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RESUMO: A roma (Punica granatum) é originaria da Asia, e varios estudos vém sendo realizados
apontando cada vez mais seus beneficios, incluindo a elevada quantidade de antioxidantes pre-
sentes em diferentes partes da planta e seu possivel efeito anticarcinogénico. Diante disto, o ob-
jetivo do presente estudo foi avaliar o efeito carcinogénico e/ou anticarcinogénico da folha de
roma por meio do teste warts em Drosophila melanogaster. Os resultados obtidos evidenciaram que
o extrato da folha de rom4, apenas na concentracao isolada de 50%, apresentou aumento signifi-
cativo (p > 0,05) na frequéncia de tumores quando comparados ao controle negativo, apresen-
tando um efeito carcinogénico. Entretanto, houve diferenca estatisticamente significativa (p <
0,05) quando as concentragdes do extrato aquoso da folha de roma (12,5%; 25% e 50%) foram
associadas a doxorrubicina e comparadas ao controle positivo, apresentando efeito anticarcino-
génico. Sendo assim, conclui-se que concentragdes elevadas da folha de roma apresenta um po-
tencial carcinogénico, entretanto, quando esta é associada a doxorrubicina, apresentou efeito an-
ticarcinogénico, reduzindo a frequéncia de tumores epiteliais induzidos pela DXR.
PALAVRAS-CHAVE: Folha de roma; Drosophila melanogaster; Carcinogénese.

ABSTRACT: The pomegranate (Punica granatum) originates from Asia, and several studies have
been carried out aiming more and more at its benefits, including the high amount of antioxidants
present in different parts of the plant and its possible anti-carcinogenic effect. In view of this, the
objective of the present study was to evaluate the carcinogenic and / or anti-carcinogenic effect of
pomegranate leaf by means of the warts test in Drosophila melanogaster. The results showed that
the pomegranate leaf extract, only at the isolated concentration of 50%, presented a significant
increase (p> 0.05) in tumor frequency when compared to the negative control, presenting a car-
cinogenic effect. However, there was a statistically significant difference (p <0.05) when pome-
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granate leaf aqueous extract concentrations (12.5%, 25% and 50%) were associated with doxoru-
bicin and compared to the positive control, presenting anti-carcinogenic effect. Therefore, it is
concluded that high concentrations of pomegranate leaf present a carcinogenic potential; how-
ever, when associated with doxorubicin, it presented anti-carcinogenic effect, reducing the fre-
quency of epithelial tumors induced by DXR.

KEYWORDS: Pomegranate leaf; Drosophila melanogaster; Carcinogenesis.

1. INTRODUCAO

DNA sofre altera¢des denominadas mutagoes, que podem ser causadas por er-

ros durante a sua duplicagdo, na divisao celular. O aparecimento de mutag¢des

ocorre em todos os seres vivos, sendo um processo fundamental para a evolugao
e a diversidade das espécies. Muitas mutagdes nao implicam mudangas detectaveis na
atividade metabdlica da célula ou do organismo, passando despercebidas. Outras muta-
¢oes podem determinar a morte celular e também ndo sao detectaveis. Porém, um pe-
queno numero de mutagdes pode determinar vantagens e um crescimento desordenado
de células (RIBEIRO; SALVADORIL; MARQUES, 2003).

Os agentes mutagénicos sdo os responsaveis por alterar a sequéncia de bases de
DNA, podendo acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagdes, que estao associadas
ao desenvolvimento de neoplasias. Ao passar por varias divisdes, uma célula podera
acumular mutagoes que, se em numero elevado, poderao determinar a perda do controle
da divisdo, determinando o aparecimento do cancer (RIBEIRO; SALVADORL; MARQUES,
2003).

O cancer é definido como um conjunto de distarbios que compartilham a carac-
teristica comum de crescimento celular descontrolado, e resulta do surgimento de um
clone de células livres de programacao e de desenvolvimento, que sao capazes de uma
proliferacio inadequada e desordenada (JORDE; CAREY; BAMSHAD, 2010). E considerado
um problema de satde publica, e devido a sua magnitude, atualmente, houve um
grande aumento no numero de pesquisas sobre medicina complementar e alternativa ao
cancer, com o objetivo de analisar novas substancias quimicas na agao contra a doenga
(LEAL; SCHWARTSMANN; LUCAS, 2008).

