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Resumo

0 acafrdo (Curcuma longa Linn) é uma herbacea perene, rizomatosa, pertencente a familia Zingiberace-
ae e classificada como planta condimentar. A curcumina é o principal corante presente nos rizomas da
clrcuma. Além de ser utilizada como corante e condimento, apresenta substancias antioxidantes e an-
timicrobianas, que lhe conferem a possibilidade de emprego nas areas de cosméticos, téxtil, medicinal e
de alimentos. Sao ainda reconhecidos os efeitos cicatrizantes e anti-inflamatorios, capacidade de indu-
cao de apoptose e de sequestrar radicais livres. Contudo, existem grandes controvérsias com relagao a
carcinogénese dessa espécie. Sabendo-se disso, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
carcinogénico do acafrao, através do teste para deteccao de tumor (wts) em Drosophila melanogaster.
Para tanto, foram preparadas trés solucdes aquosas de acafrdo, nas concentracdes: 1mg/mL, 3mg/mL,
5mg/mL. O tratamento foi realizado com todas as larvas descendentes do cruzamento de fémeas
wts/TM3 com machos mwh/mwh. Os resultados mostraram que o acafrao apresenta potencial carcino-
génico na concentracao de 5mg/mL, visto que houve diferenca, estatisticamente significativa, na fre-
quéncia de tumores verificados nesta concentracao, em relacao a frequéncia de tumores verificados no
controle negativo. Nas concentracdes de 1mg/mL e 3mg/mL, nao foi verificado potencial carcinogénico,
embora tenha havido um aumento na frequéncia de tumor com o aumento da concentracao de acafrao.
Concluimos, portanto, que nestas condicdes experimentais, o extrato aquoso de acafrao induziu a ocor-
réncia de tumores em D. melanogaster.

Palavras-chave: Acafriao. Drosophila melanogaster. Wts. Carcinogénico. Tumor.

Abstract

The saffron (Curcuma long Linn) is a herbaceous perennial, rizomatosa, belonging to the family Zingibe-
raceae and classified as condimental plant. The curcumina is the main dye present in the circuma rhi-
zomes. Besides being used as a dye and condiment, it presents antioxidants and antimicrobial sub-
stances, which bring to it the possibility of employment in the fields of cosmetics, textile, medical and
food. The healing and anti-inflammatory effects, as well as the ability to induce apoptosis and sequester
free radicals are also recognized. However, there are major controversies with respect to carcinogenesis
of this species. Taking this into consideration, this study aimed at assessing the carcinogenic potential
of saffron through the test for the detection of tumor (wts) in Drosophila melanogaster. This way, three
solutions were prepared from aqueous saffron, in concentrations: 1mg/mL, 3mg/mL, 5mg/mL. The
treatment was conducted with all the larvae descending from the intersection of wts/TM3 females with
males mwh / mwh. The results showed that the saffron presents carcinogenic potential in the concen-
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tration of 5mg/mL since there was statistically significant difference in the frequency of tumors oc-
curred in this concentration, in relation to the frequency of tumors occurred in the negative control.
The concentrations of 1mg/mL and 3mg/mL were not found carcinogenic potential, although there has
been an increase in the frequency of tumor with increasing concentration of saffron. We conclude,
therefore, that in these experimental conditions, the aqueous extract of saffron induce the occurrence
of tumors in D. Melanogaster.

Key-words: Saffron. Drosophila melanogaster. Wts. Carcinogénico. Tumor.

1. Consideracoes iniciais

H4 algumas décadas, o estudo da genética tornou-se essencial para compreender a
fisiopatogenia de doencas, visto que os conhecimentos genéticos fornecem base para a
compreensao das funcées biologicas celulares do organismo, controladas a partir da expres-
sdo de genes codificadores de proteinas e enzimas funcionais e para a compreensao da acao
de produtos génicos (LOURO et al., 2002).

Por nao ser uma molécula estatica, o DNA de um organismo frequentemente apre-
senta suas bases expostas a agentes naturais ou artificiais, que provocam modificacoes na
sua estrutura ou composicdo quimica. Essas lesoes podem ser induzidas por agentes quimi-
cos, fisicos ou biologicos que sao prejudiciais as células, uma vez que afetam processos vi-
tais como a duplicacdo e a transcricdo génica. As alteracoes podem também causar muta-
¢Oes e aberragoes cromossOmicas, fendmenos esses que podem levar a processos cancerosos
e morte celular (COSTA; MENK, 2000).

