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RESUMO: A roma (Punica granatum L.), infrutescéncia da romézeira, tem recebido
novos olhares da comunidade cientifica, gracas as atividades farmacoldgicas que tem
demonstrado nas ultimas duas décadas. Destas, destaca-se a atividade antitumoral, j&
demonstrada por diversos autores em diferentes tipos de células cancerigenas, por
meio de mecanismos pré-apoptéticos, antiproliferativos, antiangiogénicos, entre outros.
Com isso, tem-se 0 uso da roma como promissor na terapia de diversos tipos tumorais,
0 que é de extrema relevancia, frente ao cenario atual em que se encontra o cancer. O
cancer de mama € a neoplasia que se desenvolve no tecido maméario, a partir da
divisdo descontrolada das células locais. O melhor prognostico da doenca esta
associado a deteccao tumoral precoce e ao tratamento eficaz. A roma tem demonstrado
potencialidade terapéutica tanto para a prevencao quanto para o tratamento do cancer
de mama, algo a ser explorado e aproveitado, de modo a se trazer significativas

melhorias terapéuticas.

Palavras-chave: roma; cancer; prevencao; tratamento.

ABSTRACT: The pomegranate (Punica granatum L.), infructescence of the
pomegranate tree, has received new glances from the scientific community thanks to the
pharmacological activities that it has demonstrated in the last two decades. Of these, we
highlight the antitumor activity, already revealed by several authors in different types of
cancer cells, through pro-apoptotic, antiproliferative and antiangiogenic mechanisms,
among others. Said so, the use of pomegranate appears promising in the therapy of
several tumor types, something extremely relevant, taking into account the current
scenario in which cancer is found. Breast cancer is the neoplasm that develops in the
breast tissue, from the uncontrolled division of the local cells. The best prognosis of the
disease is associated with early tumor detection and effective treatment. The
pomegranate has demonstrated therapeutic potential for both prevention and treatment
of breast cancer, something to be explored and harnessed in order to bring significant

therapeutic improvements.

Keywords: pomegranate; cancer; prevention; treatment.
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1. INTRODUCAO

O ser humano sempre soube o que lhe é saudavel e o que nédo lhe é. Optar por
alimentos frescos, por verduras e frutas, ao lugar de alimentos industrializados e
demasiadamente processados, é sabidamente uma forma mais saudavel de se
alimentar (1). O grupo de pessoas que reconhece tais habitos e os faz valer em sua
vida é a cada dia maior, priorizando alimentos e terapias que tragam ao corpo um bem
estar a longo prazo, que tratem a origem de seus sintomas, ou que cuidem para que 0
corpo néo adoecga. Os imensos danos que praticas contrarias a estas vém trazendo a
saude humana sado evidentes. Sdo tantas as complicacbes que acometem a
sociedade atual, e tantas as doencas que tem a dieta e o estilo de vida como fortes
fatores de desencadeamento patoldgico. Destas, destaca-se o cancer (2).

Mundialmente, o céncer representa a segunda causa de morte, com uma
incidéncia que tende apenas a crescer. Considerando-se a populacao feminina, tem-
se o0 cancer de mama como o tipo de cancer de maior incidéncia e mortalidade (3).
Configura uma neoplasia que se desenvolve no tecido mamario, quando as células
locais entram em um processo de divisdo descontrolada, como resultado de
alteracdoes genéticas a elas associadas (4). A deteccdo precoce € o fator que
possibilita 0 melhor prognéstico para a doenca. No Brasil, no entanto, 60% dos casos
das neoplasias de mama sao diagnosticadas tardiamente. Como segundo fator de
sobrevida da doenca, tem-se o tratamento eficaz (5). Com base nesse cenario, faz-se
urgente a necessidade de se explorar novos agentes farmacoldgicos, que tragam
melhores perspectivas tanto na prevencdo e no tratamento da doenca, quanto na
gualidade de vida do doente.

Um agente terapéutico considerado ideal é aquele de carater atéxico as células
saudaveis, efetivo contra as células doentes e economicamente acessivel. Os agentes
guimioterapicos tradicionalmente usados no combate do céncer, ndo atendem

perfeitamente a esses critérios. A comecar, tem um custo significativamente elevado



(6), o que limita 0 acesso da populagcdo como um todo ao tratamento. Ainda mais
grave que isso é o fato de serem farmacos extremamente toxicos ao organismo como
um todo, carregando consigo multiplos efeitos colaterais, que debilitam ainda mais o
paciente, ja comprometido (7). As mesmas consideracfes valem para 0s agentes
quimiopreventivos utilizados no ambito do cancer, que também costumam ser de
elevado custo e toxicidade.

Desta forma, justifica-se a crescente busca por novas alternativas para o
tratamento oncolégico. Sendo cada vez maior 0 consenso e mais estabelecida a
relacdo entre uma dieta saudavel e a menor suscetibilidade ao cancer, tem crescido o
interesse cientifico sobre os produtos alimentares (8). Neste ambito, o reino vegetal
tem ganhado destaque, tendo muito a oferecer. S&o muitas as plantas que ja tiveram
atividade terapéutica demonstrada contra o cancer, e provavelmente tantas outras que
poderiam ser excelentes para tal, mas que ndo sdo conhecidas pelo homem ou
estudadas. Daquelas que ja se tem conhecimento, a roma € um exemplo.

De uso alimentar e medicinal milenar, a roma recebeu significativa atencdo da
comunidade cientifica desde o inicio do século atual. Com inumeros estudos
realizados e artigos publicados, a sua notavel atividade antitumoral tem sido
demonstrada em diferentes linhagens de células cancerigenas, mostrando-se,
portanto, promissora frente a diversos tipos de cancer (9, 10, 11, 12, 13). Como
mecanismos antitumorais da roma evidenciados, tém-se o0s pro-apoptoéticos (14),
antiproliferativos, anti-invasivos, antiestrogénicos (15), antiangiogénicos (16), entre
outros. De tal modo, o fruto tem demonstrado atividade tanto para a prevencao quanto
para o tratamento oncoldgico, 0 que rende imensa importancia aos estudos com ele
realizados. Neste cenario, 0 presente trabalho tem foco no cancer de mama,
explorando os beneficios e avangos que o uso da roma pode trazer para a sua

terapia.

2. OBJETIVOS

Busca-se aqui reunir e esclarecer as investigacfes feitas a respeito da
atividade antitumoral da roma, com foco no seu potencial na prevencdo e no

tratamento do cancer de mama. O objetivo é o de dar um novo enfoque ao tema, na



perspectiva de se mostrar sua relevancia e, assim, instigar a continuidade de seus
estudos. Os principais pontos explorados sé&o:
e Compreensdo da atividade terapéutica da roma (principios ativos e mecanismos
de acao);
e Toxicidade da romé;
e Interacdes medicamentosas da roma;

e Cenario geral do cancer de mama e de sua terapia.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Estratégias de pesquisa

A metodologia explorada para a realizacdo desse trabalho foi a pesquisa
bibliografica, a qual permitiu 0 acesso a materiais cientificos pertinentes ao tema, de
forma a se reunir as diversas evidéncias existentes na literatura a respeito da

atividade antitumoral da roma, para a revisao e esclarecimento destas.

3.2. Critérios de inclusao

Foram consideradas apenas publicacdes feitas a partir do ano 2000, periodo no

gual os estudos sobre a atividade da roma tomaram maior destaque.

3.3. Critérios de exclusao

Nado foram considerados artigos que nao nos idiomas portugués, inglés,

espanhol e italiano, nem artigos de data anterior ao periodo estabelecido.

3.4. Coleta e analise dos dados

Foram feitas buscas em bases de dados como PubMed, Medline, Elsevier,
SciELO e LILACS, priorizando-se sempre as publicacbes atuais e cientificamente
validadas. Com a pesquisa bibliografica realizada e com os dados coletados a partir
desta, torna-se possivel a analise criteriosa das informacdes levantadas, buscando-se

chegar a discussdes relevantes e conclusdes significativas.



4. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO
4.1.CANCER

O céancer é a neoplasia que se desenvolve a partir do processo de divisao
descontrolada das células, como resultado do acumulo de alteracdes genéticas e
epigenéticas a elas associadas. Tais alterac6es levam uma célula normal a se tornar
uma célula dita maligna, definida por caracteristicas tais quais autossuficiéncia em
relacdo a sinais de crescimento, insensibilidade a sinais inibitérios de crescimento,
habilidade de evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, capacidade
antigénica, invasiva e metastatica (17).

4.1.1. Fisiopatologia

Apesar das diferentes manifestagbes clinicas existentes, observam-se
comportamentos comuns as células cancerigenas, que dizem respeito a
caracteristicas fundamentais do cancer, conforme explicado a seguir.

Capacidade Proliferativa Sustentada — diferentemente da homeostasia tida em

tecidos saudaveis, onde se verifica um controle normal do crescimento e da diviséo
celular, células cancerigenas possuem a capacidade de desregular os sinais que
mantém tais processos. Espera-se assim maior producdo de sinais de proliferacéo,
elevacao de receptores de fatores de crescimento, ou mesmo ativacao constitutiva de
componentes da via de sinalizacéo destes fatores de crescimento (18).

Escape dos Mecanismos de Supressdo da Proliferacdo — os mecanismos que

impedem uma célula normal de manter-se continuamente no estado proliferativo séo
regulados, principalmente, por genes como o de supressao tumoral p53 (TP53), e 0
do retinoblastoma (RB). Estes, percebendo sinais intra e extracelulares, decidem a
progressdo ou interrupcdo do ciclo celular. Escapando desta regulacdo, a célula

cancerigena se mantém proliferativa (19).

Resisténcia_a Morte Celular — para que um tumor progrida, as células

cancerigenas devem ser capazes de contornar 0s mecanismos apoptoticos, dos quais
se pode citar novamente a atuacdo de TP53, envolvido na percepcédo de danos no
DNA, ao que responde induzindo a apoptose. No cancer, pode-se observar a perda da

funcionalidade do gene TP53 em muitos casos. Outras estratégias utilizadas pelas
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células cancerigenas sdo a maior expressao de reguladores antiapoptéticos, como a
familia Bcl-2, e a menor expresséo de fatores proapoptoéticos, como as proteinas Bax
e Bak. As proteinas da familia Bcl-2 atuam como inibidoras apoptéticas, pela
supressao das proteinas Bax e Bak.

Potencial Replicativo Infinito — uma célula saudavel possui um ndmero limitado

de ciclos de divisdo. O mecanismo envolvido com a perda da capacidade de divisao
celular é o encurtamento dos teldbmeros, um processo natural das células normais.
Contornando este processo, tem-se a enzima telomerase, a qual se encontra
expressa significativamente em células cancerigenas. A telomerase age adicionando
segmentos aos telémeros, ou seja, contra o encurtamento destes (20), possibilitando
assim a proliferacao ilimitada.

Estimulo_a Angiogénese — a angiogénese corresponde ao crescimento de

Nnovos vasos sanguineos a partir de vasos ja existentes. Tal processo € de
fundamental importancia no quadro do cancer, para que o tecido tumoral seja irrigado
para o seu crescimento. A angiogénese encontra-se continuamente ativada no cancer,
sustentada pela regulacdo positiva dos fatores de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e de crescimento fibroblastico (FGF) (21).

Capacidade Invasiva e Metastética — dentre as diferentes alteragbes que uma

célula cancerigena apresenta, tém-se as modificacdes na sua capacidade adesiva
frente as outas células e a matriz extracelular. Em grande parte dos processos
tumorais, a menor expressdo da molécula de E-caderina faz com que as células
cancerigenas percam a juncdo que tem entre si e, com isso, a organizacdo na sua
forma de agrupamento. As células tendem entdo a sair do estado de quiescéncia,
desenvolvendo potencial invasivo e metastatico (22). Ainda, moléculas de carater pro-
inflamatorio e pré-migratério encontram-se com uma expressao elevada no quadro

cancerigeno.

4.1.2. Cancer de Mama

O cancer de mama refere-se ao tipo de cancer que se origina em células do
tecido mamario, englobando diversas doencas de comportamentos préprios, levando

a manifestacdes clinicas e morfoldgicas heterogéneas. A principal manifestacdo da
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doenca é o surgimento de nédulos em 90% dos casos, localizados nas mamas, axilas
ou mesmo na regido do pescoco, sendo fixos, endurecidos e, em geral, indolores.
Existe a possibilidade de surgimento de alteracbes da pele da mama, a qual pode
assumir aparéncia avermelhada, enrugada e retraida. Pode ocorrer a liberacao

espontaneamente de liquidos do mamilo, que pode também ter seu bico alterado (23).

4.1.3. Magnitude

O céncer mais incidente nas mulheres brasileiras, sem considerar-se o cancer
de pele ndo melanoma, é o de mama. No Brasil, 28% dos novos casos de cancer sao
relativos ao cancer de mama. Destes, apenas 1% diz respeito ao cancer de mama
masculino (24). Estima-se para o ano de 2018 cerca de 600.000 novos casos de

cancer, dos quais 59.700 séo representados pelo cancer de mama feminino (25).

FIGURA 1 - Estimativa para o ano de 2018 das taxas de incidéncia brutas e ajustadas por 100 mil
habitantes e do nUmero de novos casos de cancer no Brasil, por sexo e localizacdo primaria da neoplasia

Estimativa dos Casos Novos

Localizacao Primaria da

Neoplasia Maligna Capitais Capitais

Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa

Bruta Ajust. Bruta Bruta Ajust. Bruta
: - : - : - 59.700 56,33 | 51,29  19.920 80,33 | 63,98
LEHEEREGMEHELAUEILGERES 300.140 | 290,86 - 69.430 312,52 - 282.450 266,47 - 78.680 31747 -

FONTE: INCA, Estimativas 2018, incidéncias de cancer no Brasil

Globalmente, observa-se uma maior incidéncia do cancer de mama em paises
desenvolvidos em relacdo aos demais (26). Tal efeito pode ser relacionado ao estilo
de vida e a histéria reprodutiva mais comumente tido pela populacdo feminina de
paises desenvolvidos, 0s quais tendem a se aproximar dos fatores de risco para a

doenca, como apresentado adiante.

FIGURA 2 - Estimativa da incidéncia Global do Cancer de Mama segundo IDH, em 2012
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Low HDI
147 415 (8.8%)

High HDI

281 687 (16.9%
Very high HDI
747 203 (44.7%)

Medium HDI
493 B0V (29.6%)

Total : 1 670 112

FONTE: GLOBOCAN, 2012 - IARC/WHO

FIGURA 3 - Incidéncia Global do Cancer de Mama

W =654
46.2-654
34.0-46.2
24.2-340
=242

B Mot applicable
No data

FONTE: GLOBOCAN, 2012 - IARC/WHO

4.1.4. Fatores de Risco

Os fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de mama sao muitos,
sendo que 0s mais estabelecidos e aceitos sao:

Idade — o envelhecimento esta diretamente relacionado ao maior risco para o
cancer, em todas as suas formas, o que é explicado especialmente pelo acumulo de
alteracdes genéticas no individuo (27).

Fatores endocrinos — a elevada exposi¢céo simultanea aos horménios estrogeno

e progesterona € tida como fator de risco para o desenvolvimento de céancer de
mama, e estd relacionada a uma historia reprodutiva de menarca precoce,
menopausa tardia e ciclo menstrual curto, assim como a uma prolongada terapia de

reposicdo hormonal. Tais eventos estdo, portanto, também relacionados ao maior
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risco de desenvolvimento da doencga, assim como uma primeira gravidez tardia. J& um
histérico de multiplas gestacdes e o ato de amamentar sao fatores de protecéo contra
a patologia (28).

Fatores comportamentais e ambientais — o ganho de peso na fase pés-

menopausa é tido como fator de risco para o cancer de mama, incluindo, em especial,
0 acumulo de gordura corporal. Também a ingestdo excessiva de bebida alcodlica é
um fator de risco, enquanto que a pratica de atividades fisicas constitui um fator de
protecdo contra a doenga (29). A radiagdo ionizante constitui outro fator de risco,
sendo proporcional a dose e frequéncia de exposicao (27).