A Organizac¢ao Mundial de Satde (OMS) estimou que, no ano de 2030, estao pre-
vistos 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. No Brasil, as estimativas para o ano
de 2016 e 2017 apontaram a ocorréncia de aproximadamente 596.070 novos casos de can-
cer, anualmente, o que refor¢a a magnitude da doenga no pais e no mundo (Instituto
Oncoguia, 2015).

Pesquisas mostram que algumas substancias possuem fatores mutagénicos, que
lesam as células, alterando o material genético, podendo induzir a carcinogénese. Ja ou-
tras substancias, dentre elas a Punica granatum, vém sendo testadas com o intuito de ava-
liar suas respostas anticarcinogénicas ou carcinogénicas, para tentar desenvolver novas
drogas e estratégicas de combate a doenga (LEME, 2015).
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A Punica granatum é uma planta com propriedades fitoterapicas, conhecida po-
pularmente como romazeira, romeira e granado, sendo originaria da Asia e distribuida
por todo Brasil. E um fruto consumido desde a antiguidade, devido a suas propriedades
nutricionais, e sua composigao inclui flavonoides, antocianinas, alcaloides, acido ascor-
bico, acidos graxos conjugados e o acido ursolico (OLIVEIRA et al., 2010).

Um grande nimero de pesquisas com P. granatum estao sendo realizadas, avali-
ando o potencial bioldgico das folhas e também do fruto. Porém, ainda nao ha um con-
senso sobre 0s seus reais efeitos sobre a carcinogénese. Estudos com camundongos en-
volvendo a P. granatum demonstraram que os extratos do fruto apresentaram relevante
atividade antitumoral in vitro e in vivo. Através da pesquisa, foi possivel observar a re-
dugao do nimero de células tumorais na cavidade peritoneal dos animais (OLIVEIRA et
al., 2010).

Diante disto, o objetivo do presente estudo foi analisar o potencial anticarcinoge-
nico da roma (Punica granatum) contra a agao carcinogenica, induzida pela doxorrubi-
cina, além de verificar se ela possui efeito carcinogénico. Ambas as avaliagdes foram fei-
tas por meio do teste para detecgao de clones de tumores epiteliais (warts) em Drosophila
melanogaster.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CANCER

A populacdo brasileira vem vivenciando mudangas significativas no seu perfil
demografico, como a queda da taxa de fecundidade e o aumento da expectativa de vida.
Essa mudanga trouxe consigo o aumento na incidéncia de doengas cronico-degenerati-
vas, dentre elas o cancer (ROSAS et al., 2013). Atualmente, o cancer € considerado um
problema de satide publica, sendo uma das maiores causas de morte no mundo. E uma
doenga gendmica, que surge como consequéncia de alteragdes cumulativas no material
genético de células normais, as quais sofrem transformacoes até se tornarem malignas
(DANTAS et al., 2009).

O cancer é uma doenga caracterizada pela multiplicagao e disseminagao desor-
denada de células que invadem os tecidos e érgaos, podendo espalhar-se para outras
regides do corpo (Instituto Nacional do Cancer - INCA, 1996). Ele é um exemplo de do-
enca genética somatica, e embora alteragdes somaticas nao sejam passadas para a gera-
¢ao seguinte, varias predisposi¢des ao cancer sao herdadas, como, por exemplo, genes
anormais (GRIFFITHS et al., 1998).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 1996), o cancer é uma doenga que
se forma através de um processo denominado carcinogénese. Na carcinogénese ocorrem
mutagdes genéticas herdadas ou adquiridas pela agdo de agentes ambientais, quimicos,
hormonais, radioativos e virais, denominados carcindgenos. Esse processo da formagao
do tumor passa por estagios que ocorrem lentamente, sendo eles a iniciagao, a promogao
e a progressdo. A inicia¢cdo é um estagio caracterizado pela exposi¢ao das células aos
carcinogenos, com consequente mutagao e formacgao de clones celulares anormais. A
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promocgao se caracteriza pela multiplicacao desses clones celulares, nos quais a supres-
sao do contato com os carcindgenos pode interromper o processo. O ultimo estdgio da
carcinogénese corresponde a progressao e a conversao maligna das células, e nesse pro-
cesso, as células transformadas apresentam autonomia para proliferar e tornam-se inva-
sivas (SILVA; SERAKIDES; CASSALES, 2004).

