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RESUMO: A propolis verde € proveniente de substancias extraidas da Baccharis dracuncufolia,
planta nativa do Brasil, que fornece alto teor de flavonoides e Artepelin C. Apresenta diversas
propriedades farmacoldgicas, tais como antibacteriana, antifingica, antiviral, anti-inflamatdria,
antioxidante, antitumoral, imunomodulatdria, entre outras. Neste contexto, o objetivo deste tra-
balho foi avaliar o efeito anticarcinogénico da propolis verde por meio do teste warts em células
somaticas de Drosophila melanogaster. Para tanto, larvas de terceiro instar foram tratadas com trés
concentragdes (137,5, 275 e 550 pg/mL) do extrato da prépolis verde, isoladamente ou associadas
ao quimioterdpico DXR (0,4 mM). Os resultados revelaram que nas concentragdes isoladas nao
houve aumento nas frequéncias de tumores, porém, nas concentragoes associadas houve reducao
na frequéncia de tumores. Conclui-se que a propolis verde nado apresentou efeito carcinogénico
nas concentragdes testadas isoladamente, mas tem efeito anticarcinogénico, pois foi capaz de ini-
bir os danos induzidos pela DXR.

PALAVRAS-CHAVE: D. melanogaster. Prépolis Verde. Wts.

ABSTRACT: Green propolis comes from substances extracted from Baccharis dracuncufolia, a native
Brazilian plant, which provides high levels of flavonoids and Artepillin C. It has several pharma-
cological properties, such as antibacterial, antifungal, antiviral, anti-inflammatory, antioxidant,
antitumor, immunomodulatory, among others. Thus, the aim of this study was to evaluate the
anticarcinogenic effect of green propolis, by using warts test in somatic cells of Drosophila melano-
gaster. For this, third instar larvae were treated with three concentrations (137.5, 275 and 550 ug /
mL) of the green propolis extract alone or associated with the DXR chemotherapeutic agent (0.4
mM). The results showed that in the isolated concentrations there was no increase on tumors
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frequencies, however when they were associated there was a reduction on tumors frequency. It
is possible to conclude that green propolis did not present a carcinogenic effect at the concentra-
tions tested, but it has anticarcinogenic effect, since it was able to inhibit the damage induced by
DXR.

KEYWORDS: D. melanogaster. Green Propolis. Wis.

1. INTRODUCAO

o longo da histdria, o homem descobriu vérios beneficios dos produtos naturais

na medicina. Das diversas formas de utilizacao destacam-se as plantas brutas,

como as ervas, além das tradicionais preparacdes galénicas, como os extratos.
Um dos intimeros produtos naturais utilizados durante séculos pela espécie humana
tem sido a propolis, que pode ser administrada sob diversas formas (PEREIRA; SEIXAS;
NETO, 2002). O Brasil é um pais que apresenta vasto litoral, com grande diversidade de
flora e é o detentor da maior floresta tropical pluvial do planeta, ndao podendo, assim,
abdicar de sua propensao para os produtos naturais (PINTO et al., 2001).

A propolis se constitui de varias substancias e apresenta uma consisténcia vis-
cosa. Esta substancia € recolhida pelas abelhas nos brotos, cascas de arvores ou de quais-
quer outras partes do tecido vegetal, e transportada até a colmeia. La as abelhas, geral-
mente da espécie Apis mellifera, modificam sua composic¢ao, adicionando secre¢oes pro-
prias como cera e saliva (PINTO ef al., 2001). A principal fun¢ao da propolis é proteger a
colmeia dos microrganismos e insetos, reparar frestas ou danos a colmeia, preparar lo-
cais assépticos para postura da abelha rainha e também mumificar insetos invasores
(MARCUCCI, 1996). J& para a ciéncia, a propolis apresenta diversas atribui¢des e tem sido
objeto de varios estudos farmacologicos devido a sua propriedade antitumoral (LUSTOSA
et al., 2008).