Fatores genéticos — a predisposi¢cdo genética € um forte fator de risco para o

cancer de mama. Tem-se que o risco de desenvolvimento da doengca em um mulher
gue tenha um familiar de primeiro grau acometido pelo cancer de mama antes dos 50
anos é duas ou mais vezes maior. Caso tenha dois familiares de primeiro grau
acometidos pelo cancer de mama, esse risco é de quatro a seis vezes maior (30).
Considerando-se os fatores de risco aqui expostos e fazendo-se uma analise
dos habitos de vida da sociedade atual, € de se esperar que o cancer de mama seja
uma complicacéo cada vez mais recorrente. E notavel como as meninas tem tido sua
primeira menstruacéo cada vez mais cedo, como as mulheres tem recorrido ao uso de
pilulas anticoncepcionais de forma t&o regular e natural, como a maternidade tem se
tornado uma realidade na vida das mulheres em uma idade cada vez mais avancada
ou como muitas tem optado por nao ter filhos e, ainda, como a expectativa de vida

tem sido cada vez mais alta.

4.1.5. Classificacdo do Cancer de Mama

A classificacdo molecular do cancer de mama pode ser feita com base na
expressdo de seus principais biomarcadores (31). A identificacdo destes é de
fundamental importancia também para que se defina a conduta terapéutica de cada

caso tumoral, e para que se visualize de melhor forma o prognéstico da doenca.

FIGURA 4 - Subtipos moleculares do cancer de mama, Luminal A, Luminal B, Tipo HER2 e Tipo Triplo

Negativo; principais biomarcadores, células envolvidas e possivel tratamento
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Subtype ER/PR HER2  Kib7 Treatment Cell lines
Luminal A +/+ - <15% Antihormonal MCF7?, T47D
Luminal B +/+ —/+ >15% Antihormonal BT474
HER2-type o + Anti-HER2 SkBr3, AU565

TNBC -/ = == >15%  Chemotherapy MDA-MB231

FONTE: Echeberria et al., 2017

Luminal A — tipo tumoral positivo para ambos os receptores que controlam a
resposta hormonal da célula cancerigena, Receptor de Estrégeno (ER) e Receptor de
Progesterona (PR). E HER2 negativo e apresenta uma expressdo de Ki-67, proteina
evidenciada em células em proliferacdo, em geral baixa, refletindo uma menor taxa
proliferativa do céncer. Assim, este tipo tumoral &€ o relacionado a um melhor
prognostico da doenca, com uma intervencdo baseada na terapia hormonal
(moduladores dos receptores hormonais e inibidores da enzima aromatase).
Representa 30-70% dos casos de cancer de mama.

Luminal B — tipo tumoral também positivo tanto para ER quanto para PR,
podendo ser HER2 negativo ou positivo. A expressdo de Ki-67 costuma ser mais
elevada, 0 que se relaciona a um pior prognostico da doenca, em relacdo ao tipo
Luminal A. A terapia para estes tumores, que representam 10-20% dos casos totais
de céncer de mama, é também baseada em hormdnios.

Tipo HER2 — o receptor de membrana HER2 esta envolvido na transducédo de
sinais proliferativos. Neste tipo tumoral, HER2 estd superexpresso, e 0s receptores
ER e PR nao estdo presentes. Nao ha uma relacdo clara entre as expressdes de
HER2 e Ki-67. A terapia antitumoral nestes casos envolve inibidores especificos
HER2 ou anticorpos monoclonais. Representam cerca de 5-15% dos casos de cancer
de mama.

Tipo Triplo Negativo (TNBC) - tumores mamarios negativos tanto para ER e PR

guanto para HER2. Representando cerca de 10-20% dos casos de cancer de mama,
€ 0 tipo de pior progndstico, por sua maior agressividade, alta capacidade invasiva e
impossibilidade de se recorrer a alternativas terapéuticas especificas, ficando-se

restrito apenas a quimioterapia classica.
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4.1.6. Mecanismos Moleculares Oncogénicos

O metabolismo humano, em seu normal funcionamento, gera uma série de
radicais livres com suas diversas reacfes, 0s quais sdo também gerados por
estimulos externos, como radiagdes e poluicdo, ou por estimulos patogénicos, como
infeccbes bacterianas e virais. A producdo excessiva e ndo balanceada de radicais
livres leva ao quadro de estresse oxidativo, o qual é problemético para a saude, por
traduzir-se em peroxidacdao lipidica, alteracdes e danos a nivel proteico e genético.
Danos cumulativos ao DNA podem levar a um processo de iniciacdo tumoral e, a
presenca de radicais livres como um todo esta também envolvida com a progressao
do tumor, agindo como fatores mutagénicos para as células cancerigenas e, assim,
contribuindo com a transformagéo destas para estagios de maior malignidade (18). O
papel dos radicais livres no quadro do cancer €, no entanto complexo, e de carater
dual. Em um primeiro momento tais radicais agem como acima mencionado,
induzindo alteracdes biologicas e processos mutagénicos. Em um segundo momento,
os radicais livres tornam-se prejudiciais também as células cancerigenas, contribuindo
para o processo de morte celular destas (31).

Os tumores de mama podem ser do tipo estrogeno dependente ou ndo. No
primeiro caso, tem-se uma importante atuacdo da enzima aromatase no processo
tumoral, por ser responsavel pela sintese de horménios estrogénicos a partir dos
androgénicos, (conversao da testosterona em 173-estradiol e de androstenediona em
estrona). O receptor de estrogénio (ER) medeia a agao celular do horménio 173-
estradiol (E2). O subtipo ERa é o principal receptor estrogénico presente em células
mamarias cancerigenas, do tipo estrégeno positivas, estando envolvido na
capacidade proliferativa e de sobrevivéncia destas. Como mencionado anteriormente,
a proteina ZBTB10 regula a expressdo de genes e proteinas dependentes de Sp.
Destes, o ERa € um exemplo. A indugao de ZBTB10 por inibicdo de miR-27a leva a
reducdo na expressao de ERa (32). Outra enzima de importancia no cancer de mama
estrégeno positivo é a 173-hidroxiesteroide-desidrogenase, que atua na conversao de
estrona em 17B-estradiol (33). Tem-se aqui, portanto, possibilidades de se interferir no
estimulo estrogénico em células cancerigenas estrogeno positivas, via modulacédo das

enzimas aromatase e 173-hidroxiesteroide-desidrogenase e da expressao de ERa.



16

A fisiopatologia de diversas condigbes cronicas, incluindo o cancer, envolve a
via de sinalizacdo do NF-kB, um fator de transcrigdo pré-inflamatério. O NF-kB, em
seu estado inativo, tem suas subunidades p50 e p65 ligadas a subunidade inibitoria
IkBa, no citoplasma celular (34). A via classica de ativagdo do NF-kB, envolve a
ativagdo prévia de IKK, proteina quinase responsavel por fosforilar IkBa. Livre, o
dimero p50-p65 faz sua translocacdo do citoplasma para o nucleo celular, onde se liga
a regibes especificas do DNA, induzindo a transcricdo de genes envolvidos em
respostas fisioldgicas como estresse-oxidativas, inflamatérias, angiogénicas, de
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevida celular, apoptéticas e de invasao e metastase
(35). Considerando-se tais respostas, compreende-se que a estratégia de modulacdo
do NF-kB seja extremamente interessante para a terapia do cancer, sendo que esta
modulacao pode se dar em diferentes pontos da via de sinalizacdo do NF-kB.

A enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) tem sua expressao induzida no processo
carcinogénico, no qual atua com a producdo de uma série de prostaglandinas. Estas
estdo envolvidas em respostas necessarias ao desenvolvimento tumoral, como
mutagénese, proliferacdo, sobrevida, angiogénese, invasao e escape imunitario (36).

Diversos outros fatores de transcricdo encontram-se superexpressos no cancer,
tais quais as proteinas especificas Spl, Sp3 e Sp4. Estes regulam genes necessarios
a proliferacdo e sobrevida das células cancerigenas e a angiogénese. A proteina dedo
de zinco ZBTB10 atua na supressdo dos fatores de transcricdo Sp e de proteinas e
MRNAs dependentes de Sp. ZBTB10 € reprimida pela alta expressdo do microRNA
miR-27a, situacdo esta que ocorre no cancer de mama, tendo-se assim a
superexpressao dos fatores de transcricdo Sps (32). Outro microRNA superexpresso
no cancer de mama € o miR-155, envolvido no controle negativo da fosfatase SHIP-1,

a qual atua na modulacéo negativa da cascata de ativacdo PI3SK-AKT- NF-kB.