A carcinogénese resulta de varias etapas e pode envolver dezenas de genes, por
meio de mutagdes génicas, quebras e perdas cromossomicas, amplificagdes génicas, ins-
tabilidade gendmica e mecanismos epigenéticos. Os principais grupos de genes envolvi-
dos nesse processo sao os proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacio-
nados ao reparo do DNA. A identificacao dos genes envolvidos no cancer proporciona
uma melhor compreensao acerca da doenga, assim como contribui para novas formas de
diagnostica-lo mais precocemente, facilitando assim o seu tratamento (DANTAS et al.,
2009).

Normalmente, o ciclo de proliferagao celular é severamente controlado, e as cé-
lulas constituem comunidades organizadas. No entanto, as células cancerosas ndo se en-
quadram nesse esquema de cooperagao por serem células com o DNA danificado, esca-
pando dos mecanismos de controle do ciclo celular (LOPES et al., 2002).

2.2. PUNICA GRANATUM

A Punica granatum linn é uma espécie de arbusto ou arvore, que atinge de quatro
a seis metros de altura. Ela apresenta folhas simples e flores isoladas, de corola vermelha
alaranjada e célices esverdeados, além de um fruto tipo baga, redondo, de casca coriacea,
amarela ou avermelhada contendo inimeras sementes envolvidas. Ela pertence a familia
Punicaceae, e € popularmente conhecida no Brasil como “roma” (MENEZES; PINTO; COR-
DEIRO, 2008).

A roma surgiu na Asia, e vem sendo espalhada em toda a regido do Mediterra-
neo, sendo cultivada em quase todo o mundo, inclusive no Brasil (DEGASPARL DUTRA,
2011). A Punica granatum cresce em regides aridas e a produgao do fruto se da no periodo
de setembro a fevereiro. Dentre os compostos fisico-quimicos presentes na parte comes-
tivel da fruta se encontram fendlicos como antocianinas (delfinidina, cianidina e pelar-
gonidina), quercetina, acidos fendlicos (cafeico, catequinico, clorogénico, orto e paracu-
marico, elagico, galico e quinico) e taninos (punicalagina) (SANTOS et al., 2008).

Devido ao crescente interesse pelas propriedades da roma, varios estudos véem
sendo realizados apontando cada vez mais seus beneficios, como o estudo de Jardini et
al. (2010), que demonstrou que os compostos fendlicos da roma apresentam uma ativi-
dade antioxidante. Em células provenientes de epitélio sadio, a fragao de acidos fenolicos
livres extraidos da polpa da roma apresentou aumento significativo, tanto na prolifera-
¢ao quanto na viabilidade das células MDCK (epitélio renal sadio), mostrando-se uma
fonte de compostos bioativos com potencial antioxidante.

Mehta e Lansky (2004) mostraram os efeitos anticancerigenos obtidos de extratos
de roma em células com cancer de mama humano in vitro, além da atividade quimiopre-
ventiva de roma em uma cultura de 6rgao mamario de rato (MMOC).
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Outros estudos podem ser citados, como uma pesquisa realizada em 2007, que
demonstrou que, ao dividir a roma em vérios compartimentos (sementes, suco, casca,
folha, flor e raizes), cada porgao da roma apresenta importantes atividades farmacoldgi-
cas. O suco e as cascas, por exemplo, demonstraram propriedades antioxidantes poten-
tes e possuem atividades anti-cancro, incluindo a interferéncia com a proliferagao de cé-
lulas tumorais (LANSKY; NEWMAN, 2007).

Assim, a roma tem sido um fruto alvo de varias pesquisas, além de ser comu-
mente utilizado para fins fitoterapicos, com a finalidade de cura de varias patologias,
como doengas inflamatdrias (bronquite, inflamagoes urindrias e epiteliais), tilceras de
boca e genitdlia, atenuagao de fatores aterogénicos e tratamento do diabetes mellitus, de-
monstrando diversos efeitos benéficos (WERKMAN et al., 2008).

2.3. DOXORRUBICINA (DXR)

O cloridrato de doxorrubicina é um composto antineoplasico derivado das an-
traciclinas e isolado a partir da bactéria Streptomyces peucetius varcaesius (NEUWALD,
2009). As antraciclinas possuem um anel tetraciclico fixado a um agticar incomum, além
de componentes quinona e hidroquinona em anéis adjacentes (CANDIDO, 2013). Esse
composto vem sendo utilizado desde a década de 1960 e representa uma das classes mais
utilizadas de antineoplésicos (NEUWALD, 2009).

