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Efeito anticarcinogénico dos flavonoides do tipo antocianina presentes em
amora-preta (rubus spp.), identificado por meio do teste para detecciio de clones

de tumores epiteliais (wts) em Drosophila melanogaster

Anticarcinogenic effect of anthocyanin type flavonoids found in blackberry (rubus spp.), identified

by the test for detection of epithelial tumor clones (wts) in Drosophila melanogaster
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Resumo

Introducio: A amora-preta (Rubus spp.), fruto pertencente a familia Rosacea, género Rubus, forma um
grupo diverso e bastante difundido, para o qual se estima existir entre 400 ¢ 500 espécies. Entre os
compostos abundantes na amora-preta encontram-se os flavonoides, especificamente da classe das
antocianinas, pigmentos vegetais responsaveis pela coloracao escura do pseudofruto. Nos tltimos anos o
interesse por esses pigmentos se intensificou, uma vez que pesquisas tém demonstrado que as
antocianinas sdo compostos bioativos e que possuem capacidade antioxidante, entre varios outros
efeitos farmacologicos. Objetivo: Avaliar o potencial anticarcinogénico da amora-preta por meio do
teste para deteccdo de clones de tumores epiteliais (wts) em Drosophila melanogaster. Método: Foram
preparadas trés solucdes aquosas de amora-preta, nas propor¢des de 25%, 50% e 100%. Nessas solucdes
foram cultivadas Drosophilas expostas anteriormente a doxorrubicina na concentragdo de 0,4 mM,
agente conhecidamente cancerigeno, também utilizado como controle positivo na presente pesquisa.
Para controle negativo foi utilizada agua de osmose reversa. O tratamento foi realizado com todas as
larvas descendentes do cruzamento de fémeas wWts/TM3 com machos mwh/mwh. Resultados: Os
resultados mostraram que a amora-preta apresenta potencial anticarcinogénico estatisticamente
significativo nas propor¢des de 50% e 100%, visto a diminuicdo da frequéncia de tumores nessas
propor¢des em relacao a frequéncia registrada no controle positivo. Conclusées: Concluimos, portanto,
que nestas condigdes experimentais, a solugdo aquosa de amora-preta apresenta efeito protetor em
relag@o a agdo carcinogénica da doxorrubicina em Drosophila melanogaster. Ressaltamos, entretanto, a
necessidade de novos estudos com maiores amostras e outros modelos experimentais para se chegar a
resultados mais conclusivos.
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Abstract

Introduction: The blackberry (Rubus spp.), a fruit belonging to the Rosacea family, Rubus genus,
composes a diverse and widespread group, in which is estimated the existence of 400 to 500
species. Among the copious compounds in the blackberry are the flavonoids, specifically of the
class of anthocyanins, plant pigments responsible for the dark coloring of the fruit. In recent years,
interest in these pigments has intensified, seeing that research has shown that anthocyanins are
bioactive compounds and have antioxidant capacity, among several other pharmacological effects.
Objective: To evaluate blackberry’s anticarcinogenic potential, through the test for detection of
epithelial tumor clones (wts) in Drosophila melanogaster. Method: Three aqueous solutions of
blackberry were prepared in the proportions 25%, 50% and 100%. In these solutions were cultivated
Drosophilas previously exposed to doxorubicin at a 0.4 mM concentration, admittedly carcinogenic
agent, which was also used for positive control in the present research. For negative control reverse
osmosis water was used. The treatment was performed on all larvae descendant of the crossing of
females wts/TM3 with males mwh/mwh. Results: The results showed that blackberry has an
anticarcinogenic potential statistically significant in the proportions of 50% and 100%, considering
the decrease in tumor frequency in these proportions in relation to the frequency registered in the
positive control group. Conclusions: We conclude that, under these experimental conditions, the
aqueous solution of blackberry has a protective effect against the carcinogenic action of
doxorubicin in Drosophila melanogaster. We emphasize, however, the need for new studies with
larger samples and other experimental models to achieve more conclusive results.

Keywords: Rubus, Drosophila melanogaster, antineoplastic agents.