4.1.7. Diagndstico

A deteccdo precoce do cancer de mama é o fator que possibilita o melhor
prognostico para a doenca. No Brasil, no entanto, 60% dos casos da neoplasia sao
diagnosticadas tardiamente (5). A sobrevida média mundial, apds cinco anos do

diagndstico, é de cerca de 85%, enquanto que no Brasil gira em torno de 80% dos
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casos diagnosticados. Tal taxa de sobrevida tem aumentado, o que se relaciona,
principalmente, ao diagndstico precoce por exames de mamografia (37).

Em 01/02/2018, foi publicado no Diario Oficial da Unido, pelo Ministério da
Saude, a Portaria Conjunta n°4, de 23 de janeiro de 2018, a qual aprova as novas
Diretrizes Diagnésticas e Terapéuticas do Carcinoma de Mama (37). As seguintes

recomendacdes sdo colocadas, para fins diagnésticos do cancer de mama:

FIGURA 5 - Recomendac6es do Ministério da Salde para o Diagndstico Precoce do Cancer de Mama

Recomendag@es do Ministério da Salde para o diagnéstico precoce do cancer de mama

Estratégia de Implementacdo de estratégias de conscientizagdo para o diagndstico precoce do cncer de mama. (Recomendagao fraca: os possiveis
conscientizagdo beneficios provavelmente superam os possiveis danos).

Recomenda que os seguintes sinais e sintomas sejam considerados como de referéncia urgente para servigos de diagnéstico mamério
(Recomendac@o fraca: os possiveis beneficios provavelmente superam os possiveis danos):

« Qualquer nédulo mamario em mulheres com mais de 50 anos;
« Nodulo maméario em mulheres com mais de 30 anos, que persistern por mais de um ciclo menstrual;
« Nodulo mamario de consisténcia endurecida e fixo ou que vem aumentando de tamanho, em mulheres adultas de gualquer idade;
o « Descarga papilar sanguinolenta unilateral;
Identificagéo de
sinais e sintomas « Lesdo eczematosa da pele que ndo responde a tratamentos topicos;
suspeitos
« Homens com mais de 50 anos com tumoragéo palpavel unilateral;
« Presenga de linfadenopatia axilar;
« Aumento progressivo do tamanho da mama com a presenga de sinais de edema, como pele com aspecto de casca de laranja;
« Retragdo na pele da mama;

« Mudanga no formato do mamilo.

Confirmagao Recomenda que toda a avaliagdo diagndstica do cancer de mama, apds a identificago de sinais e sintomas suspeitos na atengio primaria,
diagnostica em  seja feita em um mesmo centro de referéncia. (Recomendagao fraca: os possiveis beneficios provavelmente superam os possiveis danos,
um Gnico servigo quando comparados & organizacao tradicional dos servigos de investigacdo diagnéstica).

FONTE: Brasil, Portaria Conjunta n°4, de 23 de janeiro de 2018

4.1.8. Prevencao

No cancer de mama, a prevencao diz respeito a busca pela reducao de fatores
de risco e aumento de fatores protetores. Dados indicam a possibilidade de diminuir-
se em 28% do risco de desenvolvimento de cancer de mama em mulheres, por meio
de préatica de atividades fisicas, da boa alimentacdo e da manutencdo de uma
guantidade de gordura corporal adequada (38).

A quimioprevencdo € também uma estratégia, e pode ser definida como o
processo de administracao cronica de agentes sintéticos, naturais ou bioldgicos para
se evitar, atrasar ou reverter uma condicdo maligna em sua fase inicial (39). Os
agentes quimiopreventivos podem atuar no bloqueio da iniciacdo tumoral, agindo de

maneira a impedir a interagdo de agentes pré-carcinogénicos (exdgenos, como



18

farmacos e toxinas, ou enddgenos, como radicais livres) com o DNA. Desta forma,
contorna-se a instabilidade gendmica e a possibilidade de inicio de uma malignidade.
Tém-se ainda agentes quimiopreventivos que atuam na supressdo tumoral, os quais
se mostram relevantes quando jA ocorreu o processo de iniciacdo de células
malignas. Neste caso, 0s agentes de supressao vao a atuar na perturbacéo de vias de
sinalizacdo pro-oncogénicas (39). Assim, tais agentes podem se relacionar com a

iniciacdo, promog¢ao ou progressao tumoral.

TABELA 1 - Agentes quimiopreventivos e seus mecanismos

Mecanismo dos Agentes Quimiopreventivos de Bloqueio

Acao antioxidante
Inducdo metabdlica, detoxificagdo de agentes pro-carcinogénicos

Bloqueio da captacéo de agentes pro-carcinogénicos

Inducdo do reparo do DNA
Mecanismo dos Agentes Quimiopreventivos Supressores

Modulacao da expresséo genica ou da transducao de sinais pro-oncogénicos

Inibicdo da proliferacdo e expanséao clonal

Inducéo apoptotica

FONTE: Steward et al., 2013

O tamoxifeno € o farmaco mais comum utilizado na quimioprevencéo do cancer
de mama estrégeno positivo, sendo um modulador seletivo dos receptores de
estrogénio (SERM). Pode ser uma opc¢ao preventiva, mas restrita a mulheres de alto
risco de desenvolver o cancer mamario, devido a historico familiar ou a mutacdes que
as predisponham ao cancer (como mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2). O uso do
farmaco por cinco anos mostrou uma eficacia de 49% e 50% na reducdo de
surgimento de cancer de mama invasivo e nao invasivo, respectivamente (39). No
entanto, tal efeito foi acompanhado por um risco duas vezes maior de
desenvolvimento de cancer do endométrio, além de maior risco de eventos
tromboembdlicos, em relacdo a individuos tratados com placebo, no estudo em

guestdo. Efeitos adversos comuns relacionam-se aos sintomas da menopausa, como
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sudorese, ondas de calor, alteragées de humor e de sono, além de nauseas, perda de
peso, fraqueza e possibilidade de desenvolvimento de catarata (40).

4.1.9. Tratamento

Os tratamentos disponiveis para o cancer e mais convencionalmente utilizados
sdo apresentados a seguir, sendo que uma combinagdo de tais possibilidades
terapéuticas é, em geral, utilizada.

Quimioterapia — forma terapéutica na qual se faz uso de farmacos antitumorais

para se combater as células cancerigenas. A administragdo costuma ser feita por via
endovenosa, e a duracdo do tratamento depende do tipo de tumor em questdo e da
agressividade e estagio deste. Os efeitos colaterais da quimioterapia sdo muitos, e
variam de acordo com os farmacos administrados e com a fisiologia do paciente. A
curto prazo, 0S mais comuns Sao nausea, tontura e vomito. A longo prazo, ocorrem
sintomas que estao relacionados a acao dos farmacos, que agem nao so6 nas células
tumorais, mas também nas saudaveis da medula 0ssea, do epitélio e das mucosas. A
acao na medula 0ssea leva a uma inibicdo da producao de leucadcitos, debilitando o
individuo e tornando-o mais suscetivel a infeccdes, cansaco, fraqueza e variacdes de
peso. Ocorre também interferéncia na sintese de hemacias, podendo acarretar em
anemia, e na sintese de plaquetas, o que pode levar ao comprometimento na
coagulacdo. A acdo em células epiteliais leva a queda de cabelo e a feridas bucais,
enquanto que a acdo em células da mucosa causa dores, em especial no trato
digestorio (cavidade bucal, es6fago, intestino), além de diarreias (41).

