCK, 1998).

Atualmente, foram identificados, aproximadamente, 300 componentes em
amostras de proépolis, sendo principalmente, formados por compostos fendlicos. A
maioria destes compostos isolados pertence a trés grandes grupos: flavondides,
acidos fendlicos e ésteres, cujas concentracdes variam, dependendo da ecoflora da
regido de coleta (SIMOES et al., 2004).

A prépolis € considerada a mais importante arma quimica das abelhas contra
microrganismos patogénicos. Pelas suas caracteristicas antibidticas, ela também
tem sido utilizada com o mesmo propédsito pelos humanos (BANKOVA, 2005a;
2005b). Devido a sua extensa variabilidade de atividades biolégicas, a propolis é
utilizada em alimentos, bebidas e na medicina popular de alguns paises.
(BANKSOTA et al., 2000).

Segundo alguns autores (PEREIRA et al.,, 2002; SALATINO et al., 2005;
MENEZES, 2005), a propolis possui diversas atividades biolégicas e farmacoldgicas,
gue vao além da atividade antibiética, como por exemplo, a atividade antioxidante.
Dentre as atividades biologicas exercidas pela propolis, a atividade antimutagénica
foi pouco estudada. Varanda et al. (1999), por meio do teste de Ames, observaram
que a propolis promoveu uma reducdo significativa dos danos induzidos por
substancias de reconhecida atividade mutagénica, como a daunomicina, o
benzo[a]pireno e a aflatoxina B1. De acordo com estes mesmos autores, a atividade
antimutagénica da propolis esta diretamente relacionada a sua atividade

antioxidante.
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Segundo Bankova et al. (2000), a composi¢céo quimica de propolis de regides
tropicais e de regidbes temperadas sao diferentes. Nas amostras de regides
temperadas, o perfil quimico exibe, em sua maioria, apenas flavonéides, enquanto
nas amostras de regides tropicais outros componentes sao identificados,
principalmente, diterpenos, compostos prenilatados, além de lignanas e outras
classes de compostos fendlicos, como acidos fendlicos. Na composicdo da propolis
de regido tropical também sdo encontrados elementos inorganicos, como o Cu, Mn,
Fe, Ca, Al, Si e V (MARCUCCI, 1996). A composi¢do quimica da propolis também
pode variar devido a fatores genéticos das abelhas que a produz (PARK et al.,
1998).

Apds comprovacédo da alta relagdo da variabilidade quimica da propolis com a
fonte vegetal de coleta das abelhas, diversos pesquisadores tém investigado a
principal origem botanica de cada uma das diferentes amostras de propolis. Park et
al. (2000), por exemplo, classificou as propolis brasileiras em 12 tipos diferentes, de
acordo com seu perfil quimico e a regido de coleta das abelhas.

A prépolis verde, produzida pelas abelhas da regido sul do estado de Minas
Gerais e norte do estado de S&o Paulo, foi identificada como o tipo 12 (PARK et al.,
2000). Esta prépolis tem como fonte o exudato de folhas da espécie Baccharis
dracunculifolia (Asteraceae), popularmente, conhecida como alecrim-do-campo
(KUMAZAWA et al., 2003; PARK et al., 2004; ALENCAR et al., 2005; TEIXEIRA et
al., 2005).

Neste trabalho procurou-se avaliar o potencial genotéxico/mutagénico e
antigenotoxico/antimutagénico do extrato etandlico da prépolis verde e do extrato
etanolico de B. dracunculifolia. Para a avaliacdo destas atividades, foram
desenvolvidos o teste do micronucleo, com blogueio da citocinese, e 0 ensaio do

cometa, em células de mamiferos (HTC) mantidas em cultura.

2. Materiais e métodos

2.1. Origem da prépolis e sua fonte botanica

As amostras de propolis verde e de B. dracunculifolia foram obtidas junto a
colecdo de propolis do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Rio Claro. As amostras de prépolis e de B.
dracunculifolia foram coletadas na cidade de Carvalhdpolis, sul do estado de Minas
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Gerais, Brasil, gentiimente cedidas pelo Apiario Floresta Comércio Importagdo e

Exportagao Ltda.
2.2. Preparacdo do extrato etandlico da propolis (EEPV)

Para a preparacdo do EEPV, foi macerada uma amostra de 30g da prépolis
bruta, adicionando posteriormente etanol 70%, até completar o volume de 100 mL.
Pela densidade do extrato obtido, comparado com a densidade do etanol, obteve-se
um extrato de concentracdo de 31,4% de propolis.

A mistura proépolis/alcool obtida foi colocada em um baldo de fundo chato, para
o procedimento de extracdo a quente sob refluxo simples, por um periodo de 6
horas. Apés este tempo, o extrato obtido foi filtrado, a quente, resfriado e colocado
em uma proveta de 100 mL, para decantar a cera em suspensdo. O extrato foi
novamente filtrado para a retirada da cera, sendo o volume novamente completado
para 100 mL com &lcool 70%, para corre¢do do volume de alcool evaporado durante
0 processo de extragao.