A DXR vem sendo utilizada no tratamento de tumores sélidos, como o cancer de
mama e de ovario, além do tratamento de leucemias, devido a seu amplo espectro de
atividades. Sua ac¢ao tem efeito pelo fato de as antraciclinas causarem um dano irrever-
sivel as células tumorais e por elas se intercalarem no DNA, inibindo a sintese de protei-
nas e produzindo espécies reativas de oxigénio, que causam a morte celular. Porém, ape-
sar de ser uma substancia eficaz no tratamento de cancer, pesquisas mostraram que a
doxorrubicina produz efeitos colaterais intensos, dentre eles a dilatagao do coragao (SIL-
VEIRA, 2012; CANDIDO, 2013).

Vdrias pesquisas tentaram explicar a origem dos danos que a doxorrubicina
causa aos cardiomiocitos. Uma das hipoteses adquiridas através de pesquisas foi o es-
tresse oxidativo. De acordo com os pesquisadores, as antraciclinas geram radicais livres,
que causam lesdes na membrana e em outros componentes das células (SILVEIRA, 2012).

De acordo com Moura (2011), a cardiotoxicidade da doxorrubicina € classificada
em aguda, subaguda, cronica e tardia. A fase aguda ocorre durante ou imediatamente
apos a administracdo da droga, e envolve vasodilatacao, hipotensao e arritmias. A fase
subaguda é incomum e manifesta-se de um a trés dias apds o término da quimioterapia,
envolvendo pericardite e/ou miocardite. A cronica se desenvolve semanas ou meses
apos o término do tratamento e manifesta cardiomiopatia dilatada, disfungao contratil e
insuficiéncia cardiaca congestiva. Por fim, a forma tardia pode ocorrer anos apos o tér-
mino do tratamento.

A DXR é um agente que atua tanto nas células em divisao quanto nas células na
fase de repouso. No entanto, sua principal agao citotoxica € observada durante a fase S
do ciclo celular. Sua a¢ao farmacoldgica ocorre por diversos mecanismos. Um deles é sua
intercalagdo com o DNA da célula, levando a inibi¢do da sintese proteica e a reagdes de
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oxidacao e redugao, com formacao de radicais livres. As quebras do DNA sdo causadas
pela unido da droga ao DNA e a enzima topoisomerase II, que tem um papel importante
na liberagdo das cadeias de DNA e na condensagao dos cromossomos. Logo, a doxorru-
bicina, além de agao mutagénica, tem agao carcinogénica (NEUWALD, 2009).

2.4. TESTE PARA DETECCAO DE CLONES DE TUMORES EPITELIAIS (WARTS)
EM DROSOPHILA MELANOGASTER

A Drosophila melanogaster, popularmente conhecida como mosca da fruta, é um
organismo da ordem diptera, que geralmente possui uma tonalidade acastanhada e
anéis pretos transversais no seu abdémen. E um inseto pequeno, com cerca de 3 milime-
tros de comprimento, sendo que as fémeas sao maiores do que os machos (ANDRADE;
BALCAO, 2009). Possui 2n = 8 cromossomos, sendo 3 pares de autossomos e 1 par sexual
(FONSECA; PEREIRA, 2004).

A mosca da fruta tem sido um organismo largamente utilizado pelos pesquisa-
dores, por apresentar vantagens como: ser de facil manutengao em laboratorio, possuir
um ciclo reprodutivo curto (Figura 1), fornecer um grande nimero de individuos por
progeénie, apresentar reagdes metabdlicas semelhantes as dos mamiferos, ser de facil ob-
servagao a lupa, ter genes homologos a outros animais, inclusive invertebrados, caracte-
risticas morfologicas facilmente detectaveis e desenvolvimento em meio de cultura de
baixo custo. Além disso, apresenta um excelente banco de informagdes sobre mutagoes,
ecologia e comportamento (FONSECA; PEREIRA, 2004; RIBEIRO et al., 2009; IBMC, INEB, 2008).