Estas alteracOes do material genético sdo consideradas mutacdes quando néo resul-
tam em erros na segrega¢ao ou recombinacao (LEWIN, 2000 apud CABRIOTI, 2005), poden-
do ocorrer em células somaticas ou em células germinativas. Nas células somaéticas, elas
podem estar relacionadas ao cancer, porém em células germinativas, se a mutacao nao for
letal para a propria célula, tais modificacGes podem ser transmitidas para as geracoes sub-
sequentes, propagando-se pelo corpo em crescimento (CABRIOTI, 2005).

A mutacio ¢ a principal fonte de mudancas evolutiva. Através dela surgem novos a-
lelos em todos os organismos, alguns espontaneamente, outros como resultado da exposi-
¢do a radiagdo e substancias quimicas no ambiente (GRIFFITHS et al., 2006). As mutacgdes
génicas mais comuns consistem na substituicdo de um nucleotideo por outro, na perda (de-
lecao) de um ou varios nucleotideos, ou na insercao (intercalagdo) de um ou varios nucleo-
tideos em uma molécula de DNA. Qualquer que seja o tipo de mutacdo, ele origina uma
troca na informacao contida no gene e leva a sintese de uma proteina diferente da esperada
ou a auséncia de sintese (HIB; ROBERTIS, 1998).

As mutacoes também podem afetar genes necessarios para a sobrevivéncia das célu-
las ou genes envolvidos no controle da multiplicacao celular (SANTOS, 2006). No ultimo
caso, essa alteracdo pode levar a um descontrole na proliferacio de células, com o conse-

quente aparecimento de quadros cancerigenos (HIB; ROBERTIS, 1998).
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No organismo normal, o ciclo de proliferacao celular é rigorosamente controlado
para que as células constituam comunidades organizadas. No entanto, as células cancerige-
nas nao se submetem a esse esquema de cooperagao, sao células com o DNA danificado e
que, por isso, escapam dos mecanismos de controle do ciclo celular (LOPES et al., 2002).

As mutacbes carcinogénicas afetam os genes que controlam o nascimento (ciclo ce-
lular) ou a morte (apoptose) das células. Nesse sentido, duas grandes categorias de genes
sdo destacadas: os proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor (READ; STRACHAN,
2002). Os proto-oncogenes sao genes relacionados com o crescimento, diferenciacio e pro-
liferagdo celular normais (LOPES et al., 2002). Os genes supressores de tumor impoem
alguns limites ao ciclo e ao crescimento celular e, muitas vezes, suprimem algumas proprie-
dades fenotipicas das células tumorais, exercendo uma acdo anti-neoplasica (LOURO et al.,
2002).

Além das mutagoes causadas por agentes externos, alteragoes na molécula do DNA
podem surgir durante o processo normal de duplicacdo. Ap6s modificacdo na sequéncia
propria do DNA, produtos dos numerosos genes entram em acao para reparar os defeitos
produzidos, é a acdo dos genes de reparo de DNA. Quando a lesdo no DNA é reparada, a
célula continua com seu genétipo e fen6tipo normais. Se ocorrer uma falha no sistema de
reparo, a mutacao ocorrida se propaga nas geragoes seguintes e pode ser capaz de induzir
transformacio neoplasica (BRASILEIRO FILHO, 2004).

Uma complexa rede de sistemas de reparo do DNA constitui a principal barreira
protetora contra as consequéncias deletérias de danos no material genético, chamados ge-
nes de reparo. Estes genes sao responsaveis por produzir enzimas topoisomerases que repa-
ram os genes defeituosos, além de contribuir para a inibicao da proliferagao celular através
de proteinas (FELZENSWALB; PINTO, 2003).

1.1. Dieta e Cancer

A alimentacio é importante nao s6 para a manutencio da vida, mas também porque
os componentes dos alimentos podem ser bons ou prejudiciais a nossa saude. A importan-
cia da nutricao no caso das doencgas cronicas comecgou a ser discutida na primeira metade
do século 19, quando doencas cardiovasculares e o cincer passaram a substituir as doencas
infecciosas como as causas mais importantes de mortes prematuras. Os alimentos contém
componentes naturais e sintéticos que tanto podem inibir como promover o processo carci-
nogénico (MASSABNI, 2006).