O etanol foi escolhido como solvente para a obtencdo do extrato, pois, de
acordo com Burdock (1998), o extrato etandlico da prépolis é a forma mais

comumente consumida e comercializada para uso humano.

2.3. Preparacao do extrato etanolico de Baccharis dracunculifolia (EEBD)

Para a preparacao do EEBD, foi realizado processo semelhante ao usado para
o EEPV, substituindo neste caso, os 30 g de prépolis por 30 g de folhas jovens e
gemas da planta B. dracunculifolia. Por meio dos mesmos calculos de densidade, a
concentragéo obtida para o EEBD foi de 33,8%.

O procedimento seguiu semelhantemente a preparacdo do EEPV, porém néo
houve a necessidade do periodo de decantacdo, por ndo haver a presenca de cera
no extrato vegetal.

2.4. Caracterizagao fitoquimica dos extratos etandlicos

Os extratos etanodlicos de propolis verde e do alecrim-do-campo foram
analisados quimicamente para obtencdo da sua constituicdo natural, quanto as
substancias cumarinas, alcaldides, saponinas, esteréides e triterpendides (COSTA,
1982).
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2.5. Determinacdo da quantidade total de flavondides dos extratos

etanodlicos

Apdés a extragdo, foram quantificados os flavondides totais dos extratos
etanolicos obtidos (EEPV e EEBD). A determinacdo da quantidade de flavondides
totais foi obtida pelo padréo de quercetina, de acordo com a metodologia descrita
por Woisky (1996 apud MARCUCCI et al. 1998) e Woisky; Salatino, (1998), com
pequenas modificacdes. Para esta determinacgéo, foram colocados, em um tubo de
ensaio, 5,0 mL de etanol absoluto e 5 yL de cada amostra, separadamente, e em
seguida, 100 pL do reagente AICI; na concentracao de 2% em metanol.

Apés agitacado por 5 segundos e um repouso isento de luz por 30 minutos (para
gue nao houvesse degradacdo da amostra), as amostras foram lidas em
espectrofotbmetro em A = 425 nm.

2.6. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para obter os perfis cromatograficos, por CCD, e determinar os tipos de
terpenos, compostos fendlicos simples e flavonoides presentes nos extratos
etanolicos de propolis verde e do alecrim-do-campo, foram utilizados reveladores
especificos para cada classe de compostos (WAGNER et al., 1984).

2.7. Determinagdo de solidos soluveis totais

Os sdélidos soluveis totais do EEPV e do EEBD foram determinados por meio de

analise em um refratbmetro de Abbe.
2.8. Cultura de células de mamiferos (HTC)

A linhagem celular de hepatoma de rato (HTC) foi cultivada em 5 mL de meio
de cultura D-MEM/F-12, suplementado com 10% de soro bovino fetal, em frascos de
25 cm? com uma concentracdo inicial de 1 x 10° células por frasco, mantidas em
estufa a 37° C por um periodo de 24 horas.

As células do controle negativo (CN) receberam 50 pL de tampéo fosfato —
PBS e permaneceram na estufa por mais um periodo de 24 horas. Para o controle
positivo (CP), foram utilizados 50uL de MMS na concentracéo de 4x102 M, em dois
periodos (3 e 24 horas), processados em frascos diferentes. Foi realizado,
concomitante aos demais testes, um teste com o etanol (controle do solvente — CS),
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para comprovar a nao mutagenicidade do etanol, conforme ja descrito por Obe;
Ristow (1979 apud PHILLIPS; JENKINSON, 2001) para células de mamiferos.

Para o teste de mutagenicidade foram adicionados, por mais 24 horas, 50 pL
dos extratos etandlicos (propolis verde e alecrim-do-campo a 0,06 pL/mL).

Para o0 teste de antimutagenicidade, foram desenvolvidos ensaios
submetendo as células em meios de culturas que receberam uma mistura de
extratos etandlicos e MMS (tratamento simultdneo). Os ensaios foram realizados
separadamente para cada um dos extratos testados, associados ao MMS, sempre
na proporgao de 1:1. As misturas foram testadas de duas formas: 1. sem incubacéo
prévia, onde o extrato foi misturado ao MMS no momento da sua adi¢cdo ao meio de
cultura; 2. com pré-incubacdo, onde a mistura foi realizada, anteriormente a sua
adicdo ao meio, sendo mantida em estufa a 37°C por 1 hora, e s6 posteriormente
acrescentada ao meio de cultura. Todos os tratamentos foram realizados por um
periodo de 3 horas de exposicao e sempre em triplicata.