FIGURA 1. Ciclo de vida da Drosophila melanogaster

Ciclo de vida da Drosophila melanogaster
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FONTE: Garcia e Fernandez, 2011
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D. melanogaster € um organismo modelo para a compreensao dos mecanismos
moleculares de doengas humanas. Muitas propriedades bioldgicas, fisioldgicas, neuro-
logicas e basicas sao conservadas entre mamiferos e Drosophila melanogaster. Acredita-se
que cerca de 75% dos genes causadores de doengas humanas tém um homologo funcio-
nal na mosca. O conceito de que caracteristicas hereditarias sao realizadas nos cromos-
somos foi desenvolvido através da mosca, assim como muitas outras descobertas consi-
deradas como referéncia na genética. Na era moderna, a mosca foi o primeiro grande
organismo complexo a ter seu genoma sequenciado. Poucos anos depois, as homologias
observadas entre os dois genomas destacaram e reforcaram o seu papel como um mo-
delo para entender os processos de biologia e doengas humanas (PANDEY; NICHOLS,
2011).

Além de possuir elevada sensibilidade para detectar a presenca de substancias
toxicas, a Drosophila tem sido usada por pesquisadores como indicadores de residuos de
agrotoxicos em alimentos e da presenga, no ambiente, de substancias quimicas com po-
tencial mutagénico (ALMEIDA; REYES, RATH, 2001).

Existem genes-mestres presentes na organiza¢ao do corpo da Drosophila respon-
saveis por promover a organizacao de seus segmentos teciduais, com elementos carac-
teristicos em cada segmento, capazes de estipular a funcao de cada tecido dentro do or-
ganismo da Drosophila. Essa mesma organizagao pode ser observada em muitos grupos
de animais, inclusive nos mamiferos, possibilitando pesquisas sobre genes com fungdes
parecidas nos demais animais pertencentes a classe Bilateria. Além disso, houve a desco-
berta de que nao somente existem genes homologos destes genes-mestres em quase to-
dos os grupos de animais, mas que também a sua organizagao génica foi mantida ao
longo da evolugao dos grupos (ROCHA et al., 2013).

Estudos realizados por McGinnis et al. (1984) revelaram a descoberta de um
grande numero de genes homologos na mosca, nao apenas pela sua similaridade na se-
quéncia de nucleotideos, mais também na sua fungao. Muitos desses genes, como, por
exemplo, os genes hox sdao genes reguladores mestre que integram complexas redes gé-
nicas. Nos ultimos anos a identifica¢do e caracterizagao de genes que regulam processos
de desenvolvimento de organismos modelo, como a Drosophila, bem como a comparacao
desses genes com os seus homologos presentes em outros organismos, tém contribuido
muito para pensar sobre a interacao e a dependéncia mutua entre o desenvolvimento de
um organismo e a evolugao de grupos de organismos.

O estudo de Nishiyama et al. (1999) identificou em Drosophila melanogaster um
gene homologo ao humano, o gene warts (wts). Ele atua como um supressor de tumor na
mosca, sendo que a delecdao desse gene leva a formagdo de verrugas nas pernas e no
corpo da mosca, o que o torna um gene importante no controle de sua morfogénese e de
sua proliferagao celular.

A manutengao de genes supressores de tumor entre Drosophila e mamiferos du-
rante a evolu¢do mostra uma importante ferramenta na indugao e desenvolvimento de
tumores no disco imaginal das células da mosca, bem como no entendimento do desen-
volvimento de canceres em humanos. As células dos discos imaginais da Drosophila tém
um ciclo celular semelhante ao de células de mamiferos, o que nos mostra que os fatores
indutores de tumores nessas células podem estar diretamente relacionados com o risco
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de estes mesmos fatores induzirem cancer em humanos. Um dos genes envolvidos na
regulagao do ciclo celular de Drosophila é o wts, que, conforme descoberta, ¢ homologo
ao LATS1, um gene supressor de tumor presente em mamiferos (EEKEN et al., 2002).

Nos zigotos, o0 marcador wts ¢ uma mutacao recessiva e letal em homozigose. E
por apresentar capacidade letal, ¢ mantido na linhagem estoque na presenca do balan-
ceador cromossomico TM3. As larvas heterozigotas sao adquiridas através do cruza-
mento entre as linhagens wts/TM3 e multiple wing hairs (mwh/mwh). A perda da heterozi-
goze nas células do disco imaginal origina a formacao de clones homozigotos, sendo
estes vidveis em conjuntos de células isoladas da larva, que se manifesta como tumores
(verrugas) na mosca adulta (SIDOROV et al., 2001).