O desenvolvimento de varias das formas mais comuns de canceres resulta de uma
interacdo entre fatores enddgenos e ambientais, sendo o mais notavel desses fatores a dieta.
Acredita-se que cerca de 35% dos diversos tipos de canceres ocorrem em razao de dietas
inadequadas. E possivel identificar, por meio de estudos epidemioldgicos, associacdes rele-
vantes entre alguns padroes alimentares observados em diferentes regioes do globo e a pre-

valéncia de cancer (AVESANI et al., 2004).
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Algumas das substancias presentes nos alimentos podem ter efeitos mutagénicos
e/ou carcinogénicos, isto é, podem induzir mutagdes no DNA e/ou podem favorecer o de-
senvolvimento de tumores, enquanto outras podem atenuar ou anular estes efeitos. Muitos
compostos presentes nos alimentos, tanto naturalmente, como adicionados ou produzidos
durante o processamento, ja foram testados quanto a mutagenicidade ou antimutagenici-
dade em diferentes sistemas experimentais (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

Certos aditivos quimicos utilizados na industria durante o processo de fabricacao
dos alimentos podem também trazer varios riscos para nossa saide (SALGADO, 2007), des-
tacando-se entre esses aditivos os corantes alimenticios sintéticos e naturais.

Até 1850 todos os corantes alimenticios provinham de trés fontes: vegetais comesti-
veis, extratos de origem animal ou vegetal, normalmente ndo consumidos como tais, e re-
sultados da transformacao de substancias naturais. Em 1856, William Henry Perkin sinteti-
zou o primeiro corante, a malva ou malveina. Em 1865, Friedrich Engelhorn fundou a BASF
(Badische Anilin - & Soda- Fabrik A G) para produzir corantes derivados do alcatrao de
hulha. No final do século 19, mais de 90 corantes eram utilizados pela indtstria alimenticia.
Em 1906, apareceu nos EUA a primeira legislacdo relativa a utilizacdo na industria alimen-
ticia. Somente sete corantes foram autorizados. Desde essa época, pesquisas comprovaram
que muitos corantes sdo toxicos e podem causar anomalias em recém-nascidos, distirbios
cardiacos ou canceres (KISSMANN et al., 2004).

De acordo com Antunes e Aratijo (2000), a utilizacdo de corantes em alimentos e
bebidas é ampla e indispensavel para tornar o produto mais vendavel. Muitos corantes,
entretanto, s3o proibidos em determinados paises, devido a sua agdo mutagénica e/ou car-
cinogénica, enquanto continuam sendo comercializados livremente em outros.

Um grande nimero de plantas pertencentes a familia Zingiberaceae é usado como
condimento, corante para alimentos e, também, como medicamento. Curcuma longa Linn.,
espécie mais frequente desta familia, é uma erva perene, amplamente cultivada em regioes
tropicais, principalmente da Asia. O p6 obtido a partir de seus rizomas, denominado ctr-
cuma, € usado na culinaria como corante e aromatizante, possuindo um aroma caracteristi-
co e sabor amargo, e é um dos principais componentes do curry, conferindo a este a cor
amarela (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

O pigmento extraido da carcuma é um composto fendlico, denominado curcumina.
A carcuma e a curcumina sao usadas para colorir gorduras hidrogenadas, manteiga, queijo,
massas, sorvetes, biscoitos e doces, dentre outros alimentos. Nao ha davidas de que a ctr-
cuma e curcumina sao atualmente os corantes para alimentos mais estudados (ANTUNES;

ARAUJO, 2000).
1.2. Acafrao (Curcuma longa Linn)

O acafrao da India (Curcuma longa L.), pertencente & familia Zingiberaceae, classi-

ficada como planta condimentar, por vezes é confundido, no Brasil, com outra espécie, a
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Crocus sativus L., também denominada de acafrido, sendo esta tiltima, no entanto, conheci-
da como o agafrdo verdadeiro. Nao obstante, é comum deparar com a regionalizagdo do
nome comum da espécie, conhecida também por: agafroeira, acafrao-da-terra, acafrao-da-
India, batatinha amarela, gengibre dourada e mangarataia (CARVALHO et al., 2001).

Trata-se de uma planta rizomatosa que apresenta um rizoma principal piriforme,
arredondado ou ovoide, carnudo com ramificacdes laterais compridas (PANIZZA, 1997),
dando origem a chamada “ctrcuma redonda” (DiAZ, 2002). Possui um odor agradavel, le-
vemente amargo, que lembra o do gengibre (PANIZZA, 1997).