Os extratos foram utilizados na concentracdo de 0,06 pL/mL, diluidos em
agua pura e filtrados em membrana com poros de 20 um de diametro, para eliminar

microrganismos que pudessem contaminar o material.
2.9. Teste do micronucleo com bloqueio de citocinese (TMNBC)

Apds a exposicdo das células aos diversos tratamentos propostos, 0 meio de
cultura foi descartado e as células lavadas duas vezes com 5 mL de PBS. ApGs este
processo foram adicionados 5 mL de meio com soro, juntamente com 50 pyL de
citocalasina B (300 pg/mL - Sigma). Os frascos foram deixados na estufa por 30
horas, para que ocorresse mais um ciclo de divisao celular.

Para a colheita das células, o conteudo dos frascos (meio + soro) foi
transferido para tubos de centrifuga e reservado. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e soltas da parede do frasco, utilizando-se
500 pL de Tripsina—EDTA (0,025%). A tripsina foi neutralizada com a adicdo do meio
de cultura anteriormente reservado nos tubos de centrifuga. O conteudo dos frascos
foi homogeneizado e colocado nos tubos de centrifuga, juntamente com uma gota
de formaldeido 40%. A suspensdao celular foi centrifugada por 5 minutos a 1.000 rpm
e 0 sobrenadante resultante descartado, reservando-se, apenas, 1,5 mL ao qual foi
adicionado 1,5 mL de solucdo hipotbnica de citrato de sédio (1%). O pellet foi

novamente ressuspendido e centrifugado sob as mesmas condi¢cdes anteriormente
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descritas. O sobrenadante foi descartado e 5 mL de metanol-4cido acético (3:1)
foram adicionados para fixar as células. O pellet foi ressuspendido, centrifugado e o
sobrenadante descartado. O novo pellet foi ressuspendido com 5 mL de fixador
recém preparado e guardado para confeccdo das laminas.

As laminas utilizadas no experimento foram lavadas com detergente neutro
Extran® e guardadas na geladeira (4°C), imersas em 4gua de osmose reversa, até a
sua utilizacéo.

Para a confeccéo das laminas, o material armazenado foi centrifugado por 5
minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o material ressuspendido
com algumas gotas de fixador recém preparado. A suspensao foi gotejada sobre
laminas geladas (contendo um fino filme d'dgua). Estas foram inclinadas para
escorrer 0 material gotejado e deixadas para secar. Posteriormente, foram coradas
com Giemsa 5%, por 5 minutos, e analisadas.

Foram confeccionadas 6 laminas para cada tratamento e analisadas 1.000
células, totalizando 6.000 células por tratamento. A analise seguiu 0s critérios
utilizados por Oliveira et al. (2007), onde sao selecionadas células binucleadas com
delimitagcbes nucleares e citoplasmaticas intactas e ndo sobrepostas, além de
considerar o tamanho, o padrdo e a intensidade de coloracdo dos nucleos. O MN
presente deve ter padrdo de coloragdo semelhante ao do nucleo principal, ndo
apresentar refringéncia e ter um tamanho entre 1/16 a 1/3 do nucleo da célula.

A analise dos resultados foi feita pelo teste estatistico ndo paramétrico de
Mann-Whitney (p < 0,05).

2.10. Ensaio do cometa

Apéds o periodo de tratamento das células, o meio de cultura foi descartado,
as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e, pela adicdo de 500 uL de
tripsina — EDTA 0,025%, soltaram-se da parede do frasco. Decorrido o periodo
necessario para soltar as células, a tripsina foi neutralizada com a adi¢cdo de meio de
cultura novo com 10% de soro bovino fetal. O conteldo foi homogeneizado e
centrifugado por 5 minutos a 1.000 rpm. Apés a centrifugagcdo, o sobrenadante foi
descartado, deixando-se apenas 0,5 mL para fazer a ressuspensao do material.

Para o teste de viabilidade celular foi preparada uma mistura de 20 pyL de
suspensao celular e 20 pL de corante azul de tripano, que foi utilizada para analise

em microscopia de luz, utilizando-se camara de Neubauer. Para a determinacéo da
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citotoxicidade, pelo método da coloragdo exclusiva com azul de tripano, foi
quantificada a propor¢éo de células vivas (ndo coradas) e mortas (coradas em azul),
aceitando-se o limite minimo de 80% de células viaveis, para o prosseguimento do
experimento.

Para a montagem das laminas foi seguido o protocolo descrito por Singh et al.
(1988), com algumas modificagdes. As laminas, previamente cobertas com agarose
de ponto de fusdo normal (1,5%), foram montadas com 20 uL de suspenséao celular,
misturados a 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). Estas foram
cobertas com laminulas e levadas a geladeira (4°C) por 20 minutos. Decorrido este
tempo, as laminulas foram retiradas e as laminas mantidas em cubetas (protegidas
da luz) contendo solucéo de lise (1 mL de triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de
solucado de lise estoque, pH 10,0 — solucdo estoque: 2,5 M de NaCl, 100 mM de
EDTA, 10 mM de Tris, ~ 8,0 g de NaOH sdlido) gelada, mantidas em geladeira, por 1
hora.

