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Efeito modulador da pimenta bode (Capsicum chinense) por meio do teste para deteccio de
tumores epiteliais em Drosophila melanogaster

Modulating effect of bonnet pepper (Capsicum chinense) through detection of epithelial tumors test
in Drosophila melanogaster

Hanne Saad Carrijo Tannous', Tamiris Alves Menezes Bernardes?, Priscila Capelari Orsolin®, Ph.D.

Objetivo: Analisar o efeito modulador do extrato da pimenta bode por meio do teste para deteccao
de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster. Métodos: O tratamento das larvas foi
realizado com trés concentragdes de extrato da pimenta bode, sendo elas 0,5%, 1% e 2%, utilizadas
isoladamente ou em associacao a doxorrubicina, além dos controles positivo e negativo. Resultados
e Conclusao: O teste para a detecgao de clones de tumores epiteliais em D. melanogaster permitiu
identificar a propriedade moduladora da pimenta bode sobre a acdo carcinogénica da DXR. Além
disso, foi observado efeito dose dependente em relagdo as redugdes nas frequéncias tumorais e as

concentragdes analisadas.
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Objective Analyze the modulating effect of bonnet pepper extract through detection of epithelial
tumors test (ETT) in Drosophila melanogaster. Method: The treatment of the larvae was done with
three concentrations of bonnet pepper extract isolated, being 0.5%, 1% and 2%. Results and
Conclusion: The test for the detection of clones of epithelial tumors in D. melanogaster allowed to
identify modulating property of bonnet pepper. Also, a dose-dependent effect was observed in relation

to the reductions in tumor frequencies and the analyzed concentrations.
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INTRODUCAO

Durante a vida ocorrem mortes celulares, tanto
por processos fisioldgicos, quanto por
processos patolégicos e, por isso, a
multiplicagdo celular ¢ essencial para que os
tecidos sejam repostos, a fim de manter sua
integridade e funcdo!. Portanto, ¢ preciso que
haja um equilibrio entre morte e renovacdo
celular. E necessario, também, que as células
se especializem de forma estrutural e
funcional. Portanto, esses dois processos sao
fundamentais para a manutencdio da
homeostase’.

O ciclo celular tem como finalidade a
duplicagdo do DNA e, consequentemente, a
divisdo celular e a proliferagdo. Por ser
composta por diversas fases e eventos
importantes, a regulacdo desse ciclo deve ser
altamente eficaz, sendo efetuada tanto por
sinais intrinsecos do genoma, quanto por sinais
externos®. Quando esses mecanismos de
controle e regulacdo ndo acorrem de forma
adequada, surgem as neoplasias. As células
tumorais, portanto, sdo originadas de células
normais que perderam o controle da
multiplicagdo e diferencia¢do, além de se
tornarem ndo responsivas aos sinais de
apoptose®.

O cancer ¢ considerado um grave problema de
satde publica tanto em paises desenvolvidos
como em paises em desenvolvimento, devido a

sua alta taxa de incidéncia, prevaléncia e
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mortalidade®. A mais recente estimativa
mundial, ano 2018, aponta que ocorreram no
mundo 18 milhdes de casos novos de cancer
(17 milhdes sem contar os casos de cancer de
pele ndo melanoma) e 9,6 milhdes de dObitos
(9,5 milhdes excluindo os canceres de pele ndo
melanoma). O cancer de pulmdo ¢ o mais
incidente no mundo (2,1 milhdes), seguido
pelo cancer de mama (2,1 milhdes), célon e
reto (1,8 milhdo) e prostata (1,3 milhdo) .
Vale ressaltar que dentre os fatores protetores
e causadores de cancer, alguns alimentos se
encaixam na linha causadora, contribuindo em
até 35% para o aparecimento desta doenca,
enquanto outros apresentam efeito protetor’.
Nos ultimos anos, tem-se estudado muito as
substancias anticarcinogénicas presentes em
diferentes alimentos e a maioria dos achados
levam aos fitoquimicos presentes nas frutas e
vegetais®.

Nesse contexto, acredita-se que a pimenta bode
esteja inclusa na categoria protetora’, mas
nenhum estudo foi realizado at¢é o momento
para comprovar esse efeito em Drosophila
melanogaster. Esta pimenta pertence ao
género Capsicum e a espécie Capsicum
chinense, sendo utilizada por grande parte da
populagdo brasileira em diversos campos, além
da culinaria!®.