Introducio

A busca ¢ o uso de plantas com
propriedades terapéuticas ¢ uma atividade que
vem de geracdo a geracdo, descrita com o
intuito de preservar a tradigdo milenar e
atestada em vérios tratados de fitoterapia.'
Apesar da cultura do medicamento como fator
determinante no tratamento, segundo Argenta
et al.?, as plantas sdo usadas como o Unico
recurso terapéutico de uma parcela da

populagdo brasileira e de mais de 2/3 da
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populacdao do planeta. Diversos estudos tém
relatado a importancia de pigmentos naturais
que exercem efeito protetor e/ou inibidor de
doencas degenerativas.?

Os flavonoides da classe antocianinas
sdo pigmentos vegetais responsaveis pelas
cores laranja, azul, roxa e tonalidades de
vermelho e violeta encontrada em flores,
frutos, folhas, caules e tubérculos de plantas.

Plantas medicinais e condimentares que

contém flavonoides sdo usadas ha milhares de
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anos na medicina oriental.* Para Kihkonen e
Heionen,” nos 0ltimos anos, o interesse por
esses pigmentos se intensificou, uma vez que
pesquisas  tétm  demonstrado que as
antocianinas e suas respectivas agliconas sdo
compostos  bioativos e que possuem
capacidade antioxidante, entre varios outros
efeitos farmacologicos.

A amora-preta (Rubus spp.) pertence a
familia Rosaceae, género Rubus e forma um
grupo diverso e bastante difundido, para o
qual se estima existir entre 400 a 500
espécies.® Alguns estudos ja foram realizados
para testar a atividade anticarcinogénica da
utilizando

amora-preta. Em  pesquisas

linhagens de células cancerigenas humanas, a
amora-preta apresentou valores promissores.’

Trata-se de um pequeno pseudofruto
de clima temperado, possui coloragdo
variando do vermelho ptrpura ao azul, devido
ao elevado teor de antocianinas.’ E uma
planta rdstica que apresenta baixo custo de
producdo, facilidade de manejo, requer pouca
utilizagdo de defensivos agricolas, sendo, por
1sso, uma alternativa promissora para cultivo
na agricultura familiar.®

A ingestdo de amora-preta pode,
também, atenuar  processos  cerebrais
degenerativos. Os metabolitos da sua digestao
protegem células neurobléasticas da morte
induzida por HP2 em niveis baixos e ndo
toxicos, proximos das concentragdes séricas

normalmente encontradas.’ Devido a estrutura
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fragil da Rubus e sua alta atividade
respiratéria, a vida pos colheita ¢
relativamente curta. Por isso, a importancia de
sua  utilizacdo também nas  formas
industrializadas, como geleias, sucos, sorvetes
e polpas.!®!18

As moscas-das-frutas do género
Drosophila se enquadram na familia
Drosophilidae, ordem Diptera, classe Insecta.
O género vem sendo utilizado em estudos de
genética desde 1906, quando foi eleito como
animal experimental para pesquisas nessa
area. ApoOs isso, iniciaram-se experimentos de
ligagdo realizados por Morgan'> com
Drosophila melanogaster, principalmente
devido a facil detec¢ao de varios mutantes.
Desde entdo, diversos trabalhos tém sido
realizados com vérias das cerca de 2.500
espécies conhecidas de Drosophila.'?

Em estudos com células JB6 (células
da epiderme de ratos) pré-tratadas com
cianidina-3-glicosideo, proveniente da amora-
preta, houve inibi¢do da ativagdo e expressao
de diversas enzimas (como as enzimas
kinases) e fatores envolvidos no processo de
formagdo do cancer de pele pela acdo de raios
UV-B. O mesmo composto também inibiu a
proliferacdo celular da linhagem A549 de
cancer de pulmio.'* Entretanto, até o presente
momento, ndo existem estudos destinados a
avaliagdo do potencial anticarcinogénico ou
carcinogénico da amora-preta em Drosophila