Foi realizado um levantamento bibliografico de ensaios clinicos australianos e
norte americanos, que reportassem dados de sobrevida de cinco anos em casos de
cancer, atribuida exclusivamente a quimioterapia citotoxica (42). Verificou-se que a
contribuicdo da quimioterapia para tal sobrevida foi de apenas 1,5% na Austrdlia e
1,4% nos Estados Unidos, nos casos de cancer de mama. Tem-se que na Australia, a
sobrevida de cinco anos para o cancer (sem distincdo de tipos) é de 63,4% e, nesta
sobrevida, a quimioterapia contribui somente em 2,3%. Assim, verifica-se uma

contribuicdo minima desta terapia.
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Radioterapia — tratamento baseado na radiacdo para combater o tumor ou
limitar seu crescimento. O numero de sessfes radiotergpicas varia com o tipo,
extensdo e localizagdo do tumor e com o estado de salde do paciente. E mais
comumente tido como tratamento adjuvante pos-cirargico, mas pode ocorrer também,
de ser indicada como método paliativo, principalmente em casos metastaticos, ou
como tratamento pré-cirdrgico, quando h& falha da quimioterapia ou da
hormonioterapia (37). Deve-se considerar que a radioterapia leva a destruicdo
tumoral, mas néo é capaz de promover a retirada das células destruidas do local em
gue se encontram. Com isso, h& a possibilidade de gerar inflamacfes. Ainda, cabe
mencionar o fato da radiacdo, por si sé, ser um agente cancerigeno, devendo-se
tomar o maximo de cuidado para que néo se atinja também tecidos sadios durante as
sessOes de radioterapia. Outros possiveis efeitos colaterais da radioterapia incluem:
fadiga, perda de apetite, dificuldades na ingestdo de alimentos, desidratacdo e
irritacbes cutaneas (41).

Cirurgia — a mastectomia pode ser realizada para fins curativos ou paliativos.
Curativos quando se faz a remocdo completa do tumor maligno, e ainda de parte do
tecido que o circunda, com certa margem de seguranca. E indicada especialmente
para tumores soélidos, em estagios iniciais. A cirurgia paliativa € aquela que apenas
reduz a populacédo de células tumorais, com a finalidade de amenizar os sintomas da
doenca (43). A mastectomia pode significar um forte abalo psicolégico para a saude
da mulher, afetando sua autoestima, imagem corporal e identidade feminina (44)
Mesmo NOS casos em que a reconstrucdo mamaria é possivel.

Como parte da terapia primaria no Reino Unido, tem-se que 81% dos pacientes
passam por procedimento de mastectomia, 63% € submetido a radioterapia e 34%
realiza terapia quimioterapica (45).

Hormonioterapia — forma de tratamento sistémica que visa impedir ou

desacelerar o crescimento de tumores responsivos a tumores (46) Pode ser
conduzida de forma neoadjuvante (antes de um procedimento cirlrgico) ou, mais
comumente, de forma adjuvante, para que se evite recidivas da doenca (47). Os
farmacos utilizados atuam impedindo a sintese ou a acdo hormonal. O tamoxifeno &

um dos farmacos mais empregados, atuando como inibidor dos receptores de
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estrogénio. Os inibidores da aromatase representam o grupo de farmacos que atuam
na inibicdo da sintese estrogénica, tendo-se representantes como letrozol e
anastrozol. Efeitos comuns a terapia hormonal relacionam-se a deple¢édo dos niveis
estrogénicos, podendo acarretar em problemas como a osteoporose, a exemplo. O
tamoxifeno, como jA& mencionado, pode levar a maior predisposicdo de cancer do
endométrio, existindo ainda a possibilidade de resisténcia a acdo do farmaco por parte

de certos pacientes (48).

4.2. AROMA
4.2.1. Caracterizacao vegetal

A Romazeira, Punica granatum L. (49), é tida por alguns como um arbusto e
por outros como uma arvore de pequeno porte, frutifera e perene, com seu tamanho
médio que vai de 1,5 a 5 metros de altura. Seu nome origina-se das palavras latinas
pomum, maca, e granatus, sementes (50). Pertencente a familia Punicaceae, a
romazeira € originaria da antiga Pérsia, hoje Ird, tendo seu cultivo sido estendido
pelas regides da Asia central, da peninsula arabica e do mediterraneo. Foi mais tarde
trazida também para as Ameéricas, onde € cultivada especialmente nas regides mais
aridas dos Estados Unidos e Chile (51).

A infrutescéncia da romazeira é a roma, de histérica importancia alimentar e
medicinal. Pode-se dividir a roma em trés componentes principais (52), sendo estes 0
pericarpo, qual engloba a casca e as membranas internas, o suco, que corresponde a
cerca de 30% de seu peso total, e as sementes, com apenas 3% de seu peso,

constituidas de 6leo fixo em cerca de 20%.

4.2.2. Uso Tradicional

O uso da roma é de longa data na medicina tradicional, integrando diversas
culturas. A preparacdo de extratos e infusdes de partes do fruto tem se relaciona ao
tratamento de condicdes como infeccbes microbianas e parasitarias, disenteria,

Ulceras, inflamacGes em geral e infertilidade (53).

FIGURA 6 — Roma3, ilustracé@o
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FONTE: autoria prépria, 2018

4.2.3. Caracterizagcao quimica

A roma apresenta um vasto aporte de constituintes quimicos, muitos dos quais
ja revelados como sendo biologicamente ativos, embora nem todos com mecanismo
de acédo estabelecido. O pericarpo corresponde a 50% do peso do fruto, rico em
flavonoides, elagitaninos, antocianidinas, acidos organicos e polissacarideos (54). O
fruto apresenta numerosos graos (ou arilos) em seu interior, os quais revelam as
sementes, circundadas por seu suco. Este suco é composto por 85% em agua, 10%
em acucares e 1,5% em demais componentes, como acidos organicos, antocianinas,
flavonoides e aminoacidos. (55, 56, 57). Ja as sementes possuem uma constituicao
gue vai de 12 a 20% em Oleo (52). Este apresenta acidos graxos poli-insaturados em
sua maioria, a exemplo dos acidos punico, linoleico e linolénico, além de uma
diversidade de compostos esteroides. Pode-se encontrar ainda, tanto no pericarpo

guanto no suco, nutrientes como K, Ca, Mg, P, Na, N, Zn, Cu, Fe e Mn (58).

Tabela 3- Constituintes Quimicos da Roméa

Acucar Simples Glicose Suco
AcuUcar Simples Frutose Suco
Acucar Simples Sacarose Suco
Acido Organico Alifatico Acido Ascorbico Suco
Acido Organico Alifatico Acido Citrico Suco
Acido Organico Alifatico Acido Malico Suco
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Acido Organico Alifatico Acido Tartarico Suco
Acido Orgéanico Alifatico Acido Fumarico Suco
Acido Orgéanico Alifatico Acido Succinico Suco