Em pimentas, a pungéncia deve-se a presenca
de amidas chamadas capsaicinoides!!.
Segundo Rosa et al.'?, a atividade antioxidante

dos capsaicinoides inibe a peroxidacdo de
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lipidios, com desempenho semelhante ao
tocoferol (vitamina E), justificando o seu uso
como antioxidante natural.

Além desse efeito, de acordo com Leung!?, a
capsaicina, em a¢ao conjunta com o -caroteno
¢ as vitaminas A e C, atua na diminui¢ao dos
niveis de gorduras no sangue, possui agdo
expectorante, ajudando a descongestionar vias
respiratorias'®, além de possuir agdo anti-
inflamatoria'®.

A pimenta bode ¢ muito usada, principalmente
na regido Sudeste do Brasil. Pimentas do
género Capsicum tém em sua composicao oS
capsaicinoides em maior abundancia, os quais
sdo responsaveis pelas propriedades anti-
inflamatéria, antimutagénica e antitumoral, o
que se deve ao fato dessa substancia ser um
composto fendlico'®.

O ensaio genético utilizado no presente
trabalho foi desenvolvido usando a D.
melanogaster como organismo modelo. A D.
melanogaster ¢ um inseto com cerca de 3mm
de comprimento, conhecido popularmente
como mosca das frutas, por ficar ao redor de
frutas apodrecidas. E um  organismo
eucarionte, pertencente a ordem Diptera, com
2n=8 cromossomos, sendo 3 pares de
autossomos e 1 par sexual. Depois da
fertilizagdo, leva-se um dia até que o ovo
ecloda e saia a larva (no primeiro de trés
estagios), levando no total trés dias para
completar a fase larval e mais cinco dias para

se tornar um adulto fértil'”.
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Essa mosca foi introduzida no mundo da
genética em 1909, no laboratorio de Thomas
Hunt Morgan. Desde entdo, intensas pesquisas
a tornaram um dos eucariontes mais bem
compreendidos'®. Essa mosca possui relativa
homologia genética com o organismo humano
e, adicionalmente, um nimero significante de
genes estudados na mosca confirmou ser
homologo de genes supressores tumorais
humanos. Nesse contexto, a importancia da
Drosophila como organismo modelo para a
genética humana ¢ demonstrada pela
descoberta de que cerca de 60% dos genes
causadores de doengas em humanos, bem
como 70% dos genes do cancer, tém
contrapartes nessa mosca'®.

Pesquisadores que utilizam Drosophila em
seus experimentos defendem que ha fatores
indutores de tumor nesse inseto semelhantes ao
de células humanas. O controle do ciclo celular
também ¢ similar e envolve o gene wts, que €
homoélogo ao gene supressor de tumor em
humanos LATS1. Quando esse gene ¢ mutado,
surgem lesoes epiteliais visiveis, chamadas de
“verrugas” ou tumores, que se espalham por
todo o corpo da mosca adulta®®.

Diante do exposto, o presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo principal de
analisar o efeito modulador da pimenta bode
(C. chinense) por meio do teste para deteccdo
de tumores epiteliais (ETT) em D.

melanogaster.
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METODOLOGIA

AGENTES QUIMICOS

Pimenta bode

Foram preparadas trés concentragdes (0,5, 1%
e 2%) de extratos aquosos de capsaicinoides
(CAPS), cuja principal substancia ¢ a
capsaicina, nomeada pela ITUPAC (Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada)
como &-metil-N-vanilil-1-6-nonamida, com
formula molecular CisH27NO3 e  peso
molecular 305,42 g/mol.

A pimenta bode foi obtida comercialmente na
cidade de Patos de Minas, Minas Gerais, €
levada ao Laboratério de Quimica do Centro
Universitario de Patos de Minas, onde se
efetuou a preparacao dos extratos, seguindo o
protocolo descrito por Guimardes et al.?!. No
que concerne a preparagdo, os extratos foram
obtidos por meio de maceragao aquosa de fruto
inteiro, polpa e sementes. Foram triturados em
liquidificador 20 g do material vegetal (fruto,
polpa ou semente) e adicionados 1 litro de dgua
0Smose reversa.