melanogaster.
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As neoplasias malignas constituem-se
a segunda causa de morte na populacao desde
2003, representando aproximadamente 17%
dos 6bitos de causa conhecida, notificados no
Sistema de Informacdes Sobre Mortalidade. '
Segundo Santos e Cruz (2001),'® a terapia
nutricional com antioxidantes concomitante a
administracdo de drogas antineoplasicas
apresenta varios beneficios ao tratamento de
pacientes oncoldgicos. A oferta de vitaminas
antioxidantes como a A, E e C associada a
essas drogas resulta em menores -efeitos
colaterais e permite que a continuidade do
tratamento empregado ndo seja prejudicada,
pois a toxicidade causada pelas drogas
antineoplasicas ¢ fator limitante desta terapia.

Diante do exposto, este estudo
objetivou avaliar o efeito anticarcinogénico da
amora-preta (Rubus spp.), por meio do teste
para deteccao de clones de tumores epiteliais
(warts) em  Drosophila  melanogaster,
observando a frequéncia de clones de tumores

manifestados nesse organismo.

Métodos
Agente quimico: Doxorrubicina — DXR

Como agente indutor de tumor e
controle positivo foi utilizada a DXR,
comercializada como Adriblastina®. A
mesma ¢ produzida pelo laboratorio Pfizer
sob a forma de po liofilizado injetdvel de
50mg em embalagem contendo 1 frasco-

ampola (Farmacéutico responsavel José
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Claudio Bumerad. CRF-SP n° 437146).!7 O

referidlo  composto  foi utilizado na
concentragdo de 0,4 mM, utilizando agua
osmose reversa como solvente para

preparagdo.!'®

Teste para deteccdo de tumores epiteliais em
Drosophila melanogaster

Para realizacdo 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, (3-03). A
linhagem wts foi fornecida pelo Bloomington
Drosophila Stock Center, da Universidade de
Indiana nos Estados Unidos (USA), registrado
sob o numero: Bloomington/7052. Ja a
linhagem mwh/mwh foi cedida pelo Dr. Ulrich
Graf (Physiology and Animal Husbandry,
Institute of Animal Science, ETH Zurich,
Schwerzenbach, Switzerland).

Os estoques destas linhagens sdo
cultivados no Laboratério de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos
de Minas — UNIPAM, mantidas em frascos de
Ya de litro contendo meio de cultura de D.
melanogaster. Esse meio ¢ composto por 820
mL de agua; 25g de fermento; 11 g de agar;
156 g de banana e 1g de nipagin. As
linhagens sdo conservadas dentro de uma
incubadora B.O.D. 411 D, a uma temperatura

em torno de 25° C e 60% de umidade.'®
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Cruzamento e coleta de ovos

Para a realizagdo dos cruzamentos, os
machos e as fémeas foram acondicionados em
frascos contendo meio de cultura proprio para
postura, onde as fémeas depositaram seus
ovos (apoOs acasalamento). Para obtencdo de
larvas heterozigotas de 72 horas (wts +/+
mwh) foi realizado o cruzamento entre fémeas
virgens Wts/TM3, Sb1 com machos mwh/mwh.
As larvas descendentes deste cruzamento
foram tratadas com amora-preta em trés
diferentes concentracdes: 25%; 50% e 100%.
As concentracdes foram preparadas a partir da
polpa congelada vendida comercialmente.
Considerou-se a polpa pura como a
concentracdo maxima (100%) e foram
realizadas diluicbes com d4gua de osmose
reversa a fim de se formar solugdes com
concentragoes de 50% e 25%.

A coleta dos ovos descendentes dos
cruzamentos entre fémeas virgens wis/TM3,
Sb1l com machos mwh/mwh, ocorreu durante
um periodo de 8 horas, em frascos contendo
meio de cultura proprio para postura, uma
base solida de agar e uma camada de fermento

biologico suplementado com sacarose. '8

Tratamento

Larvas de 3° estagio foram submetidas
a um tratamento cronico, por um periodo de,
aproximadamente, 48 horas (quando sobem as
paredes dos frascos). Estas larvas foram

colocadas em frascos de vidro contendo 1,5 g
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de puré de batatas (meio alternativo para
Drosophila melanogaster) e 5 mL de amora-
preta nas trés diferentes concentracdes
testadas, controle positivo e controle negativo.
Para controle positivo foi utilizada a DXR
(0,4 mM) e, para controle negativo, dgua de
osmose reversa.'®

Metade das larvas foi submetida a um
esquema de cotratamento  (tratamento
associado e simultdneo) com a DXR e as
diferentes concentracdes de amora-preta
testadas, visando identificar o efeito na

reducdo de danos induzidos pela DXR.