Acido Hidroxibenzéico

Acido Galico

Pericarpo e Suco

Acido Hidroxibenzdico

Acido Eléagico

Pericarpo, Suco e
Semente

Acido Hidroxicinamico

Acido Caféico

Pericarpo e Suco

Acido Hidroxicinamico

Acido Clorogénico

Pericarpo e Suco

Acido Hidroxicinamico

Acido p-Cuméarico

Pericarpo e Suco

Acido Ciclohexanocarboxilico

Acido Quinico

Pericarpo e Suco

Flavonodide Flavan-3-ol Pericarpo e Suco
Flavonodide Catequina Pericarpo e Suco
Flavonodide Epicatequina Pericarpo e Suco
Flavonodide Epigalocatequina 3-galato Pericarpo e Suco
Flavonodide Quercetina Pericarpo e Suco
Flavondide Camferol Pericarpo
Glicosideo Flavonéide Rutina Pericarpo e Suco
Glicosideo Flavonodide Camferdl 3-O-glicosideo Pericarpo
. L Camferdl 3-O- :
Glicosideo Flavonodide ramnoglicosideo Pericarpo
Flavona Luteolina Pericarpo
Glicosideo Flavénico Luteolina 7-O-glicosideo Pericarpo
Glicosideo Flavonico Naringina Pericarpo
Antocianidina Delfinidina Pericarpo
Antocianidina Cianidina Pericarpo
Antocianidina Pelargonidina Pericarpo
Antocianidina Cianidina 3-O-glicosideo Suco
Antocianidina Cianidina 3,5-di-O-glicosideo Suco
Antocianidina Delfinidina 3-O-glicosideo Suco
Antocianidina Delfinidina 3,5-di-O-glicosideo Suco
Antocianidina Pelargonidina 3-O-glicosideo Suco
Antocianidina Y Suco
glicosideo
Elagitanino Punicalina Pericarpo e Suco
Elagitanino Punicalagina Pericarpo e Suco
Elagitanino Corilagina Pericarpo
Elagitanino Casuarinina Pericarpo
Elagitanino Galagildilactona Pericarpo
Elagitanino Pedunculagina Pericarpo
Elagitanino Telimagrandina Pericarpo
Elagitanino Granatina A Pericarpo
Elagitanino Granatina B Pericarpo
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Aminoé&cido Glutamina Suco
Aminoécido Aspartato Suco
Aminoé&cido Serina Suco
Aminoécido Alanina Suco
Indolamina Triptamina Suco
Indolamina Serotonina Suco
Indolamina Melatonina Suco
Alcal6ide Peletierinico Peletierina Pericarpo
Acido Graxo Conjugado Acido Punico Semente
Acido Graxo ndo-Conjugado Acido Linoléico Semente
Acido Graxo ndo-Conjugado Acido Oléico Semente
Acido Graxo ndo-Conjugado Acido Palmitico Semente
Acido Graxo ndo-Conjugado Acido Estearico Semente
Fitoesterol Daucoesterol Semente
Fitoesterol Campesterol Suco e Semente
Fitoesterol Stigmaesterol Suco e Semente
Fitoesterol [3-Sitosterol Suco e Semente
Fitoesterol Colesterol Semente
Esteroide Sexual 17-alfa-estradiol Semente
Esteroide Sexual Estrona Semente
Esteroide Sexual Testosterona Semente
Esterdide Sexual Estriol Semente
Tocoferol y-Tocoferol Semente
Triterpenoide Acido Ursolico Semente
Glicolipideo Cerebrosideo Semente
Coumestans Coumestrol Semente
Glicosideo Fenilalifatico Icarisideo D1 Semente

FONTE: Lansky and Newman, 2007

4.2 4. Atividades Demonstradas Frente ao Cancer de Mama

4.2.4.1. Atividade Anti-Carginogénica

Em estudo feito com uma cultura de 6rgdo mamario de ratas, foi avaliada a
iniciacdo tumoral, a partir da inducdo desta pela incubacdo com substancia
carcinogénica 7,12-dimetil-benzanthraceno (DMBA), e o efeito do tratamento da
cultura com suco fermentado de roma (W), obtido por espressado do fruto, e com 6leo
de semente de roma (PSO), obtido por prensagem das sementes. W demonstrou o
efeito de reduzir a ocorréncia tumoral em 42%, enquanto que PSO levou a essa
reducdo em 87% (59). Neste mesmo estudo, verificou-se uma relacdo nao linear entre
concentracdo de PSO e acédo preventiva frente ao cancer, sendo que 1 pug/ml de PSO

levou a maior supressao do desenvolvimento tumoral que 10 pg/ml.
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A atividade preventiva da roma frente a carcinogénese se relaciona a sua
capacidade em inibir as enzimas COX-2, aromatase e 17B-hidroxiesteroide-
desidrogenase, sendo a primeira responsavel pela sintese de prostaglandinas e as
duas ultimas pela sintese de estradiol. A diferenca na acao anticarcinogénica do W,
em relacdo a PSO é explicada pelo autor pelo fato de que, embora os polifenéis
encontrados no W sejam de maior atividade antioxidante, aqueles encontrados no
PSO s&o de maior atividade inibitoria da enzima ciclooxigenase e da enzima 17[3-

hidroxiesteroide-desidrogenase (15).

4.2.4.2. Atividade Antiproliferativa

Células cancerigenas mamarias MCF-7 (E+) foram cultivas com PSO
(prensado das sementes), para avaliacdo da acao antiproliferativa deste (15). Como
controle positivo, células MCF-7 foram cultivadas também com &acido y-linolénico, o
gual tem atividade antiproliferativa frente a células cancerigenas ja demonstrada e,
como controle negativo, utilizou-se células cultivas em etanol. O estudo evidencia que
tal atividade antiproliferativa existe por parte de PSO, sendo que uma supressao do
crescimento das células em questdo foi obtido em 70%, em relagcdo ao controle
negativo, apos 24h. ApoOs trés dias de cultivo, tal inibicdo foi ainda mais forte.
Avaliando-se o controle positivo, tem-se que o &cido y-linolénico mostrou uma
supresséao do crescimento células superior a PSO. A suposta acdo do acido punico na
inibicdo da sintese de prostaglandinas possivelmente relaciona-se com a atividade
antiproliferativa verificada. Ainda, o 6leo é conhecido por conter componentes de
carater estrogénico, a exemplo do coumestrol, de modo que se pode supor que estes

atuem como antagonistas do ER, inibindo o crescimento de células ER (+).

FIGURA 7 - Atividade antiproliferativa de 6leo de semente de roma (PSO) em células MCF-7 apés (a)
24h de cultivo e (b) 72h de cultivo. (c) Comparativo da atividade antiproliferativa de PSO e acido y-

linolénico, apds 24h de cultivo
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Em estudo paralelo destes autores, verificou-se também a atividade
antiproliferativa de outras fracbes da roma: polifenéis do suco da roma fresco (S) e
fermentado (W), obtidos por espressao do fruto, e do pericarpo da roma (P), extrato
obtido por decoccao. Avaliou-se aqui, além de células MCF-7 (E+), células MDF-10A
(células normais do epitélio mamario) e células MDA-MB-231 (E-). Verificou-se
inibicdo do crescimento de 80%, por parte de W em células MCF-7. Em células MDA-
MB-231 o mesmo efeito foi verificado, mas em grau menor. Ja& em células MDF-10A,
tal efeito foi minimo. As células tratadas com P reagiram de modo proximo aquelas
tratadas com W. Ja S, mostrou-se menos potente como agente antiproliferativo para
tais culturas celulares (15).

A diferente poténcia evidenciada entre W e S pode ser explicada pelo fato de
gue, no processo fermentativo, ocorre quebra da ligacdo acucar-polifenol, permitindo
gue os compostos polifendlicos estejam em sua forma livre, na qual se mostram
biologicamente ativos (15). Como verificado pelos autores, W e P exibem atividade de
inibicAo da enzima aromatase, de modo que a capacidade antiestrogénica destes

deve relacionar-se a acao anti-proliferativa em questao, em células MCF-7 (ER+).

FIGURA 8 - Reducé@o da viabilidade celular de células MDA-MB-231 (a) e MCF-7 (b), por acdo do
tratamento com polifendis do suco de roma fermentado (W) e fresco (S)
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O extrato metandlico da semente da roma (PSM) foi também estudado por sua
atividade citotoxica frente a células MCF-7, sob diferentes concentracdes (60). Os
resultados revelam uma maxima inibicdo de crescimento celular de 87,6%, verificada
a concentracdo de 250ug/ml. Mesmo a baixas doses (5ug/ml) a atividade
antiproliferativa de PSM foi alta, correspondendo a 82,7%.

Avaliou-se o efeito do pré-tratamento de células MCF-7 com suco comercial de
roma (POM Wonderful©), preparado a partir do fruto inteiro (61). Observou-se que
células assim tratadas tardaram mais a iniciar sua proliferacdo, quando deixadas em
um meio sem o0 suco de roma (FIG.9). Ou seja, o0 pré-tratamento parece ser
responsavel por um atraso na proliferacdo das células cancerigenas em questdo. Ja o
tratamento desta linhagem celular com diferentes concentracfes do suco de roma

(FIG.10) mostra que o suco tem acgao antiproliferativa, dose e tempo dependente.