A solugdo preparada permaneceu em repouso
e sob refrigeracdo por 24  horas.
Posteriormente, a solugdo foi filtrada e
armazenada em recipiente fechado, mantidos
sob refrigeracdo e ao abrigo da luz, até ser
utilizada. Essa solucao primaria correspondeu
a maior concentra¢do testada: 2%. A partir
dessa solugdo foram elaboradas as demais
concentracoes dos extratos (1% e 0,5%), por

diluicao em agua osmose reversa (ultrapura).
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Doxorrubicina

O agente indutor de tumor (controle positivo)
utilizado na presente pesquisa foi a
doxorrubicina, comercializada como
Adriblastina®. A mesma ¢ produzida pelo
laboratdrio Pfizer sob a forma de p6 liofilizado
injetavel de 50mg em embalagem contendo 1
frasco-ampola. Este composto foi utilizado na
concentracdo de 0,4 mM. A doxorrubicina
(DXR) pertence ao grupo das antraciclinas,
classe de antibidticos. E um composto
antitumoral empregado no tratamento de
diferentes tipos de cancer. Porém, seu uso
clinico ¢ limitado em fungdo de sua
cardiotoxicidade®>?3.

Alguns dos mecanismos propostos para
explicar a atuacdo das antraciclinas sobre as
células tumorais sdo: (1) a intercalagdo com a
molécula de DNA, levando a inibicdo do
processo de transcricdo; (2) geracdo de
espécies reativas de oxigénio, provocando
dano ao DNA ou peroxidacdo lipidica; (3)
formacdo de ligagdes cruzadas na cadeia do
DNA; (4) interferéncia com a abertura e
separac¢do das cadeias do DNA através de agdo
sobre a helicase; (5) efeitos diretos na
membrana celular, alterando sua
permeabilidade e fluidez; (6) dano ao DNA e
inducdo de apoptose por meio da inibi¢do da
topoisomerase 112%.

A redugdo dos danos induzidos pela DXR tem

sido demonstrada em varios estudos
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envolvendo sua associagdo com diferentes
agentes por meio de testes genéticos utilizando
a D. melanogaster*?®, organismo teste

empregado na realizagao da presente pesquisa.

TESTE PARA DETECCAO DE TUMORES
EPITELIAIS EM Drosophila melanogaster

Duas linhagens mutantes de D. melanogaster
(wts e mwh) portadoras dos marcadores
genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing
hairs (mwh, 3-03) foram manipuladas durante
os testes do presente trabalho. Os estoques
destas linhagens sao cultivados no Laboratorio
de Citogenética e Mutagénese do Centro
Universitario de Patos de Minas — UNIPAM,
mantidas em frascos de " de litro contendo
meio de cultura de D. melanogaster. Esse meio
¢ composto por 820 mL de agua; 25g de
fermento (Sacchoromyces cerevisae); 11 g de
agar; 156 g de banana e 1g de nipagin. As
linhagens sdao conservadas dentro de uma
incubadora com temperatura em torno de 25°C

e 60% de umidade.

Procedimento experimental

Para realizagdo do tratamento, machos
mwh/mwh e fémeas virgens wts/TM3,Sbl
foram colocados (simultaneamente) em
recipientes adequados para que o cruzamento
acontecesse e, posteriormente, houvesse a
postura de ovos e obtengdo de larvas
wts+/+mwh.  As  larvas

heterozigotas

descendentes desse cruzamento foram tratadas
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com S5SmL de cloridrato de doxorrubicina,
Adriblastina® (controle positivo), dgua
ultrapura (controle negativo) e com o extrato
aquoso de pimenta bode em trés diferentes
concentracoes (0,5%; 1% e 2%).

Sendo assim, as larvas de 3° estagio foram
recolhidas do meio de cultura e separadas,
inicialmente, em dois grupos: 50% das larvas
foram dispostas em tubos de ensaio contendo
1,5¢ de puré de batata instantaneo e sem
tempero  (meio  alternativo  para  D.
melanogaster) e extrato de pimenta bode nas
trés concentragdes testadas, isoladamente (sem
associagdo com o controle positivo). Além
disso, parte dessas larvas foi tratada com o
controle negativo. A outra metade das larvas
também foi disposta em tubos de ensaio,
porém contendo 1,5g de puré de batata e DXR
(concentragdao de 0,4 mM). Por sua vez, esse
grupo foi separado em dois subgrupos: metade
dos tubos foi disponibilizada para controle
positivo e a outra metade recebeu as trés
concentragdes separadas do extrato de pimenta
bode em sistema de cotratamento com a DXR
(essas concentragdes estavam, portanto, em
associagdo simultdnea com o controle
positivo).