Em sua composicao quimica observa-se a existéncia de um o6leo essencial (3-5%)
com sesquiterpenos monociclicos, sendo os componentes mais importantes e abundantes o
zingibereno e derivados oxigenados. Os principais corantes sdo curcuminoides, compostos
relacionados com diarilheptano, em quantidade variavel. O composto majoritario (60%),
entretanto, é a curcumina (diferuloilmetano), acompanhada de metoxicurcumina, bisdeme-
toxicurcumina e dihidrocurcumina (DIAZ, 2002).

A curcumina é uma substiancia avermelhada, cristalina, insoltvel na 4gua, pouco so-
Iavel no éter, e soltvel nos alcoois metilico e etilico e acido acético, resultando solucoes
amarelas com fluorescéncias verdes. E esta matéria corante que justifica o nome da espécie
(PANIZZA, 1997). A curcumina é um corante autorizado que apresenta a vantagem de ser
termoestavel e pouco sensivel as variacoes de pH (DIAZ, 2002).

A carcuma, produtora de rizomas tradicionalmente conhecidos no mercado inter-
nacional como “turmeric”, é considerada uma preciosa especiaria por compor os famosos
temperos orientais (DUARTE et al., 1989 apud CARVALHO et al., 2001). Entretanto, com a
proibicao do uso de pigmentos sintéticos nos principais paises da América do Norte e Euro-
pa, o emprego da circuma deixa de atender tdo somente ao mercado condimentar, para
disputar o crescente mercado de aditivos naturais de alimentos, principalmente com a fina-
lidade de corante e antioxidante. Além do corante curcumina, a planta possui 6leos essenci-
ais de excelentes qualidades técnicas e organolépticas que, juntos, possibilitam estender sua
utilizagdo aos mercados de perfumaria, medicinal e téxtil (CECILIO FILHO et al., 2000).

Na India e China a ctircuma ¢é utilizada na medicina tradicional para o tratamento
de varios tipos de doencas. Iniimeros estudos cientificos estao sendo realizados com essa
espécie e varias atividades ja foram evidenciadas, tais como o efeito cicatrizante, antioxi-
dante, anti-inflamatoério, antidepressivo e antineoplasico (BORELLA et al., 2005). Pesquisas
também tém destacado a eficacia de seu uso no controle de diversos fitopatogenos (AGUILA
et al., 2006).

De acordo com Diaz (2002), tradicionalmente a carcuma é utilizada na medicina
como agente anti-inflamatério e no tratamento de ictericia, hemorragia e célicas. E empre-
gada como protetor hepatico, prevenindo uma toxicidade induzida por tetracloreto de car-
bono. Possui igualmente uma atividade anti-inflamatoéria, demonstrada em diversos mode-

los experimentais. Também tem sido demonstrada certa atividade gastrica, como agente
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antiulceroso e citoprotetor. Em cultivos celulares tém-se observado que os curcuminoides
sdo citotdxicos, inibindo as mitoses e produzindo alteracées cromossOmicas, embora seja
desconhecido se as doses administradas em humanos sdo suficientes para causar tais alte-
racoes.

Souza (2005) afirma que a importancia das plantas medicinais deve-se a sua contri-
buicdo como fonte natural de farmacos e por proporcionar grandes chances de se obter uma
molécula protétipo devido a diversidade de constituintes presentes nestas. No entanto, i-
numeras plantas que sao usadas em preparacoes fitoterapicas carecem de um maior contro-
le de qualidade, uma vez que a literatura cientifica indica que muitas destas podem apre-
sentar substancias toxicas ou composi¢ao quimica variavel.

A utilizacao de plantas na medicina popular é uma pratica realizada ha séculos para
a cura de doengas. Sua preparacao e seu uso apropriado trazem muitos beneficios, porém,
seus efeitos fisioldgicos, genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos no organismo humano

necessitam de maiores investigacoes (ARAUJO; NUNES, 2003).
1.3. Teste para deteccio de tumor epitelial em Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster, conhecida popularmente como mosca das frutas é um
organismo eucarionte, da ordem Diptera, largamente utilizado pelos pesquisadores, por ser
de facil manutencao em laboratorio, ter um ciclo reprodutivo curto, fornecer um grande
nimero de individuos por progénie e apresentar reacoes metabdlicas semelhantes as dos
mamiferos, o que permite certo grau de extrapolacao para humanos (GRAF, 2006). Além
dessas caracteristicas, apresenta um excelente banco de informagoes sobre mutagoes, eco-
logia e comportamento (FONSECA; PEREIRA, 2004).