Analise das moscas

ApoOs o tratamento, todas as moscas
foram coletadas e armazenadas em frascos
devidamente identificados, contendo etanol a
70%. Posteriormente, elas foram colocadas
em placa escavada contendo glicerina e
analisadas numa lupa estereoscOpica para
visualizacdo e contagem da presenca de
tumores, com auxilio de um pincel para
manusear as moscas, de acordo com a
descricdo de Justice et al."’

Embora todas as moscas tenham sido
coletadas, somente as moscas adultas de pelos
longos e finos, portadoras do balanceador
cromossomico (TM3, Sbl), foram analisadas.
As moscas adultas que apresentaram pelos
curtos e grossos foram descartadas, uma vez

que ndo possuiam o gene em estudo.
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Para registrar a frequéncia de tumores
foi utilizada uma planilha padrdo, que separa
quantitativamente a incidéncia de tumores nas
regides do olho, cabeca, asa, corpo, perna,
halteres e o total por mosca, em cada

concentragdo testada.

Analise estatistica

As diferencas estatisticas, entre as
frequéncias de tumores das concentragdes
testadas e os controles foram calculadas
utilizando o teste U, ndo paramétrico, de
Mann-Whitney, empregando o nivel de

significancia < 0,05.%°

Resultados e discussao

Os resultados encontrados
demonstram efeito anticarcinogénico
significativo nas concentragdes de amora
100% e 50%. Na concentracao de 25% houve
reducdo do numero de tumores, no entanto a
diferenca nao foi estatisticamente
significativa. Na concentragdo 100% houve
uma reduc¢do ainda maior de tumores quando
comparado ao controle positivo, o que reflete
que o efeito ¢ dose dependente. A frequéncia
de tumores de acordo com as concentragdes
pode ser observada na Tabela 1.

No controle negativo, onde agua de
osmose reversa foi utilizada, observa-se uma
frequéncia de 0,19 tumores por mosca. Essa

pequena inducdo pode ser explicada pela

predisposicdo genética que as moscas tém de
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desenvolver tumores. No controle positivo
foi utilizado DXR, em que foi observada
frequéncia de 0,90 tumores por mosca,
constatando a diferenca significativa do
controle positivo em relagdo ao negativo de
acordo com o Teste de Mann-Whitney, com
nivel de significancia acima de 5%.

As moscas que nao foram submetidas
ao cotratamento com DXR, mas foram
expostas a solucdo de amora (isoladamente),
nas concentragoes de 25%, 50% e 100%,
apresentaram frequéncias de 0,17, 0,12 ¢ 0,21
tumores por mosca, respectivamente. Este
resultado aponta que a amora-preta, quando
comparada ao controle negativo, ndo induziu
uma quantidade de tumores, estatisticamente
significativa, para ser considerada
carcinogénica.

No tratamento associado (amora-preta
+ DXR) observaram-se frequéncias de
tumores de 0,55; 0,38; 0,23 nas concentragdes
de 25%, 50% e 100%, respectivamente. Pode-
se observar que os valores sdo menores em
comparagao ao controle positivo,
principalmente nas concentracdes de 50% e
100%, onde os valores foram considerados
significativos. Na concentragdo de 25%,
apesar de notar-se uma reducdo no niamero de
tumores por mosca, esse valor ndo foi
estatisticamente significativo. Tais resultados
evidenciam que a amora-preta reduziu danos

induzidos pela DXR em células de D.

melanogaster.

10
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Tabela 1 - Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster, heterozigota
para o gene supressor de tumor Wts, tratada com doxorrubicina (controle positivo), 4gua osmose

reversa (controle negativo) e diferentes concentragdes de amora-preta.