Apés a lise, as laminas foram dispostas em uma cuba de eletroforese e
cobertas com solugao tampéo (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA, pH>13) gelada e
recém-preparada, por 20 minutos, para desnaturacdo do DNA. ApGs esse periodo,
foi iniciada a corrida de eletroforese em corrente de 1,0 V/cm e 300 mA, por 20
minutos. As laminas foram, entdo, neutralizadas com 5 mL de solugdo tampéao
neutralizadora (0,4 M de Tris-HCI, pH 7,5), em 3 séries de 5 minutos cada, secas na
horizontal e fixadas com etanol 100%, por 10 minutos. As laminas foram deixadas a
temperatura ambiente para secar e estocadas em geladeira para posterior analise.

As laminas foram coradas com solu¢do de brometo de etidio a 0,002 mg/mL,
preparada a partir de uma solugédo estoque (200 pg/mL), cobertas com laminula e
analisadas imediatamente a sua coloracao.

Foram analisados 100 nucledides por amostra, pela microscopia de
fluorescéncia com filtro de excitacdo de 510-560 nm e filtro de barreira de 590 nm,
em aumento de 400 vezes. Os nucledides foram analisados e classificados
visualmente, de acordo com a migracao dos fragmentos de DNA, segundo Rigonato
et al. (2005). Os cometas foram classificados em 4 classes: classe 0 (sem dano),
classe 1 (pouco dano), classe 2 (médio dano) e classe 3 (muito dano) (Figura 1).
Células com o nucleo completamente fragmentado, ou seja, em processo de morte

celular, ndo foram contabilizados.



Artigo 3 80

Figura 1: Exemplos das classes dos cometas, identificados de acordo com Rigonato et al. (2005). A: classe 0; B:
classe 1; C: classe 2 e D: classe 3.

O escore de cada tratamento foi verificado multiplicando-se o numero dos
nucleodides observados em cada classe de dano pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3) e
submetidos ao teste estatistico t-Student (p < 5%), para a comparacdo de danos

entre os tratamentos e o controle negativo.
2.11. Determinagéo do efeito antimutagénico

A atividade antimutagénica foi avaliada pela andlise da porcentagem de
reducdo de danos para cada um dos tratamentos com os extratos etanodlicos da
prépolis verde e do alecrim-do-campo. Para determinar esta porcentagem, foi
utilizada a seguinte formula:

x 100

Reducdo (%) = p—

Onde:  a=numero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes no CP;
b = Nimero de células micronucleadas ou com quebra cromossémica presentes nos tratamentos;
¢ = numero de células micronucleadas ou com quebra cromossdmica presentes no CN.

3. Resultados

3.1. Determinacdo da quantidade total de flavondides dos extratos

etanodlicos

Para o extrato etandlico da prépolis verde, a quantidade de flavondides
medida através do padrdo de quercetina foi de 3,65% (m/m). Para o extrato
etandlico de Baccharis dracunculifolia a quantidade foi de 0,67% (m/m), utilizando-se

a mesma metodologia.
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3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os compostos fendlicos simples, flavondides e triterpenos foram as classes
guimicas dos metabdlitos secundarios mais freqiientemente encontradas nos dois
extratos avaliados.

Pelas andlises de CCD, utilizando padrdes para auxiliar nas identificacdes
através da comparagdo do Rf (fator de retencdo) das amostras x padrbes, foi
possivel identificar os seguintes compostos:

e Extrato de B. dracunculifolia: acido ferulico, acido caféico, canferol, rutina e
guercetina.
e Extrato de propolis verde: acido ferulico, acido caféico, rutina e quercetina.

Neste trabalho s6 foram qualificados os flavonodides, uma vez que a

quantificacdo especifica dos mesmos requer outros métodos analiticos ndo aqui

empregados.
3.3. Determinagéo dos sélidos soluveis totais

Os sdlidos sollveis totais, presentes no extrato etandlico da prépolis foi
equivalente a 35°Bx, enquanto para o extrato etandélico do alecrim-do-campo foi igual
a 25°Bx. Estes valores de solidos soluveis totais estdo de acordo com o
Regulamento de Identidade e Qualidade de Extrato de Propolis, do Ministério da
Agricultura e Abastecimento, o qual estipula um minimo de 11% de extrato seco
(11°Bx) (BRASIL, 1998).

3.4. Teste do micronucleo com bloqueio de citocinese (TMNBC)

Apds os tratamentos realizados com os extratos etandlicos da propolis verde
(EEPV) e de B. dracunculifolia (EEBD), foram contabilizadas as células HTC
binucleadas. Os resultados de frequéncia, variacdo, média e desvio padrdo de
micronucleos, assim como a porcentagem de reducdo de danos ao DNA, relativos
ao TMNBC em células HTC, estédo apresentados na tabela 1.

A analise estatistica dos resultados mostrou que 0s extratos etandlicos
estudados néo induziram a formacgédo de MN, portanto ndo apresentaram atividades
mutagénicas.