Testes bem definidos para verificacao da mutagenicidade de agentes fisicos e quimi-
cos sdo desenvolvidos em Drosophila melanogaster, os quais sdo capazes de medir um am-
plo espectro de danos genéticos induzidos em células germinativas, assim como em células
somaticas (WURGLER et al., 1984 apud FARIA, 2006).

A conservacao evolutiva de genes supressores de tumor entre Drosophila e mamife-
ros tem estimulado estudos na inducao e no desenvolvimento de tumores em Drosophila,
estudos estes que podem contribuir diretamente para o entendimento de canceres em seres
humanos. Em adicdo, numerosos proto-oncogenes e supressores de tumores de mamiferos
sdo conhecidos em Drosophila (EEKEN et al., 2002).

O gene warts (wts) foi identificado baseado na sua habilidade para agdo como um
supressor de tumor em Drosophila. A delecao desse gene leva a formacao de clones de célu-
las que sdo circulares e consideravelmente invasivas, chamadas de verrugas, que se desen-
volvem por todo o corpo da mosca (NISCHIYAMA et al., 1999).

O disco imaginal da Drosophila é formado por uma tinica camada de células, na lar-

va, que durante a metamorfose, se desenvolve nas estruturas da epiderme da mosca adulta.
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As células desse disco possuem o controle do ciclo celular similar ao de células sométicas
em mamiferos (EEKEN et al., 2002).

No controle das divisoes celulares intervém dois tipos de moléculas: as ciclinas, que
receberam esse nome porque no curso de cada ciclo celular alternam um periodo de sintese
crescente seguido por outro de rapida degradacio, e as quinases, que ao interagir com as
ciclinas, fosforilam e ativam as moléculas responsaveis pela divisao celular (HIB; ROBERTIS,
1998).

O gene warts codifica uma proteina denominada serina/threonine Kinase impor-
tante na progressao do ciclo celular, especificamente na mitose (NISHIYAMA et al., 1999). O
marcador wts é uma mutacdo recessiva letal em homozigose nos zigotos. Devido a letalida-
de, o alelo warts é mantido na linhagem estoque com a presenca de um balanceador cro-
mossdmico (TM3). Por meio do cruzamento entre linhagens wts/TM3 com multiple wing
hairs (mwh/mhw) sdo obtidas larvas heterozigotas (wts/+) (FARIA, 2006).

A perda da heterozigose nas células do disco imaginal da Drosophila ocasiona a
formacao de clones homozigotos (viavel em conjuntos de células isoladas) da larva, que se
manifestam como tumores na mosca adulta (SIDOROV et al., 2001 apud FARIA, 2006), como

pode ser verificado nas figuras 1, 2 e 3.

Figura 1. Tumor na asa Figura 2. Tumor no térax (corpo) Figura 3. Tumor na perna

O homem, em sua vida moderna, mantém uma constante interacdo com agentes
quimicos, fisicos e biologicos. Para tanto, surge a necessidade de se testar agentes quimicos,
sintéticos e naturais, que estdo em grande niimero em nosso meio ambiente, quanto a pos-
siveis efeitos carcinogénicos e/ou mutagénicos. Agentes quimicos ambientais sdo importan-
tes fatores tanto em termos de desenvolvimento como de prevencao do cincer. Nesse con-
texto, a avaliacdo do potencial carcinogénico do agafrao torna-se importante visto que se
trata de um corante natural amplamente utilizado. Levando-se em consideracao tais aspec-
tos este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial carcinogénico do acafrao (Curcuma

longa L) por meio do teste para deteccao de tumor epitelial em Drosophila melanogaster.