A prépolis verde advém de uma planta nativa do Brasil, que fornece o mais alto
teor de flavonoides e substancias, como o Artepelin C (ART C) (OLIVEIRA et al., 2013). Se-
gundo Filardi (2010), a prépolis verde tem sido muito utilizada em pesquisas por apre-
sentar propriedades farmacoldgicas efetivas no tratamento do cancer. Carrao (2015) tam-
bém destaca as atividades anticancerigenas do ART C, capaz de torna-lo um farmaco para
o tratamento de inimeros tipos de cancer, como o de pulmao, rins, cdlon, testiculos,
prostata e leucemia. Contudo, Lopes (2008) relata que produtos da farmacopeia popular
brasileira, como propolis, casca de cajueiro e alecrim-do-campo, se administrados em
doses altas, podem ocasionar mutagdes ameagadoras no DNA.

Diversos estudos estao em andamento, mas ainda nao ha um consenso sobre os
beneficios reais da Propolis verde (ART C) sobre as células tumorais. Diante do exposto,
o objetivo principal deste trabalho é verificar o possivel efeito anticarcinogénico da Pré-
polis verde (ART C), por meio do teste para deteccao de clones de tumores epiteliais
(warts) em Drosophila melanogaster, em sistema de cotratamento.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. PROPOLIS VERDE (ARTEPELIN C)

O termo prdpolis remonta ao léxico grego e resulta da confluéncia de pro- (defesa)
e polis- (cidade ou comunidade), o que significa “em defesa da cidade”, ou seja, da col-
meia (MOREIRA; ROGAO; ESTEVINHO, 2011). A prépolis é uma resina coletada por abelhas
da espécie Apis mellifera de diversas partes das plantas, como gemas vegetativas, botoes
florais e exsudados resinosos (NASCIMENTO et al., 2009). A coloragao da propolis esta re-
lacionada com sua procedéncia, que pode variar do marrom escuro, passando a uma
tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado e apresenta odor caracteristico (NAS-
CIMENTO et al., 2009). Sua composi¢ao quimica depende, portanto, da flora da regido
onde é produzida e da época do ano em que é coletada (NASCIMENTO et al., 2008).

Deste modo, a propolis verde brasileira tem como principal fonte botanica a Bac-
charis dracuncufolia, popularmente conhecida como vassourinha ou alecrim-do-campo,
uma planta nativa do Brasil, que fornece o mais alto teor de flavonoides e substancias
como aldeidos aromaticos, cumarinas, acidos fendlicos, acidos organicos, acidos e éste-
res alifaticos, entre outros, sendo o ART C um de seus principais componentes (OLIVEIRA
et al., 2013). Esta propolis apresenta diversas atribui¢oes e tem sido objeto de varios es-
tudos farmacologicos devido a sua propriedade antibacteriana, antifingica, antiviral,
anti-inflamatdria, hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral, imunomodulatdria, entre
outras. Esse potencial bioldgico acontece devido ao sinergismo entre os muitos consti-
tuintes (LUSTOSA et al., 2008), e dessa forma, tem adquirido cada vez mais destaque no
mercado internacional (SZLISZKA ef al., 2013).

2.2. CANCER E DOXORRUBICINA (DXR)

O cancer é um nome dado a um grupo de mais de 100 patologias que tém em
comum a multiplicacao e disseminacado de células, podendo ser classificadas como ma-
lignas ou benignas, dependendo de sua agressividade. Quando o cancer for maligno, as
células cancerosas ainda podem sofrer um processo conhecido como metastase, em que
estas células invadem diferentes tecidos do organismo (INCA, 1996). A formagao do tu-
mor é conhecida como carcinogénese e ocorre devido a muta¢do no material genético
das células (DNA), capaz de ativar os genes chamados proto-oncogenes e/ou inativar os
genes responsaveis por suprimir tumor (DANTAS, et al., 2009). Assim, o ciclo celular se
torna alterado e ocorre o aumento da proliferagao e déficits nas mortes celulares, ocasi-
onando o agrupamento de células neoplasicas, gerando tumores (FERRARL TORRES, 2002,
RESENDE, 2007).