Todos os tubos de ensaio foram vedados e
mantidos na incubadora a 25°+2°C e umidade
relativa de 60+3%, por aproximadamente uma
semana, periodo necessdrio para 0

desenvolvimento das larvas em moscas

adultas. Apos a metamorfose, as moscas
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adultas,  devidamente  separadas  por
concentracoes, foram coletadas e armazenadas
em frascos identificados contendo etanol a
70%. Posteriormente, foram selecionadas para
analise apenas as moscas que, em termos de
fenotipagem, caracterizam-se pela presenca de
tricomas finos e longos. Por ndo possuirem o
gene em estudo, as moscas com tricomas
grossos e curtos nao foram analisadas, sendo
descartadas.

As moscas foram analisadas individualmente,
com o auxilio de lupa estereoscopica e sobre
uma placa escavada contendo glicerina. Todos
os tumores nas regioes da cabega, olhos, asas,

corpo, pernas e halteres foram analisados e

contabilizados.

Andlise estatistica

As diferencas estatisticas reveladas pelas
frequéncias de tumores das trés concentragoes
testadas, além dos controles positivo e
negativo, foram calculadas utilizando o teste
U, de Mann-Whitney, empregando o nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Nos individuos tratados com extrato aquoso de

pimenta bode nas trés diferentes concentragdes

testadas (0,5%, 1% e 2%), as frequéncias de
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crescimento tumoral foram, respectivamente,
0,24; 0,16 ¢ 0,21

tumor/mosca. A frequéncia de tumores no
controle negativo, agua ultrapura, por sua vez,
foi 0,12 tumor/mosca (Tabela 1). Ao analisar
esses valores, observa-se que ndo houv e
diferenca  estatisticamente significativa
(»>0,05) entre as frequéncias obtidas nas
concentracdes de pimenta bode e o controle
negativo, o que reflete a auséncia de efeito
carcinogénico da pimenta bode.

Por outro lado, nos individuos tratados com o
extrato aquoso da pimenta bode nas
concentracgoes de 0,5%; 1% e 2%, associado a
DXR, as frequéncias tumorais foram,
respectivamente, 4,30; 3,27 e 1,66 tumores por
mosca. Nos individuos tratados apenas com o
controle positivo, DXR, a frequéncia foi de
7,42 tumores por mosca. Com isso, observa-se
uma reducdo, estatisticamente significativa
(»<0,05), nas frequéncias tumorais dos
individuos tratados com as trés concentragdes
de pimenta bode em relacdo a frequéncia de
tumores do controle positivo, o que evidencia
que a pimenta bode teve efeito modulador
sobre a agdo carcinogénica da DXR. Além
disso, € possivel perceber que esse efeito foi
dose dependente, ou seja, quanto maior a
concentracao de pimenta bode utilizada, maior
a modulacdo observada e, consequentemente,

maior redu¢do na frequéncia tumoral.

Tabela 1 - Frequéncia de tumores observados nos
descendentes  heterozigotos de  Drosophila
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melanogaster tratados com 4gua ultrapura, Surch, Lee e Lee?® também observaram efeito
doxorrubicina (DXR) e pimenta bode (PB) em trés . . N R
concentracdes aquosas isoladas e associadas a benéfico da capsaicina em relagdo ao cancer,
DXR.

orém especificamente na carcinogénese de
Diagnostico estatistico de acordo com o Teste Mann-Whitney. Nivel p p g

de significancia p = 0,05

* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).
** Valor considerado diferente do controle positivo (p < 0,05). L.
DXR, Doxorrubicina. os autores observaram que a capsaicina
PB, Pimenta bode.