2. Material e métodos

2.1. Obtencao do Acafrao

O po6 de circuma (acafrao) utilizado foi obtido comercialmente em Patos de Minas —
MG. O mesmo pertence a marca Kodilar® (“acafrdo da terra”), produzido pela M.W.A In-

dastria Alimenticia, lote 127.
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Para o tratamento foram utilizadas trés diferentes concentracées de extrato aquoso

de agafrao: 1mg/mL, 3mg/mL e 5mg/mL.
2.2, Agentes quimicos

Doxorrubicina (DXR) cloridrato de (8S-cis)-10- [3-amino-2,3,6,-trideoxi-alfa-
1lixohexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)- étoxis, 12
naftacenodiano (CAS 23214-92-8), Eurofarma Laboratério Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil. Ca-
da frasco contém 10 mg de DXR liofilizado. Possui peso molecular 580,0 e formula molecu-
lar C»;H2oNO,;. HCL

O OH "
SO
RN
NN
miH
Sendo: R1-OCH3 R2-H R3 - OH R4 - OH

Figura 4. Féormula estrutural da Doxorrubicina.

2.3. Teste para detecciao de tumor epitelial em Drosophila melanogaster

Para a realizacao do teste foram utilizadas duas linhagens mutantes de Drosophila
melanogaster (wts e mwh) portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e mul-
tiple wing hairs (mwh, 3-0,3).

Os estoques sdo mantidos no Laboratorio de Citogenética e Mutagénese do Centro
Universitario de Patos de Minas, em frascos de ¥4 de litro contendo meio de cultura de
Drosophila melanogaster com 820 mL de agua, 25g de fermento (Saccharomyces cerevisi-

ae); 11g de agar, 156g de banana e 1g de nipagin, a temperatura de 25° C e 60% de umidade.

2.3.1. Cruzamento

Para obtencao de larvas heterozigotas wts +/+ mwh, foi realizado o cruzamento en-
tre fémeas virgens wts/TM3, Sb' com machos mwh/mwh. Desse cruzamento, todas as lar-
vas foram tratadas com os agentes quimicos testados. No entanto foram analisadas somente
as moscas que nao apresentam o balanceador cromossémico (TM3, Sb?), moscas estas que

fenotipicamente caracterizam-se pela presenca de pelos curtos e grossos.

2.4. Procedimento experimental
2.4.1. Tratamento

A coleta dos ovos dos descendentes dos cruzamentos entre fémeas virgens

wts/TM3, Sb* com machos mwh/mwh, ocorreu durante um periodo de 8 horas, em frascos
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contendo uma base sélida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento biolo-
gico (Saccharomyces cerevisiae) suplementado com sacarose. Apos 48+4 horas as larvas
foram lavadas com agua destilada e coletadas com o auxilio de uma peneira de malha fina.

Larvas de 2.° estagio, provenientes desse cruzamento foram colocadas em frascos
de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,0 cm de altura) contendo 1,5g de meio de puré de batatas
instantdneo (marca HIKARI®) e 5mL de extrato aquoso de acafrdo nas diferentes concen-
tracdes (1 mg/mL, 3 mg/mL e 5 mg/ mL), controle positivo e controle negativo. Para con-
trole positivo foi utilizada a doxorrubicina (DXR- 0,125 mg/mL) e para o controle negativo,
utilizou-se agua osmose reversa. Pelo fato de haver alguns compostos que sdo fotossensiveis
os frascos foram embalados em papel aluminio.

Larvas de 2.° estagio foram submetidas a um tratamento crénico, por um periodo
de, aproximadamente, 72 horas, quando estas sobem as paredes dos frascos, passando para

o estagio de pupa.
2.5. Analises das moscas

Apds sofrer metamorfose, os individuos adultos foram transferidos para recipientes
contendo etanol 70%, e, posteriormente, analisados machos e fémeas com genétipo (wts
+/+ mwh) que possuem asas (pelos) fenotipicamente selvagens quanto a presenca de tu-
mor. Para a anélise das moscas foram utilizadas lupa estereoscépica e pincas entomol6gi-
cas. A localizacdo de cada tumor observado foi registrada em um diagrama padrao do corpo

da mosca.

2.6. Analise estatistica

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumor nas concentracoes testadas
e nos controles (positivo e negativo) foram calculadas de acordo com o teste U, ndo-

paramétrico, de Mann-Whitney.
3. Resultados

Através da tabela 1 é possivel verificar a ocorréncia e a frequéncia de tumores nos
diferentes segmentos do corpo da Drosophila melanogaster tratadas com as diferentes
concentragoes de acafrao (Curcuma longa L.): 1img/ mL, 3mg/mL e 5mg/mL.