Atualmente, um dos medicamentos antineoplasicos mais utilizados na terapéu-
tica é a doxorrubicina (DXR) (Figura 1), apresentando capacidade significativa sobre tu-
mores, incluindo alguns que sao geralmente refratarios a outros formacos. Este farmaco
¢ da classe das antraciclinas e é obtido a partir da fermentagao do fungo Streptomyces
peucetius var. caesius (SILVA; CAMACHO, 2005).

A DXR ¢é ativa durante todo o ciclo celular, causando efeitos antiproliferativos nos
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tecidos tumorais e também em outros tecidos. Este composto apresenta varios mecanis-
mos de acdo como: (i) intercalacdo do DNA; (ii) inibi¢ao da sintese de proteinas e das
enzimas topoisomerase; e (iii) desenvolvimento de radicais livres (LORL STEIN; THAMM,
2010; CANDIDO, 2013). Por outro lado, a DXR tem a capacidade de interferir na integridade
do material genético, identificada por seu potencial genotoxico, capaz de gerar lesdes
celulares irreparaveis, sob a forma de neoplasias (SILVA; CAMACHO, 2005).

FIGURA 1. Doxorrubicina (DXR): Estrutura quimica

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Doxorubicin_chemical_structure.png.
Acesso em: 02 de janeiro de 2017

Dessa forma, a DXR ¢ utilizada no teste de deteccao de clones de tumor epitelial
(warts) em Drosophila melanogaster, como controle positivo, por ser capaz de induzir dras-
ticamente o surgimento de tumores em células epiteliais em diversas areas de sua estru-
tura corporal.

2.3. DROSOPHILA MELANOGASTER

A Drosophila melanogaster € comumente nomeada como a “mosca da fruta”, per-
tence a ordem diptera, eucarionte e apresenta um par de cromossomo sexual e 8 pares
de cromossomos autossdmicos. Normalmente, apresenta dimensdes reduzidas (3 a
4mm), cabeca arredondada, grandes olhos vermelhos e antenas curtas. A fémea é maior
que o macho, apresenta pentes sexuais e ha menor quantidade de pigmentacao negra na
regiao posterior do abdome (MILLER, 2000; GOMES, 2001).

Esta mosca constitui um importante organismo modelo em estudos de Genética,
por ser de facil conservagao em laboratdrio (temperatura ambiente de 18 a 25° C); (ii)
alimentacao e manuseamento; (iii) ciclo de vida curto divido nos seguintes estagios: ovo,
larva, pupa e adulto; (iv) descendéncia em ntimero elevado; (v) facil distin¢ao dos sexos;
e (vi) grande variedade de caracteres (PEREIRA et al, 2008).

A utilizagao da Drosophila melanogaster favorece as pesquisas referentes a patolo-
gias que envolvem seres humanos, devido a homologia existente entre seus genomas. O
genoma da Drosophila melanogaster foi sequenciado em 2000, e pressupde-se que este te-
nha 14.000 genes e 165 milhoes de bases, enquanto o genoma humano apresenta cerca
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de 22.500 genes e 3.400 milhdes de bases. Além disso, patologias como cancer contam
com aproximadamente 70% dos genes homologos em Drosophilas melanogaster, permi-
tindo seu estudo (MANNING, 2008; MORALES; 2008, SEPEL; LORETO, 2010).

Em células normais os genes referentes ao ciclo celular controlam a proliferagao
das células, como é o caso dos genes supressores de tumor, que tém a fungao de inibir a
mitose (BRASILEIRO FILHO, 2013). J& nas Drosophilas melanogasters, os genes que atuam
como supressores de tumor sao os WTS (warts), que estao localizados no cromossomo
3R100A5. Em mamiferos, o LATS1 é¢ homologo a este gene e localiza-se no cromossomo
6q24-25 (EEKEN, 2002; XIA et al., 2002). Se houver a exclusdo deste gene, os discos imagi-
nais das células epiteliais das larvas sofrerao uma hipertrofia apical, gerando as verrugas
ou tumores na mosca adulta. Dessa forma, se existirem fatores que induzem o surgi-
mento de tumores nestas células, pode-se associar ao risco de induzirem neoplasias em
seres humano (JUSTICE et al., 1995).