3. METODOLOGIA

3.1 COMPOSTOS UTILIZADOS

3.1.1 PUNICA GRANATUM

Para a realizacdo do tratamento, foi realizada a producao do extrato aquoso da
folha de roma (Punica granatum), utilizando-se 30g da folha de roma (Punica granatum)
in natura e 100 ml de 4gua de osmose reversa. A dgua foi aquecida até o ponto de fervura
e, em seguida, foram adicionadas as folhas de roma. Posteriormente essa mistura passou
por um processo de trituragao com o auxilio de um liquidificador padrao de uso domés-
tico para fracionar as folhas e facilitar o processo de filtragem, realizado com papel filtro
de 40mm. No tratamento foram utilizadas trés concentracoes (12,5%, 25% e 50%) obtidas
através da dilui¢ao do extrato aquoso em agua de osmose reversa, sendo as concentra-
¢Oes baseadas em estudos prévios ja desenvolvidos com a polpa da roma (Punica grana-
tum) no Laboratorio de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de
Minas — UNIPAM.

3.1.2. DOXORRUBICINA

O cloridrato de doxorrubicina, fairmaco comumente comercializado como Adri-
blastina®, foi utilizado como controle positivo no presente estudo. Cada frasco contém
10mg do composto sob forma de p9 liofilizado, com peso molecular de 580,0 e féormula
quimica C27H29NO11. A DXR foi pesada e diluida em dgua de osmose reversa, para uti-
lizagao na concentragao de 0,4 mM, valor empregado com base nas taxas de sobrevivén-
cia de teste de resposta.

3.2. TESTE PARA DETECGCAO DE CLONES DE TUMORES EPITELIAIS EM DROSOPHILA MELANOGASTER
Para a realizagao do teste wts (warts) foram utilizadas duas linhagens mutantes
de Drosophila melanogaster (wts e mwh) portadoras dos marcadores genéticos warts (wts,

3-100) e multiple wing hairs (mwh, 3-0,3). A linhagem wts/TM3 foi adquirida pelo Blo-
omington Drosophila Stock Center, da Universidade de Indiana, USA, com o nimero de
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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.

Os estoques destas linhagens sao cultivados no Laboratorio de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM, onde sdao mantidas
em frascos com meio de cultura de D. melanogaster (234g de banana, 16,5g de agar,
1230ml de agua, 37,5g de fermento bioldgico fresco, 1,5g de nipagin). As linhagens sao
mantidas em uma incubadora, sob condi¢bes ideais de temperatura e fotoperiodo que
possibilitam sua conservagao e manutengao.

3.2.1. CRUZAMENTO

A realiza¢do dos cruzamentos foi feita apds a coleta de machos mwh/mwh e de
fémeas virgens wts/TM3. Os machos e as fémeas foram colocados juntos em frascos con-
tendo meio de cultura proprio para postura, composto por fermento bioldgico e agucar,
onde as fémeas depositaram seus ovos.

As larvas descendentes desse cruzamento foram tratadas com os compostos qui-
micos de interesse da presente pesquisa (doxorrubicina e extrato aquoso da folha de
roma nas concentragoes de 12,5%, 25% e 50%). Porém, foram analisadas somente as mos-
cas que nao apresentaram o balanceador cromossémico (TM3, Sb1), ou seja, somente as
moscas de pelos longos e finos foram analisadas. As moscas que apresentaram pelos
curtos e grossos foram descartadas, pelo fato de nao terem o gene wts, o que impossibilita
o desenvolvimento de tumor.

3.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 TRATAMENTO

Ap0s 48+4 horas as larvas foram lavadas com dgua destilada e coletadas. Larvas
de 2° estagio, descendentes do cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas virgens
wts/TM3, foram colocadas em frascos de vidro contendo 1,5g de puré de batata (meio
alternativo para a Drosophila) em diferentes concentragdes do extrato aquoso da Punica
granatum (12,5%, 25% e 50%), associadas ou ndo a doxorrubicina. Para controle positivo
foi utilizado a doxorrubicina, e para o controle negativo a 4gua osmose reversa. Nesta
etapa do tratamento as larvas de 2° estagio foram expostas aos agentes testados por um
periodo de aproximadamente 48 horas, até ocorrer o estagio de pupa.

3.3.2. ANALISE DAS MOSCAS

Ap0s sofrerem metamorfose, as moscas foram coletadas e transferidas para fras-
cos contendo etanol (C2HsO) 70% para a conservagao do corpo da mosca. Posteriormente,
as mesmas foram colocadas individualmente numa placa escavada contendo glicerina e
foram analisadas. Foram analisados somente machos e fémeas que apresentaram gend-
tipos (wts +/+ mwh), ou seja, individuos que apresentam fenotipicamente pelos normais,
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caracterizados como pelos longos. As moscas com pelos curtos e grossos (Stubble) nao
foram analisadas e foram descartadas, pelo fato de nao terem o gene wts, 0 que impossi-
bilita o desenvolvimento de tumor.