A avaliacao do efeito carcinogénico do acafrao mostra que os descendentes tratados
com extrato aquoso de agafrao nas concentra¢oes de 1mg/mL e 3mg/mL nao apresentaram
aumentos, estatisticamente significativos, nas frequéncias de tumores, em relacao ao con-
trole negativo (d4gua osmose reversa). Entretanto, na concentragdo de smg/mL, houve um
aumento, estatisticamente significativo, na frequéncia de tumores, quando comparado com
a frequéncia encontrada no controle agua, o que evidencia o potencial carcinogénico do

acafrao nesta concentracio.
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Tabela 1 — Frequéncia de tumores observados nos descendentes heterozigotos de Droso-
phila melanogaster, tratados com diferentes concentragoes de acafrao.

Individuos Tumores encontrados Total  Frequéncia

(moscas) Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halteres

Controle Agua 154 1 4 6 16 0 29 0,19*
Acafrdo img/mL 234 2 9 9 22 0 48 0,20
Acafrao smg/mL 237 6 13 9 26 7 2 63 0,27
Acafrao smg/mL 209 4 13 12 30 11 2 72 0,34"

DXR 0,125mg/mL 227 11 22 49 91 19 4 196 0,86

* Diferenca estatisticamente significativa de acordo com o teste U de Mann-Whitney. Nivel de significincia: a = 0,05

4. Discussao

Devido a atribuicao de critérios mais rigorosos na avaliacdo dos componentes da di-
eta e ao desenvolvimento de novas metodologias, cada vez mais sdo encontrados agentes
mutagénicos e/ou carcinogénicos presentes nos alimentos (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

A presenca de diferentes e inGmeros compostos quimicos nos alimentos justifica o
interesse e a necessidade de se avaliar a inocuidade dos aditivos, bem como de regulamen-
tar seu uso. Desde 1962 o Committee on Food Additives (JECFA) é responsavel por avaliar
sistematicamente o potencial toxico, a mutagenicidade e carcinogenicidade dos aditivos
para alimentos. A clircuma e a curcumina foram avaliadas e a ingestao diaria aceitavel (I-
DA) estabelecida foi de 2,5 mg/kg e 0,1 mg/kg, respectivamente (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

Com relacao a avaliagdo da mutagenicidade/ antimutagenicidade do agafrao e da
curcumina isolada, resultados obtidos por Mukhopadhyay et al. (1998), em células da me-
dula 6ssea de camundongos tratados com a clircuma e curcumina, sugerem que estes co-
rantes apresentam potencial mutagénico fraco.

Similarmente, estudo realizado por Antunes et al. (1999), com células de ovario de
hamster chinés (CHO), para investigar efeitos da curcumina sobre os danos cromossémicos
induzidos pela doxorrubicina (DXR), mostrou que a curcumina induz danos cromossoémi-
cos em CHO (especialmente em concentragdes mais elevadas). Foi verificado ainda um au-
mento, estatisticamente significativo, da frequéncia dos danos cromossémicos quando as
mais elevadas concentragoes de curcumina foram associadas com DXR.

O efeito do acafrdo e da curcumina isolada sobre as frequéncias de aberracoes cro-
mossomicas induzidas no ovario do hamster chinés (CHO) por radiacdo gama foi avaliado
por Aratjo et al. (1999). Nenhum dos dois antioxidantes naturais mostrou efeito protetor
contra as radiacGes. Pelo contrario, foi constatado um consideravel aumento na frequéncia
de aberracbes cromossémicas quando o acafrido foi associado a radiacdo (ARAUJO et al.,

1999).
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Estudo desenvolvido por Araijo (2004) demonstrou o potencial genotdxico (re-
combinogénico) do extrato aquoso de Curcuma longa L. em Drosophila melanogaster,
através do teste para a detecgdo de mutacdo e recombinagao somatica, sugerindo que o aga-
frdo poderia ser carcinogénico. Tal resultado foi também encontrado por Fuentes et al.
(2000), que descreve varias espécies de plantas medicinais com reconhecido potencial ge-
notoxico, dentre as quais esta a Curcuma longa L.

Contudo, informagoes contraditorias sdo obtidas na avaliacdo da mutagenicidade/
antimutagenicidade dos corantes clircuma e curcumina. A curcumina é considerada um
agente quimiopreventivo e esta sendo testada pelo Instituto Nacional do Cancer dos Esta-
dos Unidos (ANTUNES; ARAUJO, 2000). Atualmente o uso da circuma na prevencao e tra-
tamento do cancer tem sido objeto de intensas pesquisas. Trabalhos recentes vém demons-
trando a atividade adjuvante da curcumina no tratamento do cancer por meio de uma acao
imunoestimuladora (FERRO; SOUZA, 2003).