Os resultados relativos a antimutagenicidade indicaram que o0s extratos
etandlicos da propolis verde e do alecrim-do-campo s6 possuem atividade protetora,
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apos passarem por um periodo de incubacédo, realizado simultaneamente com o
agente mutagénico. A porcentagem de reducdo de micronucleos, do tratamento
simultaneo apos periodo de incubacao, foi de 86,67% para o EEPV e 85,00% para o
EEBD.

As frequéncias de MN foram significativamente positivas para as células
expostas a solugdo MMS + extrato, sem o periodo de incubac&o. Entretanto, apos
aplicacdo dos resultados na férmula de verificagdo de reducdo de danos ao DNA,
observou-se uma reducao de 51,67% para o EEPV e 61,67% para o EEBD.

Todos os tratamentos de antimutagenicidade resultaram em uma reducéo dos
danos causados pelos MMS, mas, aparentemente, o tratamento com uma pré-

incubacgao exibe melhores resultados.

Tabela 1: Frequéncia, variacdo, média, desvio padrdo e porcentagem de reducédo de
danos ao DNA, observadas pela aplicagdo do teste do micronucleo com bloqueio de
citocinese em células HTC.

Tratamento Freqiiéncia de MN e DP (%) Variagdo® Média e DP Re?ozc);éo
@ CN 0.28+0.08 2-4 2.83+0.75 -
,§ cP o 1.65+0.36* 12-21  16.50£3.62 -
g CS S 0.330.12 2-5 3.50+1.22 -
§ EEPV N 0.28+0.10 1-4 2.83+1.47 -
= EEBD 0.32+0.12 2-5 3.17+1.17 -
© CN 0.25+0.24 0-5 2.50+2.43 -
S CP 1.25+0.23* 10-17  12.50+2.35 -
§ EEPV o 0.73+0.12* 6-9 7.33+1.21 51.67%
g EEPV (Inc.) E 0.38+0.13 3-6 3.83+1.33 86.67%
£ EEBD 0.63+0.10* 5-8 6.33+1.03 61.67%
< EEBD (Inc.) 0.40+0.14 2-5 4.00+1.41 85.00%

MN: Micronucleo; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo com o MMS; CS: Controle do Solvente (etanol);
EEPV: Extrato Etandlico da Propolis Verde; EEBD: Extrato Etandlico de Baccharis dracunculifolia; Inc.: Incubado;
DP: Desvio Padréo.

% nimero méaximo e minimo de MN por 6000 células.

* diferenca estatisticamente significativa (Mann-Whitney — p < 0.05).

3.5. Ensaio do cometa

Pelo teste de viabilidade das células coletadas, realizado pela coloragdo com
azul de tripano, foi observada porcentagem de células viaveis, ou seja, hao coradas,

superiores a 98%, conforme mostra a tabela 2. Estes resultados demonstram que as
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células apresentam uma viabilidade indicada para a realizacdo do ensaio do cometa
(minimo de 80% de viabilidade celular).

No entanto, apesar da boa porcentagem de células viaveis, ocorreram
problemas com a técnica do ensaio do cometa, durante a corrida de eletroforese,
para verificar o potencial antigenotdxico dos extratos etandlicos. Deste modo, serdo
apresentados, apenas, 0s resultados relativos ao potencial genotoxico destes
extratos.

Baseado nos resultados obtidos e apresentados na tabela 2, observa-se que
o CS, assim como o0s extratos etandlicos da prépolis e do alecrim-do-campo, néo
induziram danos genotéxicos. Apenas foram registrados efeitos significativos de
clastogenicidade para o MMS (p < 0,05 - Teste t-Student).

Tabela 2: Viabilidade celular, distribuicdo ao longo das diferentes classes de danos
e escores do ensaio do cometa em células HTC.

Viabilidade celular Classe de Danos

Tratamento (%) 0 1 2 3 Escores
CN 99.32+0.07 80.00+1.00 18.33x0.58 1.67+0.58 0.00+0.00 21.67+1.53
@ CP 99.56+0.17 2.00£2.00 68.00+12.12 28.33+10.21 1.67+1.53 129.67+12.50*
E cs 98.77+0.29 83.00+7.21 15.33+5.51  1.33+2.31 0.33+0.58  19.00+10.00
N EEPV 98.27+0.34 74.67+451 23.33¥4.51  2.00+0.00 0.00+0.00 27.33+4.51
EEBD 99.00+0.36 75.33+8.14 23.67+6.43  1.00+£1.73 0.00+0.00 25.67+9.87
CN 98.33+0.74 - - - - -
CP 98.29+1.17 - - - - -
8 EEPV 98.14+0.95 - - - - -
o
i EEPV (Inc.) 98.96+0.04 : : : : :
EEBD 98.19+0.04 : : : : :
EEBD (Inc.) 98.96+0.69 - - - - -

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo com o MMS; CS: Controle do Solvente (etanol); EEPV: Extrato
Etandlico da Prépolis Verde; EEBD: Extrato Etandlico de Baccharis dracunculifolia; Inc.: Incubado.
* significativo para o teste t-Student (p < 0,05).