A fim de avaliar os efeitos carcinogénicos e anticarcinogénicos de diferentes subs-
tancias utilizando a Drosophila melanogaster, pode-se utilizar o teste para detecc¢ao de tu-
mor epitelial. Este também é chamado de warts ou wts, possuindo o alelo warts (wts) no
cromossomo 3 (wts, 3-100) letal em homozigose. Assim, é fundamental que haja um cro-
mossomo balanceador TM3. Para obtencao das larvas heterozigotas (wts/+), é necessario
o cruzamento entre linhagens wts/TM3 e multiple wing hairs (mwh/mwh) (SIDOROV et al.,
2001).

3. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo experimental utilizando o fitoterdpico extrato de prépo-
lis verde fabricado pela empresa Apis Flora, Lote: 004901316, adquirido comercialmente
na cidade de Patos de Minas-MG. O extrato foi diluido em etanol 5% para preparacao de
trés concentragoes (137,5, 275 e 550 pg /mL). Estas concentragdes foram calculadas com
base no estudo de Szliszka et al. (2011), que testaram o extrato de prdpolis verde em
células de cancer de préstata (LNCaP).

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) ¢ um farmaco comumente comercializado
como Adriblastina® RD, CAS 25316-40-9. Para este experimento, a DXR foi utilizada como
controle positivo devido a suas capacidades antineoplasicas. Sua forma molecular é
C27H29NO1, seu peso molecular é 580,0, e ela é vendida comercialmente como po liofili-
zado em fracos contendo 10mg cada. Dessa forma, foram diluidas 0,03538g de Adriblas-
tina (DXR) em 25 mL de 4gua osmose reversa para se obter uma concentragao de 0,4 mM.

Para realizagao do teste wts foram utilizadas duas linhagens mutantes: wts/TM3
e mwh/mwh. A linhagem wts/TM3 foi adquirida pelo Bloomington Drosophila Stock
Center, da Universidade de Indiana, USA, com o nimero de registro: Bloomington/7052.
Prontamente, o Dr. Ulrich Graf (Physiology and Animal Husbandry, Institute of Animal
Science, ETH Zurich, Schwerzenbach, Switzerland) cedeu a linhagem mwh/mwh.

Essas referidas linhagens sao estocadas e cultivadas no laboratorio de Citogené-
tica e Mutagénese do UNIPAM, em recipientes de % de litro abrangendo meio de cultura
constituido por 1g de nipagin, 11 g de agar, 25g de fermento (Sacchoromyces cerevisae),

289



MARIANA RODRIGUES DA SILVA, ROSIANE GOMES SILVA OLIVEIRA & MIRLEY ALVES VASCONCELOS

156 g de banana e 820 mL de 4gua e conservadas em uma incubadora B.O.D. 411 D, com
temperatura em cerca de 25° C e umidade a 60% com fotoperiodo de 12 horas.

Para o desenvolvimento do presente estudo, procedeu-se ao cruzamento entre
machos mwh/mwh com fémeas wts/TM3. Realizado o cruzamento, os casais foram trans-
feridos para recipientes com meio de cultura adequado para postura, contendo base s6-
lida de agar e uma camada de fermento (Saccharomyces cerevisiae) suplementado com
agucar, proprio para as fémeas depositarem seus ovos. A coleta dos ovos ocorreu no
intervalo de 8h, e posteriormente os casais de Drosophila foram removidos, para desen-
volvimento adequado dos ovos.

Ap0s 72 horas decorrentes desse procedimento, as larvas de terceiro estagio fo-
ram retiradas, lavadas com dgua corrente e colocadas em frascos contendo 1,5 g de puré
de batatas (meio alternativo para D. melanogaster). Em seguida, foram umedecidos com
5 mL das concentragdes de propolis verde ja preparadas, tanto isoladas quanto associa-
das a DXR (0,4 mM). Também foram preparados um controle positivo, utilizando a DXR
a 0,4 mM, e um controle negativo, utilizando o etanol 5%. As larvas ficaram expostas aos
agentes quimicos até ocorrer empupacao, durante 48 horas, aproximadamente.