FIGURA 9 - Atraso do crescimento celular pelo pré-tratamento de células MCF-7 com suco comercial de

roma (POM Wonderful©)
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FONTE: Shirode et al., 2013

FIGURA 10 - Inibicdo do crescimento celular pelo tratamento de células MCF-7 com suco comercial de

roma (POM Wonderful©)
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Neste mesmo trabalho (61) foram estudados, comparativamente, a atividade
antiproliferativa do suco de roma, e dos compostos antioxidantes NAC (N-
acetilcisteina) e Trolox (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano). A
comparacao entre os trés compostos foi feita com base na equivaléncia do poder
antioxidante, e ndo na concentracdo destes. A finalidade foi avaliar se a acéo
antiproliferativa da roma deve-se apenas ao seu poder antioxidante. Ocorreu que NAC
e Trolox ndo exibiram acdo antiproliferativa em doses de capacidade antioxidante
equivalente a da roma. Assim, assume-se que a acao inibitéria da roma frente ao

crescimento celular se deva também a outros mecanismos, que ndo so antioxidantes.

FIGURA 11 - Efeito antiproliferativo do suco comercial de rom& (POM Wonderful®) em comparacéo a
NAC e Trolox
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FONTE: Shirode et al., 2013

Ainda, para investigar os mecanismos relacionados a atividade antiproliferativa
da roma, os autores realizaram um screening dos genes que tiveram modulacdo
modificada apos o tratamento com o suco comercial de roma. Verificou-se que
diversos genes de funcao de reparo do DNA sofreram regulacdo negativa, o que leva
a interferéncia na progressao do ciclo celular, como pode ser constatado no estudo,
que evidenciou acumulo das células em G2, indicando um bloqueio do ciclo nesta

etapa, da qual se seguiu para a apoptose celular.

FIGURA 12 - Modulagédo da expresséo génica pelo tratamento com suco de roma (POM Wonderful©). (A)
genes de reparo do DNA, (B) genes de controle do ciclo celular e (C) genes previamente conhecidos

como alvo de extratos de roma

A DNA repair genes

~ Control MRE11 RADS0 NBS1 RAD51 BRCA1 BRCA2 BRCC3 MSH6

_Relative Fold Change

24 48 72 244872 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 2448 72 244872 244872

Treatment period (Hours)

B Cell cycle genes c Known PE target genes
Control MCM6 SLK PLK1 GADD45A CDKN1A E2F2 CCNA2 Control  PI3KCA AKT1 JNK2
1
0
a o
) g
c o
£ 2 5
S 3
i 3
w L
® 2 5
3 5 g 5
o«
6 8
E 244872 244872 244872 244872 244872 244872 244872 244872 ’ 244872 244872 244872 244872
Treatment period (Hours) Treatment period (Hours)

FONTE: Shirode et al., 2013

A regulacdo do ciclo celular foi também avaliada pelo tratamento com o acido

elagico (EA) isolado, verificando-se acdo na modulacdo de reguladores do ciclo
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celular (62). Em células MCF-7, EA demonstrou atividade antiproliferativa, em doses
de 10 a 40 pg/ml, nas quais proporcionou uma redugédo no numero de células de 13,5
a 80%, respectivamente, em comparacado as células controle. Investigando-se o
mecanismo antiproliferativo de EA, verificou-se que 16 genes relacionados a via de
sinalizacdo TGF-B/Smads tiveram sua expressao alterada, ap0s 24h de tratamento
das células com o composto. Tal alteracdo inclui forte aumento das proteinas Smad3,
pl5, p19 e p21 e leve aumento de TGF-B além de redugao de ciclinas A2, D e E2.

Proteinas Smads medeiam a acdo do fator de crescimento transformador-f3
(TGF-B), um potente agente antiproliferativo, pré-apoptético e de diferenciacéo celular,
o qual age modulando de forma positiva componentes inibidores do ciclo celular (p15,
pl9 e p2l) e de forma negativa componentes necessarios a progressao deste
(ciclinas E e D), comprometendo a passagem da célula de G1 para S (63). Em vista
de tal mecanismo e das evidéncias do estudo em questéo, pode-se considerar que 0
efeito antiproliferativo da roma deva-se, a0 menos em parte, a acdao de EA na
modulacao do ciclo celular.

Células de cancer de mama ER (-), MDA-231 e SUM-149 também foram
estudadas quanto a resposta antiproliferativa frente ao tratamento com roma. Ambas
se relacionam com fendtipos agressivos de cancer de mama e possuem ativacao
constitutiva de NF-kB. Trabalhou-se aqui com 200 mg/mL de um extrato de roma
(PFE), que consiste na combinacao do suco fermentado obtido dos graos do fruto e
do 6leo de suas sementes, demonstrando-se decréscimo, tempo e concentracdo
dependente, da taxa proliferativa das linhagens celulares em questdo, em
comparacao com as ceélulas controle, MCF-10A. Em cinco dias de tratamento, houve
decréscimo de 67% e de 24% na proliferacdo de MDA-231 e de SUM-149,
respectivamente. As células controle ndo tiveram seu crescimento afetado,

mostrando-se a roma extremamente seletiva (14).

4.2.4.3. Atividade Pro-Apoptética

Células MDA-231 e SUM-149, ambas ER (-), mostraram-se seletivamente
sensiveis ao efeito pré-apoptético da roma, demonstrado por PFE (14). Uma taxa

apoptética trés vezes maior em MDA-231, em relacdo as células ndo tumorais MCF-
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10A, foi evidenciada em tratamento com PFE (200 mg/ml). Para SUM-149, essa

mesma taxa foi duas vezes maior.

FIGURA 13 - Inducéo apoptotica da combinacdo de suco fermentado e de 6leo de semente de roma
(PFE) em células (A) MDA-231 e (B) SUM-149, comparada a células normais MCF-10A
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FONTE: Khan et al., 2009
Células ER (-), MDA-MB-435, isoladas de portadores de cancer de mama

metastatico, foram estudadas para avaliacdo do efeito pro-apoptotico de PSO, obtido
por prensagem das sementes (15), avaliando-se também a acdo de outros tipos de
Oleo, para fins comparativos: 6leo de milho, de peixe, A-tocoferol e a-tocoferol. Os
resultados, expressos em porcentagem (namero de células apoptoticas/niamero de
células totais), revelaram taxa apoptotica de 60%, referente as células cultivadas com
PSO. A excecdo de A-tocoferol, que demonstrou taxa apoptética inferior ao PSO, mas

ainda significativa, os demais 6leos ndo mostraram atividade.

FIGURA 14 - Inducdo da apoptdése em células MDA-MB-435 pelo tratamento com 6leo de semente de
roma (PSO)
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FONTE: Kim et al., 2002

O &cido ursolico (AU), composto triterpendide presente na semente da roma,
teve sua capacidade pré-apoptoética investigada em células MCF-7 (64). Em 72h de
tratamento com AU (53 uM), apenas 33,4% das células MCF-7 mantiveram-se viaveis,
sendo as demais induzidas a apoptose. Investigando o mecanismo envolvido, 0s
autores demonstraram que AU atua promovendo a clivagem da proteina PARP,
evento envolvido no processo apoptotico, além de atuar na regulacdo negativa da
proteina Bcl-2. Assim, AU parece ter acao pro-apoptdtica mediada pela via

mitocondrial intrinseca.

FIGURA 15 - Modulacao das proteinas (A) Bcl-2 e (B) PARP por acdo de UA, em células MCF-7
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FONTE: Kassi, E. et al., 2009

Considerando-se o envolvimento da superproducdo de espécies reativas de
oxigénio com o processo de iniciacao e progressao tumoral, entende-se a importancia
da atividade antioxidante da roma. Neste ambito, os compostos polifendlicos do fruto,
tem papel antitumoral agindo por dois mecanismos distintos (31). De forma mais
esclarecida, atuam como agentes antioxidantes, protegendo o organismo da acéo
danosa de espécies reativas. A outra forma de atuacdo dos polifenéis seria como
agentes pro-oxidantes, a qual se manifesta em condi¢des nas quais metais redutores,
como cobre, estdo presentes no meio. Uma vez que células cancerigenas apresentam
nivel de cobre aumentado em relacdo a células normais, tal mecanismo pro-oxidante
ocorre preferencialmente nelas. Assim, com a producéo de radicais livres, favorece-se
a apoptose de células cancerigenas, sem se afetar as células saudaveis (65). O acido

punico, um &cido graxo conjugado, € o principal constituinte do 6leo da semente da
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roma, representando 65% de sua composicao (66). Estruturalmente, € muito similar
ao acido conjugado linoleico (CLA), do qual se tem evidéncias de sua atividade
antitumoral (15), como a pr6-apoptoética, provavelmente por atuar na peroxidacao
lipidica e induzir alteracdo da composicao de &cidos graxos da membrana celular (67).
Sendo o acido punico semelhante ao CLA, é possivel que desempenhe um importante
papel na inducdo do processo apoptotico, assim como os compostos polifenélicos do
fruto, agindo de forma pré-oxidante.