4. Discussao

Neste trabalho foi verificado o potencial genotéxico, mutagénico e
antimutagénico dos extratos etandlicos da propolis verde e da planta B.
dracunculifolia, por meio do teste do microntcleo com bloqueio de citocinese e do

ensaio do cometa em células de hepatoma de rato (HTC).
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O tratamento realizado pela exposicdo das células HTC aos extratos
etandlicos foi importante para verificar a possivel mutagenicidade e genotoxicidade
dos componentes dos extratos. Os resultados obtidos demonstram que nenhum dos
extratos induziu a formacdo de micronucleos nas células HTC, nem induziu a
fragmentacdo do DNA, portanto, indicando que o0os mesmos ndo foram nem
mutagénicos nem genotoxicos. Estes resultados estdo em concordancia com 0s
dados obtidos por Tavares et al. (2006), os quais indicam que o extrato etandlico da
prépolis so6 foi capaz de induzir mutagenicidade em células CHO, quando aplicado
em concentragfes muito altas, concentracdes estas superiores as testadas neste
trabalho. Assim, os resultados também corroboram as conclusGes de Resende et al.
(2007), que demonstraram a inabilidade do extrato de alecrim-do-campo induzir
freqUéncias significativas de micronucleos em eritrocitos de ratos.

Os resultados obtidos em relagdo a freqiéncia de micronucleos em células
binucleadas, apdés o tratamento simultdneo com incubacgdo, demonstram que o
EEPV e o EEBD exibiram atividade antimutagénica para as células HTC.

De acordo com Kada; Shimoi (1987), uma substancia que consegue prevenir
ou reduzir a mutagenicidade de um agente mutagénico poder ser chamado de
agente antimutagénico. No entanto, o modo de acdo preventivo desta substancia
pode ocorrer de duas maneiras: pela inativacdo do mutdgeno, antes do seu ataque
ao DNA, ou pela inibicdo da fixacdo de uma mutacdo no DNA de um organismo.
Desta forma, estes autores sugerem as denominagdes agentes “desmutagénicos”
(inativam a substancia) e “bio-antimutagénicos” (inibem a fixagdo da mutacgéo).

Baseando-se nestas definicbes e nos resultados aqui obtidos pelo teste do
micronucleo com bloqueio de citocinese, sugerimos que a acao dos extratos da
prépolis verde e do alecrim-do-campo seja mais por acdo desmutagénica do que
bio-antimutagénica. Isto se deve aos melhores resultados obtidos pelos tratamentos
realizados com pré-incubacgdo. Desta maneira, os extratos foram capazes de inativar
grande parte da potencialidade clastogénica do MMS e reduzir a taxa de inducao de
micronucleos nas células HTC.

Contudo, foi observado que mesmo sem o periodo de incubagdo, os extratos
também promoveram uma redugdo na frequéncia de micronacleos, embora os
resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos. Frente a este resultado,
podemos inferir que o tempo de exposicdo utilizado neste trabalho pode ser o

responsavel pela menor eficiéncia da acéo, ja que no tratamento simultdneo simples
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o MMS ficou em contato com os extratos por 3 horas, e no tratamento com
incubacgéao, este contato foi prolongado para 4 horas.

Varanda et al. (1999) observaram, pelo sistema-teste de Salmonella
typhimurium, uma atividade antimutagénica para extratos etandlicos de propolis. O
extrato etandlico de prépolis também foi estudado por Jeng et al. (2000), onde os
autores mostraram que foi capaz de inibir a mutagenicidade de quatro agentes
mutagénicos, sendo dois de acao direta e dois de acéo indireta, verificado pelo teste
de Ames, realizado com S. typhimurium, na presencga da mistura metabolizadora S9.
Além disso, este estudo mostrou que o extrato etandlico da prépolis usada nao foi
citotoxico e nem mutagénico para as linhagens TA98 e TA100 desta mesma espécie
procarionte. Resende et al. (2007) comprovaram a eficiéncia do extrato etandlico de
B. dracunculifolia na redugéo da taxa de microndcleos em ratos e relacionou o efeito
antimutagénico a presenca de compostos fendlicos no referido extrato.

No entanto, no trabalho de Bazo (2002), realizado pelo ensaio do cometa em
células sangliineas de ratos, a propolis aplicada em pré-tratamento e tratamento
simultineo n&o levou a qualquer redugcdo nos danos promovidos pela
dimetilhidrazina. Mas, neste mesmo trabalho, o autor observou, pelos ensaios de
criptas aberrantes, que o poés-tratamento com a prépolis foi mais eficiente,
comprovado pela reducado significativa do namero de criptas no célon distal dos
ratos.