Finalizado o periodo de metamorfose, as D. melanogaster adultas foram coletadas
e acondicionadas em frascos com etanol (C2H60) a 70%. As moscas podem apresentar
fendtipo de pelo curto e grossos ou pelos longos e finos, porém, somente as de pelos
longos e finos foram analisadas devido ao seu fendtipo selvagem (wts+/+ mwh) quanto
a presencga de tumor.

As andlises foram realizadas utilizando-se a lupa estereoscopica, e a contagem de
tumores ocorreu conforme descrito por Justice et al. (1995). Além da lupa, também foi
utilizada uma placa escavada, onde foi depositada a glicerina (Glicerol C3H803) com o
objetivo de facilitar a movimentagao da mosca e a propria analise. As moscas sao colo-
cadas nesta placa individualmente e analisadas com auxilio do pincel. A frequéncia de
tumores observada foi expressa em um diagrama padrao, onde sdo quantificados os tu-
mores de cada seguimento (olhos, cabega, corpo, asas, pernas e halteres).

As diferengas estatisticas entre as frequéncias de tumores dos controles positivo
e negativo e das concentragoes testadas foram calculadas por meio do teste U, ndo para-
métrico, de Mann Whitney, apresentando nivel de significancia p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
O teste para deteccao de clones de tumores epiteliais em Drosophila melanogaster

foi utilizado no atual estudo para avaliar a anticarcinogénicidade da propolis verde (ART
C), cujos resultados estao apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1. Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster, heterozigota
para o gene supressor de tumor wts, tratada com diferentes concentragdes de propolis verde
(Artepelin C) isoladas ou associadas a doxorrubicina

Tratamentos , Numero de tumores analisados
Numero de
Propolis Verde moscas Frequéncia
(concentragao (mM) EtOH analisadas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total (N°de tumo-
ug/mL) res/mosca)
0 0 5% 150 0 8 7 2 7 1 49 033
0 0,4 0 150 50 237 638 542 778 104 2349 15,66*
137,5 0 0 150 1 10 5 32 20 0 68 0,45
275 0 0 150 0 14 5 35 9 1 64 0,43
550 0 0 150 0 18 9 18 10 0 55 0,37
137,5 04 0 150 0 26 17 27 18 1 89 0,60**
275 0,4 0 150 1 18 15 20 12 4 70 0,47**
550 0,4 0 150 0 24 23 23 27 1 98 0,65**

Diagnostico estatistico, de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p <0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).

** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4 mM) (p <0,05).

DXR, doxorrubicina.

Os resultados demonstram que os individuos tratados apenas com etanol 5% (Ta-
bela 1) obtiveram uma frequéncia de 0,33 tumores por mosca, importante para mostrar
a frequéncia minima de tumores, enquanto aqueles tratados somente com o controle po-
sitivo apresentou uma frequéncia de 15,66, comprovando a capacidade da DXR de indu-
zir tumor. A atividade da DXR como controle positivo no teste de wts também foi confir-
mada nas pesquisas de Ribeiro e Machado (2016), Rocha, Alves e Orsolin (2015) e Car-
doso e Nepomuceno (2015), em que os resultados obtidos também demonstraram au-
mentos significativos nas frequéncias de tumores em todos os segmentos corporais das
Drosophilas melanogaster.

Ao avaliar a atividade carcinogénica dos individuos tratados com as concentra-
¢Oes isoladas da prépolis verde (137,5, 275 e 550 pg/mL), comparadas ao controle nega-
tivo, verifica-se que nao houve aumento estatisticamente significativo da frequéncia de
tumores (Tabela 1). Dessa forma, foi evidenciado que a propolis verde nao apresentou
potencial carcinogénico nas concentragoes testadas.

A auseéncia de efeito carcinogéncico da prépolis verde, mostrada nos resultados
do presente estudo, corrobora os resultados da pesquisa realizada por Resende et al.
(2007), que avaliaram o extrato etandico de propolis verde em eritrdcitos de ratos e ob-
servaram que o extrato nao aumentou a frequéncia de microntcleos, ou seja, ndo induziu
mutagenicidade. Roberto, Morales e Malaspina (2009) também comprovam esses resul-
tados por meio de seus estudos obtidos pelo sistema-teste de Alliun cepa, em que este
mesmo composto nao induziu a mutagenicidade.