pele. No que diz respeito a formagao de tumor,

melhorou a carcinogénese de pele em

Concen- Individuos Tumores encontrados Total Frequéncia
tracdes (moscas) O Cabes Asa Cop Pem Halie animais, quando administrada
Ioa o a simultaneamente com um agente
h .
indutor/promotor de tumor.
o
Embora os mecanismos envolvidos
Controle 200 0 8 4 11 0 2 25 0,12
Agua nessa acdo moduladora da pimenta
DXR 0,4 200 3 111 738 460 118 21 148 7,42% bOde nao tenham Sido diretamente
mM 7 5 . . .y
avaliados nessa pesquisa, hipoteses
PB 0,5% 200 1 12 3 30 1 2 49 0,24
PB 1% oo 1 4 s 19 1 2 m 0.16 podem ser levantadas para explicar os
PB 2% 200 2 6 6 20 8 0 & 021 resultados obtidos. Uma via que
PB 0,5% + 200 1 64 373 245 135 33 860 4,30%* . . e e~ ,
poderia explicar essa inibi¢do tumoral ¢
DXR 0
atividade apoptotica da pimenta bode.
PB 1% + 200 9 51 320 177 77 20 654 3,27%*
DXR Estudos in vitro demonstraram que a
PB 2%+ 20003 M1 T34 s 3383 1,66% capsaicina induz a apoptose de algumas
DXR

linhagens de células de cancer humano,

desempenhando um importante papel na
Diversos estudos mostraram efeitos benéficos
limitagdo da progressdo do cancer?.
da pimenta bode em relagdo a diferentes tipos ) ) )
Por meio das andlises de células leucémicas

1?7 observaram

de linhagens tumorais. Cao et a

cultivadas com capsaicina, observou-se, in
a acdo moduladora da capsaicina no cancer de i )

vitro, o bloqueio do crescimento dessas células
pulmao de ndo-pequenas células. Os referidos . .

através do aprisionamento do ciclo celular nas
autores verificaram que essa substancia induz ) .

. . fases G, e G;. E também, a capsaicina

a ativagdo autorregulatoria da p53-SMARI e a )

provocou a apoptose das células leucémicas
“down-regulation” do fator de crescimento

através do gene BAX (gene ativador de
endotelial vascular (VEGF). Esse fator ¢

apoptose). Em resposta ao sinal da capsaicina,
altamente importante no processo de ) ) )

esse gene ¢ induzido e transportado do citosol
angiogénese, o qual ¢ essencial para ) )

para a mitocondria, levando a célula com DNA
crescimento tumoral e metastase.

alterado a apoptose™’.
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Outro fator que pode estar relacionado com a
atividade modulatéria da pimenta bode ¢ a
presenca de compostos antioxidantes em sua
composi¢do, que conferem as pimentas
também agdo antimutagénica. Um estudo
verificou a propriedade modulatéria de outra
pimenta do género Capsicum, a Capsicum
annuum, por meio do SMART (Somatic
Mutation and Recombination Test), também
realizado em D. melanogaster. Os resultados
do referido estudo mostraram que a pimenta foi
efetiva em reduzir eventos mutacionais
induzidos por agentes pro-mutagénicos. Os
autores sugerem que a supressdo da ativagdo
ou interacdo metabdlica com os grupos ativos
de mutagénicos pode ser o mecanismo pelos
quais as pimentas Capsicum exercem sua acao
modulatoria®t,

Os antioxidantes fenolicos presentes na
pimenta bode sdo como sequestradores de
radicais livres e também podem agir como
quelantes de metais*’, atuando tanto na etapa
de iniciagdo, como na propagacao do processo
oxidativo. Os produtos intermediarios,
originados da agao destes antioxidantes, sao
relativamente  estdveis por causa da
ressonancia do anel aromatico contida nestas
substancias®!. Os compostos fendlicos e alguns
de seus derivados sdo, portanto, eficazes para
que ndo ocorra a oxidagdo lipidica. Porém,
devido a sua alta toxicidade para humanos,
poucos alimentos s3o permitidos®®. Os

capsaicinoides encontrados na espécie C.
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chinense sdo a capsaicina, a dihidrocapsaicina
e a nordihidrocapsaicina. A  primeira
corresponde ao principal composto por estar
presente em maior quantidade, seguida da

segunda e da terceira, respectivamente’2.

CONCLUSAO

O teste para a deteccao de clones de tumores
epiteliais em D. melanogaster permitiu
identificar a auséncia de carcinogenicidade e o
efeito modulador da pimenta bode sobre a acao
carcinogénica da DXR, como proposto nos
objetivos desta pesquisa. Sendo assim, ao
associar o extrato de pimenta bode com DXR,
nas trés concentracdes (0,5, 1 e 2 %), verificou-
se redugdo nas frequéncias tumorais em
comparagdo com a DXR isolada,
comprovando seu potencial modulador. Ainda,
vale ressaltar que foi observada resposta dose
dependente. Ou seja, quanto maior a
concentracdo de pimenta bode utilizada,

menores foram as frequéncias tumorais

observadas (nos tratamentos associados).
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