Para a analise das moscas foram utilizadas lupas estereoscdpicas, pingas entomo-
logicas e pincéis. A localizacao de cada tumor foi observada e registrada em uma plani-
lha padrao, que separa quantitativamente a incidéncia de tumores nas regides do olho,
cabega, asa, corpo, perna, halteres e o total por mosca, em cada concentragao testada.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumores das concentragdes tes-
tadas e os controles foram calculadas utilizando o teste U, ndo paramétrico, de Mann-
Whitney, empregando o nivel de significancia < 0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo utilizou o teste para a detecgao de clones de tumores epiteliais
(warts) em Drosophila melanogaster para avaliar o potencial carcinogénico e anticarcino-
génico do extrato aquoso da folha da roma (Punica granatum) em trés diferentes concen-
tracgoes (12,5%; 25% e 50%) isoladas e associadas a DXR.

Ao analisar 200 individuos de cada concentragao testada, foram obtidos os se-
guintes resultados: quando comparado ao controle negativo (dgua), a concentracao iso-
lada de 50% apresentou aumento significativo (p <0,05), evidenciando um possivel efeito
carcinogénico nessa concentragao. J4 as concentragdes associadas a doxorrubicina (DXR),
quando comparadas ao controle positivo (DXR), apresentaram redu¢ao na frequéncia de
tumores, sugerindo um possivel efeito anticarcinogénico (Tabela 1).

Na tabela 1, sao apresentadas as frequéncias de tumores observadas nos descen-
dentes heterozigotos tratados com as diferentes concentrag¢des testadas. Como ja espe-
rado o controle positivo DXR induziu um aumento significativo (p < 0,05) no nimero de
tumores quando comparado ao controle negativo, indicando que a DXR atua como
agente indutor de tumor, o que é relatado por Mendanha et al. (2010).

Analisando os resultados dos individuos tratados com as diferentes concentra-
¢Oes isoladas do extrato aquoso da folha de roma (Tabela 1), é possivel observar que
apenas uma das concentragdes utilizadas apresentou aumento significativo (p > 0,05) na
frequéncia de tumores, quando comparadas ao controle negativo, indicando um possi-
vel efeito carcinogénico desta concentracdo (50%).
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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 do extrato aquoso da
folha de roma, isoladas e associadas ao quimioterapico doxorrubicina (DXR 0,4 mM).

Tratamentos Numero de tumores analisados
Ntimero de
Extrato aquoso moscas Frequéncia
da 1f~21£?1 de (]r3n>1(\1/§) analisadas Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total (rri:reey_
(%) mosca)
0 0 200 0 1 11 6 16 0 34 0,17
12,5% 0 200 0 0 15 8 10 0 33 0,16
25% 0 200 0 0 14 5 12 0 31 0,15
50% 0 200 0 2 24 18 37 0 81 0,40*
0 0,4 200 0 51 133 229 271 4 688 3,44 %
12,5% 0,4 200 0 3 133 16 103 0 255 1,27 **
25% 0,4 200 0 0 13 16 82 0 111 0,55 **
50% 0,4 200 0 4 68 17 81 0 170 0,85 **

Diagndstico 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 0,4mM) (p < 0,05). DXR, doxorrubicina.

Segundo Dassprakash et al. (2012), as propriedades medicinais da roma se justi-
ficam devido a suas propriedades antioxidantes, encontradas em diferentes locais da
planta, incluindo arvore e fruto, apresentando uma longa lista de constituintes quimicos
com fitoquimicos quimiopreventivos, como acido ascérbico, dcido elagico, acido galico,
acido cafeico, acido clorogeénico, catequina, epicatequina, 3-galato de epigalocatequina,
quercetina, rutina, apigenina, naringina, delfinidina, cianidina, pelargonidina, punica-
lina, punicalagina e melatonina, indicando que as propriedades medicinais da roma po-
dem ser atribuidas aos efeitos combinados de muitos constituintes, sendo essas propri-
edades medicinais presentes em quase todas as partes da arvore e/ou fruto da Punica
granatum.