Sabe-se que a prépolis é rica em compostos fendlicos, decorrente da
presenca destes compostos na planta relacionada com a sua producdo. Dentre os
compostos fendlicos mais comumente registrados para a propolis, estdo os
flavonoides (PARK et al., 2002). Por isso, diversos autores tentam relacionar a
atividade bioldgica da prépolis com o conteudo fendlico que apresentam. Rao et al.
(1992), apés verificar que algumas propriedades biolégicas da prépolis estavam
relacionadas com a presenca de ésteres de acido caféico, resolveram investigar a
antimutagenicidade destas substancias. Os autores observaram que ndo houve
efeito mutagénico e que a acdo de um agente mutagénico foi reduzida, quando
exposto concomitantemente aos ésteres. Segundo Christov et al. (2006), o acido
caféico é um antioxidante muito conhecido, tanto que é utilizado como controle
positivo em metodologias que avaliam a atividade aceptora de radicais livres. Além
disso, estes mesmos autores verificaram a atividade antioxidante de amostras de

prépolis e relacionaram tal atividade com a presenca de compostos fendlicos, assim
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como outros acidos aromaticos, como, por exemplo, o ferdlico. Nas amostras
utilizadas neste trabalho foi identificada a presenca de acido caféico, de acido
ferdlico e de mais trés flavondides, o que ja indica a possivel agdo antioxidante para
a propolis verde.

Choi et al. (1994) verificaram as propriedades dos flavondides e concluiram
que pode haver diferenca de atividade dentre as diferentes classes dos flavondides,
mas, em geral, eles foram eficazes na redugcdo a mutagenicidade da aflatoxina B1.
Beudot et al. (1998) também demonstraram o efeito mutagénico e antimutagénico de
diversos flavonoides, contra diferentes agentes mutagénicos.

Diversos autores relacionam o poder antimutagénico de extratos de propolis
com o potencial antioxidante deles. Park et al. (2005) demonstraram os efeitos
antioxidantes de extratos etandlicos de propolis e de folha de B. dracunculifolia. Os
autores concluiram que a prépolis possui uma atividade anti radicais livres um pouco
maior que a do extrato da planta, e que esta diferenca pode ser resultado da
diferenca do conteddo de compostos fendlicos presentes entre 0s extratos
etanolicos.

Os flavondides foram relatados por Scheller et al. (1990) como as substancias
antioxidantes mais abundante e mais efetivamente presentes em extratos etandlicos
de propolis. Como as composi¢des quimicas dos EEPV e EEBD sao semelhantes,
conforme encontrado nas nossas analises quimicas e também por outros autores
(PARK et al., 2002; KUMAZAWA et al., 2003), acredita-se que o EEBD seja capaz
de promover efeito antioxidante semelhante ao da prépolis, ou seja, os efeitos
antimutagénicos dos extratos podem estar relacionados com a propriedade aceptora
de radicais livres.

Flora (1998) sugere que a atividade antimutagénica dos flavondides seja
decorrente, principalmente, da habilidade aceptora de radicais livres, sendo este um
dos mais importantes mecanismos de antimutagénese e anticarcinogénese. Outros
autores, como Russo et al. (2006), demonstraram que a atividade antimutagénica da
prépolis e o seu efeito protetor do DNA é devido, pelo menos em parte, pela
caracteristica antioxidante de seus principais componentes.

Banksota et al. (2000), demonstraram que o0 extrato aquoso de propolis
brasileira foi capaz de exercer uma atividade antioxidante bastante expressiva, e
relacionam este efeito com a presenca de flavonoides e derivados de &cidos
cindmicos. Neste contexto, Moreno et al. (2005) também indicaram a propolis
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argentina como antioxidante e mostraram que a correlacdo entre o contetudo de
flavondides e a atividade antioxidante é significativa, mas ressaltaram que outros

fatores, ainda desconhecidos, também podem estar envolvidos nessa propriedade.

5. Concluséao

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram a auséncia de
genotoxicidade e mutagenicidade de extratos etandlicos da prépolis verde e de B.
dracunculifolia, além de um efeito protetor destes extratos contra os efeitos de um
agente comprovadamente mutagénico (MMS) em células de mamiferos. O MMS é
um agente mutagénico alquilante de acédo direta e, provavelmente, promove danos
ao DNA pela insercdo de grupos metila nas bases nitrogenadas, ou seja, pela
metilacdo do DNA. Desta forma, como s&o aceptores de radicais livres, 0s
flavondides presentes nos extratos testados foram capazes de reagir com o MMS e
capturar os radicais que danificariam o DNA. Este processo pode ter acontecido com
mais eficiéncia durante o periodo de incubacdo dos extratos, o que indica que o
periodo do tratamento simultineo simples ndo parece ter sido suficiente para

promover uma maior varredura dos radicais metil presentes na fita de DNA.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos pelos testes realizados com Allium cepa indicaram que
tanto o extrato etandlico de propolis verde quanto o extrato etandlico de Baccharis
dracunculifolia  ndo induziram alteracbes celulares. N&o foram verificadas
frequéncias significativas de aberracdes cromossdmicas, de quebras cromossdmicas
e de microndcleos nas células meristematicas, nem freqiéncia significativa de
microndcleos em células da geracdo F; de raizes de cebola. Esses dados foram
confirmados pelos resultados obtidos pelos ensaios realizados com cultura de
células de mamiferos (HTC), cuja frequéncia de micronicleos e de danos
genotoxicos néo foi significativa, em relacéo ao teste controle negativo.