Algumas outras atividades sdo relatadas para curcumina na literatura, como por e-
xemplo, indutora da apoptose de células cancerigenas (FERRARI; TORRES, 2002), inibidora
da integrase tipo-1 do HIV (MAZUMDER et al., 1995 apud ANTUNES; ARAUJO, 2000), inibi-
dora das fungbes SOS induzidas pela radiacdo ultra-violeta e inibidora da expressao dos
proto-oncogenes c-fos, c-jun e c-myc (KALKAR; ROY, 1994 apud ANTUNES; ARAUJO,
2000).

Outros trabalhos demonstram que a circuma e curcumina inibem a peroxidagao li-
pidica, exercendo também importante atividade citotoxica, antioxidante e anti-inflamatoéria
(DEWITT et al., 2000). O potencial antioxidante de Curcuma longa L. foi verificado in vivo
e in vitro atuando, provavelmente, pelo sequestro de espécies reativas de oxigénio (KUN-
CHANDY; RAO, 1990).

No presente estudo, entretanto, foi constatado o potencial carcinogénico do extrato
aquoso de Curcuma longa L., na concentra¢iao de 5mg/ mL. Embora verificado tal potencial
os mecanismos pelos quais o referido extrato induziu o desenvolvimento de células tumo-
rais em Drosophila melanogaster nao sao exatamente claros.

De acordo com Ascher et al. (2005), a curcumina em altas doses em cultura celular
estimula a degradacdo da proteina p53, responsavel por evitar o crescimento de células
cancerosas ou por induzir a morte delas e, consequentemente, favorece o aparecimento do
tumor. Tal degradacgio ocorre em consequéncia da inibicao da enzima NQO1, que regula a
quantidade de proteina p53 existente na célula.

O gene p53, considerado como o "guardido do genoma", dentre todos aqueles reco-
nhecidamente envolvidos nos processos de carcinogénese, é o de maior importancia. Sendo
assim, a compreensao de aspectos da biologia molecular do cancer depende do entendi-
mento do funcionamento deste gene (FETT- CONTE; SALLES, 2002).

O p53 é um gene supressor tumoral, que codifica uma fosfoproteina nuclear que de-

sempenha um papel importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na indu-
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¢ao da apoptose. Em condicoes de stress, particularmente por inducio de dano no DNA, a
proteina p53 bloqueia o ciclo celular permitindo, dessa forma, o reparo do DNA ou promo-
vendo a apoptose. Estas funcoes sao efetuadas pela capacidade transcricional da proteina
P53 que ativa uma série de genes envolvidos na regulagao do ciclo celular. A forma mutada
da p53 é incapaz de controlar a proliferacao celular, resultando em reparo ineficiente do
DNA e na emergéncia de células geneticamente instaveis (cancerigenas) (CAVALCANTI JU-
NIOR et al., 2002). Da mesma forma, a degradacdo dessa proteina inibe a supressao tumo-
ral, favorecendo a sobrevivéncia de células cancerigenas e, consequentemente, favorecendo
a proliferacao do tumor (STIX, 2007).

Sendo assim, o potencial carcinogénico verificado no extrato aquoso de acafrao na
concentragdo de s5mg/mL, pode ser justificado em virtude da ocorréncia de uma possivel
degradacdo da proteina p53 que, nessa situacio, nao é capaz de realizar a supressao tumo-

ral.
5. Conclusao

O teste para a deteccao de clones de tumor em Drosophila melanogaster foi eficien-
te para identificar o potencial carcinogénico do extrato aquoso de acafrdo na concentracio
de 5mg/ mL.

A ctircuma e a curcumina sao, atualmente, os corantes alimenticios mais consumi-
dos, especialmente em nossa regiao, e também os corantes naturais mais estudados. Porém,
ainda ha grandes contradi¢des com relacdo aos efeitos destes corantes na carcinogénese.
Vérios estudos demonstram o potencial mutagénico, carcinogénico do acafrao, enquanto
varios outros demonstram atividade antimutagénica e anticarcinogénica. Sao necessarios,
portanto, novos estudos dessa natureza com a Curcuma longa L. e seus principios isolados,

utilizando diferentes metodologias e diferentes organismos testes.
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