Rummun et al. (2013) analisaram o teor de antioxidantes presentes em diferentes
partes da P. granatum (casca, flor, caule, folhas e sementes), e observaram que esses an-
tioxidantes presentes sao potentes eliminadores de radicais hidroxila em virtude da sua
capacidade de inibir a degradacao da desoxirribose, componente estrutural do DNA. A
casca de roma proporcionou a prote¢ao mais alta contra esses radicais hidroxila, seguida
por extratos de flor, caule, folha e semente. O extrato da folha de roma apresentou uma
maior prote¢ao contra os danos causados por radicais superdxidos, sendo considerado
o segundo mais potente, ficando atrds apenas do extrato de caule, além de possuir uma
acgao dose-dependente.
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Portanto, os antioxidantes presentes na folha da roma podem sugerir que a nao
ocorréncia de efeito carcinogénico nas concentrag¢des isoladas inferiores (12,5% e 25%),
estdo associadas a agao antioxidante deste, enquanto a carcinogenicidade detectada na
concentragao de 50% pode estar relacionada a atividade pré-oxidante do extrato em altas
concentragdes. Estudo de Rocha et al. (2015) demonstra que determinadas substancias
podem atuar como antioxidantes quando se encontram associadas a outras substancias
com as mesmas propriedades, ou como pro-oxidantes, em decorréncia da concentragao
utilizada.

Ao avaliar os resultados encontrados na associacao entre as diferentes concentra-
¢oes do extrato aquoso de folha de roma e DXR (Tabela 1), é possivel notar que as trés
concentragdes do extrato tiveram um potencial modulador sobre a toxicidade da DXR.
Tal efeito pode ser observado pela reducao significativa na frequéncia de tumores (p <
0,05), indicando que o extrato aquoso da folha de roma apresenta efeito anticarcinoge-
nico. Tais resultados se confirmam devido a uma possivel relacao com suas proprieda-
des citotdxicas. Oliveira et al. (2010) ressaltaram que inameros estudos apontam que a
Punica granatum apresenta varios indicadores de atividade antitumoral, sugerindo um
potencial apoptotico seletivo contra diferentes linhagens celulares cancerigenas, inclu-
indo aquelas hormonio-dependente, além de apresentar a¢ao retardante no processo de
proliferacao tumoral. Contudo, a atividade antitumoral desempenhada pela P. granatum
estd associada a sua capacidade citotdxica, se assemelhando a agao dos quimioterapicos.

Li et al. (2016) exploraram os efeitos do extrato das folhas de roma no cancer de
pulmao em pequenas células in vitro. Para esse estudo utilizou-se o extrato da folha de
roma nas seguintes concentragoes: 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/mL, em intervalo de
24, 48 e 72 horas. Diante das andlises observou-se que o extrato da folha de roma reduziu
a viabilidade do cancer de pulmao de maneira dependente da concentracao e do tempo,
comprovando um efeito citotoxico em células cancerigenas de pulmao. Durante o trata-
mento de células de cancer de pulmao com extrato da folha da P. granatum, observou-se
que, no periodo de 48 horas, o extrato apresentou acao estimuladora da apoptose das
células tumorais, sendo de carater dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentra-
¢ao utilizada, maior o poder apoptdtico. Além disso, o estudo demonstra que esse ex-
trato foi responsavel por inibir o crescimento e a proliferacao de células de carcinoma
A549, H1299 e LL/2 de maneira dependente da dose e do tempo. Deste modo, o trata-
mento com o extrato da folha de roma teve a capacidade de restringir significativamente
a migragao e a invasao de células tumorais.

Todos esses resultados apontam que o papel inibidor de danos genéticos do ex-
trato da folha de roma é dependente das concentragoes utilizadas e do sistema de trata-
mento realizado: isolado ou associado a DXR. Ou seja, o extrato pode atuar aumentando
a frequéncia de tumores em altas concentragdes como também atua como agente modu-
lador em um sistema de cotratamento, sendo capaz de alterar a carcinogenicidade da
doxorrubicina, o que resulta na redugao da frequéncia de tumores.
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7. CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que o extrato aquoso da folha de roma teve efeito
carcinogénico quando testado isoladamente e em alta concentracao. Conclui-se ainda
que o extrato apresentou efeito anticarcinogénico, reduzindo significativamente a fre-
quéncia de tumores quando associado a DXR, porém nao apresentou carater dose-depen-
dente. Tais resultados sugerem a realizacao de novos estudos, com diferentes organis-
mos testes e metodologias, para explorar as propriedades terapéuticas da folha de roma
sobre o cancer.
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