Foi observado, também, que os extratos testados foram capazes de reduzir
os danos clastogénicos causados pelo MMS, tanto nas raizes de cebola, como nas
células HTC mantidas em cultura.

Os testes com células de mamiferos séo vastamente utilizados para testes de
antigenotoxicidade e antimutagenicidade e sdo, portanto, validos para este tipo de
analise. Deste modo, comparando-se o0s resultados obtidos para o0s sistemas-teste
de A. cepa e de cultura de células de mamiferos, é possivel validar a utilizagdo dos
testes de aberracbes cromossdmicas e do micronucleo em raizes de cebola, para
testes de pré-tratamento de antimutagenicidade.

E interessante ressaltar que para fins de avaliagéo de efeitos de extratos de
prépolis e de sua origem botanica, hd a necessidade da utilizacdo de extratos
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etanolicos produzidos pela mesma metodologia, pois a falta de padronizacdo na
obtencdo dos extratos pode caracterizar em um problema por ocasido da
comparacao entre os efeitos obtidos por estes compostos. Outro fator importante foi
a utilizacdo de amostra de propolis verde e de amostra vegetal de B. dracunculifolia,
planta encontrada na mesma regido, onde a prépolis verde é coletada.

Para uma caracterizacdo quimica mais detalhada dos extratos, seria
necessaria uma avaliagdo mais apurada, como a obtida por estudos com
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Por esta metodologia seria possivel
guantificar com maior precisdo o composto principal encontrado e assim, identificar
melhor a acéo celular promovida pelos extratos. Seria possivel quantificar e isolar o
composto principal, dos extratos, podendo utilizad-los em testes especificos, sem
riscos de contaminacgdo por outros compostos. Esta analise eliminaria as incertezas
da acdo sinergética entre os constituintes dos extratos. Além disso, sabe-se que a
quantificacdo dos flavondides pela técnica do AICl; é considerada eficiente, porém, a
guantidade de flavondides pode ser subestimada, pois esta andlise baseia-se em
apenas uma classe dessas substancias (MARCUCCI et al., 1998).

Estes resultados foram suficientes para verificar algumas propriedades
protetoras dos extratos de prépolis verde e do alecrim-do-campo, mas ainda sao
necessarios estudos adicionais que possam esclarecer e comprovar a eficiéncia dos
mecanismos protetores dos componentes dos extratos etandlicos da propolis e de B.
dracunculifolia, para que estes sejam administrados aos humanos de forma segura e

benéfica.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados obtidos nos ensaios realizados com o extrato etandlico da
prépolis verde (EEPV) e com duas concentracdes do extrato etandlico de Baccharis
dracunculifolia (Asteraceae) (EEBD), com os sistemas-teste de Allium cepa e cultura
de células HTC, pode-se concluir:

» O extrato etandlico da propolis verde, na concentracdo de 0,06 pL/mL, ndo
possui potencial genotdxico e mutagénico para células meristematicas de A. cepa
nem para células HTC mantidas em cultura.

» O extrato etandlico do alecrim-do-campo, nas concentragfes de 0,06 pL/mL
e 0,30 uL/mL, ndo induziram genotoxicidade, nem mutagenicidade, no sistema-teste
de A. cepa ou em células HTC.

» Avaliagbes de antigenotoxicidade e antimutagenicidade, realizadas com
células meristematicas de A. cepa, indicaram que tanto o EEPV, quanto as duas
concentragfes do EEBD foram capazes de inibir os efeitos clastogénicos do MMS.

» Para o0 sistema-teste de A. cepa, o EEBD mostrou um potencial
antimutagénico maior que o EEPV, com uma porcentagem de reducéo de danos de
100%.

» Os ensaios de antimutagenicidade, realizados com cultura de células HTC,
indicaram que o EEPV e o EEBD atuam como agentes desmutagénicos, por
inativarem a acao do MMS.

» Para o sistema-teste de cultura de células HTC, o EEPV e o EEBD, quando
expostos a um periodo prévio de incubacdo, apresentaram taxas maiores de

antimutagenicidade, quando comparadas ao tratamento sem incubacao.
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» A espécie A. cepa e a cultura de células HTC caracterizaram-se em
eficientes sistemas-teste para deteccdo dos efeitos antimutagénicos de extratos de
prépolis ou extratos vegetais.

» O sistema-teste de A. cepa caracterizou-se como uma ferramenta eficaz e
sensivel para ensaios de antigenotoxicidade e antimutagenicidade, podendo

caracterizar-se em um novo sistema-teste para ensaios desta natureza.
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