Tratamentos Numero de tumores analisados

Amora DXR Numerode Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total Frequéncia (N°

(%) (MM moscas de tumores/
) analisadas mosca)

0 0 200 6 2 8 17 5 0 38 0,19

0 0,4 200 3 11 98 39 28 1 180 0,90 *
25 0 200 1 1 16 11 4 0 33 0,17 ns*
50 0 200 0 7 1 4 12 0 24 0,12 ns*
100 0 200 0 3 7 20 11 0 41 0,21 ns*
25 0,4 200 0 9 51 31 18 0 109 0,55 ns**
50 0,4 200 1 5 23 28 19 0 76 0,38 **
100 0,4 200 1 3 24 13 5 0 46 0,23 **

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).

ns*, valores considerados ndo significativos, quando comparados com o controle negativo.
ns**, valores considerados nao significativos, quando comparados com o controle positivo.

DXR, doxorrubicina.

A DXR tem seu mecanismo de acdo diretamente  avaliados nesta  pesquisa,
baseado na intercalagdo com a molécula de acredita-se que possam estar associados ao
DNA (causando ruptura de filamento unico e efeito antioxidante das antocianinas presentes
filamentos duplos), bem como pela producao nesse pseudofruto. Segundo Prior (2003),% as
de radicais livres de semiquinona e oxigénio antocianinas possuem uma estrutura quimica
altamente reativos e toxicos.?! adequada para a acdo antioxidante, sendo

Embora os mecanismos pelos quais a capazes de doar elétrons ou &atomos de
amora-preta reduziu danos ao DNA, hidrogénio para radicais livres, neutralizando
induzidos pela DXR, ndo tenham sido essas substancias danosas ao organismo.

11
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Estudos mostram que o consumo de frutas e
hortalicas ricas em compostos bioativos
podem prevenir varios tipos de doengas
cronicas nio transmissiveis.

Os resultados obtidos na presente
pesquisa, evidenciando efeito
anticarcinogénico da amora-preta, corroboram
com resultados obtidos em outros estudos
envolvendo organismos teste e procedimentos
experimentais diferentes. Ding et al. (2006)'*
ao avaliarem a atividade anticarcinogénica in
vivo da amora-preta, observaram que a
antocianina cianidina-3-glicosideo,
proveniente desse pseudofruto, reduz o
numero de tumores malignos e nao malignos
na pele de ratos, previamente tratados para
desenvolver tais tumores. Esse composto
também, em ratos desprovidos de pelos,
reduziu o tamanho desses tumores e inibiu
metastases e a invasdao de novos tecidos.

Os extratos de amora-preta apresentam
um grande potencial na prevengdo e combate
ao cancer, ¢ ja foi demonstrada supressdo
significativa da mutagénese induzida por
(UV-C) em Salmonella

typhimurium?*. Algumas fracdes do extrato de

ultravioleta-C

amora-preta tém, também, a capacidade de
inibir a enzima hialuronidase e, quando
comparadas com aspirina, demonstra efeitos
.. ;. . . 25
anti-inflamatorios mais pronunciados.

Segundo Vizzotto,??

0 extrato aquoso
de amora-preta inibe a atividade de enzimas

metaloproteinases, podendo, assim, interferir

2238-5339 © Rev Med Saude Brasilia 2017; 6(1):5-14

na etapa de progressao do céncer, haja vista
que a expressdo andmala dessas enzimas
contribui para metastases de cancer, servindo

como um mecanismo para invasao tecidual.

Conclusao

Nas presentes condi¢des experimentais
o extrato da polpa de amora-preta (Rubus
spp.) apresentou efeito protetor em relagdo a
acdo carcinogénica da doxorrubicina em D.
melanogaster, uma vez que houve reducao
significativa na frequéncia de tumores nos
individuos cotratados com amora-preta e
doxorrubicina.

Ressalta-se a necessidade de novos
estudos com maiores amostras € outros
modelos experimentais para se chegar a

resultados mais robustos.
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