Além disso, a Tabela 1 também apresenta os resultados dos individuos que foram
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tratados com prépolis verde associada a DXR. Pode-se observar que, nestes individuos,
ocorreu uma diminuicao significativa (p < 0,05) na frequéncia de tumores, quando com-
parada ao controle positivo. Logo, pressupde-se que a propolis verde possui efeito mo-
dulador, capaz de reduzir os danos induzidos pela DXR. Assim, no presente estudo, a
propolis verde apresentou efeito anticarcinogénico.

O principal componente da prépolis verde € o ART C, que, de acordo com Szliszka
et al. (2012), apresenta capacidade de induzir apoptose em células tumorais, de romper
o potencial de membrana mitocondrial e, ainda, de sensibilizar o fator de necrose tumo-
ral enddgeno por meio da modulacdo da funcao do fator nuclear kappa B (NF-kB). De-
vido a esses efeitos, 0 ART C € considerado um importante quimiopreventivo. Compostos
naturais ou farmacologicos classificados como quimiopreventivos sao capazes de retro-
ceder ou extinguir a carcinogénese (SURH, 2003). Assim, diante dessas propriedades, este
pode ter sido um dos mecanismos que desencadearam a reducao de tumores no presente
estudo.

Outro mecanismo que pode ter sido responsavel pela redugao de tumores no pre-
sente estudo esta relacionado com o efeito do ART C nas fases GO e G1 do ciclo celular.
Shimizu et al. (2005) realizaram um estudo utilizando esse fenolico em células colorretais
humanas e verificaram que o ART C ¢ capaz de estimular a expressao da proteina p21/
Cipl. Esta proteina é capaz de reduzir ou inibir a atividade de ciclina D / CDK4 e da
proteina Rb, responsaveis pela parada do ciclo celular quando ha dano celular. Dessa
forma, ocorre a prisao de células tumorais na fase de G0/ G1 do ciclo celular.

Além disso, estudos sugerem que antioxidantes exdgenos contribuem para a pre-
vengao de doengas graves e cronicas, como alguns tipos de cancer, quando estao presen-
tes na dieta em quantidades significativas (CARRATU; SANTINI, 2005). Tan-No et al. (2006)
relatam que a propolis verde tem potencial antioxidante devido aos flavonoides presen-
tes em sua composicao, capazes de eliminar os radicais livres e proteger a membrana
celular contra a peroxidagao lipidica. Os autores afirmam ainda que os efeitos anti-infla-
matorios atribuidos a propolis verde podem estar relacionados a sua capacidade de re-
duzir os niveis celulares de H202 e NO. Como um dos mecanismos de a¢ao da DXR é a
geracao de radicais livres, a agdo antioxidante promovida pelos componentes da prépo-
lis verde pode ter sido responsavel pela reducao de tumores no presente estudo.

Contudo, os mecanismos diretamente envolvidos com a diminuicao da frequén-
cia de tumores utilizando a prépolis verde nao foram diretamente avaliados neste es-
tudo. Além disso, ha uma caréncia de estudos clinicos randomizados a longo prazo em
pacientes com cancer utilizando a prdpolis verde associada ao quimioterapico DXR.
Dessa forma, sugere-se que novos estudos sejam realizados com esse proposito.

5. CONCLUSAO
Diante dos resultados encontrados na presente pesquisa, podemos concluir que

a propolis verde nao apresentou potencial carcinogénico nas concentragdes testadas por
meio do teste warts em células somaticas de Drosophila melanogaster. Contudo, apresen-
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tou potencial modulador, capaz de reduzir os danos induzidos pelo DXR. Assim, par-
tindo dessa agao moduladora da prépolis verde, podemos sugerir a possibilidade de sua
utilizagdo como quimiopreventivo, e possivelmente, como adjuvante no tratamento con-
tra o cancer. Porém, sao necessarios novos estudos com énfase em humanos, para que a
agao preventiva e curativa da propolis verde seja completamente aceita em neoplasias.
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