4.2.4.4. Atividade Antiangiogénica

A atividade inibitéria da roma frente a formacao de novos vasos sanguineos foi
demonstrada por uma sequéncia de experimentos conduzidos em células mamarias
de diferentes linhagens, tratadas com derivados da romad (16). Uma regulacdo
negativa na expressao de VEGF, pré-angiogénico, foi fortemente verificada em células
nao cancerigenas MCF-10A (FIG.17A), mas foi também significativa em células
cancerigenas MCF-7 (E+) (FIG.17B). Tal efeito foi maior no tratamento com polifendéis
de W ou com PSO (extraido por fluido supercritico), em relacdo ao com polifendis P. A
regulacdo negativa na expressado de VEGF foi verificada ainda em células MDA-MB-
231 (E-) (FIG.17C), mas apenas com W. Outro ponto verificado no estudo foi a
regulacdo positiva e dose dependente de MIF (Fator Inibitério de Migracdo de
Macrofagos), de acdo antiangiogénica, em células MDA-MB-231 tratadas com W e
PSO (FIG.16).

FIGURA 16 - Efeito dos polifenéis do suco fermentado de roma (W) e do éleo da semente de roma (PSO)

no aumento da expressao de MIF, em MDA-MB-231.
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FIGURA 17 - Efeito dos polifenois do suco fermentado de roma (W) e do 6leo da semente de roma (PSO)
na reducgdo da expressédo de VEGF em células (A) MCF-10A, (B) MCF-7 e (C) MDA-MB-231
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Como mencionado anteriormente, o acido punico é estruturalmente similar ao
acido conjugado linoleico (CLA), o qual demonstra atividade antitumoral (15), como a
antiangiogénica. Esta é atribuida a acao inibitoria do CLA sobre a sintese de
prostaglandinas via inibicio da COX-2, gerando com isso modulacdo negativa na
producédo de VEGF e modulacédo positiva de MIF (16). Acredita-se que o0 acido punico
possa agir desta mesma forma, devendo-se a ele, a0 menos em parte, a atividade
antiangiogénica do 6leo da roma.

Estando a angiogénese atrelada a via de sinalizacdo do NF-kB e, sendo este
um fator de transcricdo intimamente relacionado ao estresse oxidativo, acredita-se
também que o efeito antiangiogénico da roma envolva a modulacdo negativa de NF-
kB (16), sobretudo pela fracdo relativa a W, tdo rica em polifendis de efeito

antioxidante.

42.45. Atividade Anti-invasiva

Para avaliar a atividade inibitéria da invaséo celular, estudou-se a passagem de

células mamarias cancerigenas MCF-7 através de uma membrana de
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Matrigel ™artificial, tratadas ou ndo (controle negativo) com PSO, prensado das
sementes (15). Utilizou-se como indutor de invasdo, fator de crescimento de
hepatécitos (10ng/ml). Os resultados, apés 72h de reacdo, demonstram que o PSO é
capaz de reduzir significativamente a capacidade invasiva de células cancerigenas,
mesmo a baixas concentracdes. Os autores relacionam tal efeito a inibicdo da enzima
COX-2 por parte de PSO.

FIGURA 18 - Atividade anti-invasiva do 6leo de semente de romé& (PSO) em células MCF-7
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4.2.4.6. Atividade Inibidora da Aromatase

A aromatase é a enzima envolvida na sintese do horménio estrégeno, sendo
um importante alvo para a modulacédo do cancer de mama estrégeno dependente. Um
estudo foi conduzido com microssomos de placenta humana, tratados com polifendis
de W (da espresséao do fruto) e de P (da decoccao do pericarpo), para verificar o efeito
inibitério destes sobre a aromatase, utilizando-se como controle positivo
aminoglutatimida, conhecido inibidor da enzima (15). A relacdo entre as substancias
testadas e o controle positivo foi de 0.02 pug/ml de polifenéis da roma para 100 uM de
aminoglutatimida. Os resultados demonstraram uma poténcia inibitéria enzimatica dos
polifendis de W equivalente a 51% da poténcia da aminoglutatimida, enquanto que
para os polifenéis de P, essa mesma poténcia foi de 24%.

Em estudo semelhante, com microssomos de placenta humana, testou-se a

atividade anti-aromatase individual de compostos elagitaninicos isolados da roma
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(68). Os que demonstraram maior atividade inibitoria foram urolitina A e B (UA e UB),
as formas metiladas das urolitinas (MUA e MUB), a forma sulfatada de UB (UBS) e a
forma acetilada de UA (AUB). Procedeu-se a investigacdo desta mesma atividade em
células cancerigenas MCF-7. Aqui, apenas UB e o &cido galico (GA) mostraram-se
bons inibidores da aromatase, 0 que sugere que, possivelmente, 0s compostos ativos
no ensaio anterior em microssomos ndo foram bem absorvidos pelas células.
Também se avaliou a acdo antiproliferativa dos compostos em questdo em células
MCF-7, tendo-se uma cultura com testosterona e outra com estrégeno adicionados.
No meio rico em testosterona, apenas UB e GA mostraram-se eficazes na reducao da
taxa proliferativa celular e, no meio rico em estrogeno, UBS e GA mostraram-se bons
agentes antiproliferativos. Os autores sugerem que UB tenha sua capacidade
antiproliferativa atrelada a inibicdo da enzima aromatase, pois quando ja se tem
estrégeno em cultura, sua acéo é insignificante. GA, por outro lado, mostrou-se bom
agente em ambos os meios, devendo agir tanto pela inibicdo da enzima, quanto por

meios paralelos como, talvez, antagonizando o receptor de estroégeno.

FIGURA 19 - Atividade antiproliferativa de compostos isolados da roma em células MCF-7, em meios

contendo (A) testosterona e (B) estrégeno
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4.2.4.7. Atividade Inibitéria da 17B-hidroxiesteroide-desidrogenase

A inibicdo da enzima 17(3-hidroxiesteroide-desidrogenase foi testada com os
polifendis de W e de P e com PSO, obtidos por espressao do fruto, decoc¢do do
pericarpo e prensagem das sementes, respectivamente (15). Como controle positivo,

usou-se EM-251 (16-a-bromopropil-estradiol), inibidor da enzima estudada, e como
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controle negativo, DMSO (dimetilsulféxido). Verificou-se que a 100 pg/ml apenas PSO
foi capaz de inibir a enzima, em cerca de 30%, enquanto que a 1000 pg/ml, todas as
fracOes testas exibiram efeito inibitério, de 60% (P) a 80% (PSO).

4.2.4.8. Atividade Moduladora de Genes

A ativagdo constitutiva de NF-kB em células ER(-), MDA-231 e SUM 149 foi
revertida pelo tratamento com PFE. O efeito em questdo foi concentracao
dependente, e foi verificado utilizando-se células MCF-10A, ndo cancerigenas, como
controle (14). No mesmo estudo, os autores investigaram se tal supresséo da ativacéo
de NF-kB relacionava-se a uma menor expressao celular das subunidades que o
constituem, p65 e p50. Como esperado, verificou-se que PFE causou modulagao
negativa dos componentes, em especial de p50, sendo que p65 foi afetado apenas a

concentracfes mais elevadas de PFE.

FIGURA 20 - Acdo da combinacdo de suco fermentado e de 6leo de semente de romd (PFE) na
supressédo da ativacdo de NF-kB, em células MDA 231 e SUM 149
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FONTE 29: Khan et al., 2009

Efeito similar péde ser verificado agora in vivo, em ratos com carginogénese
mamaria induzida por DMBA (34). No estudo, os animais foram tratados com uma
emulsdo (PE) a base de extrato aquoso fermentado (suco e casca de roma, e folha e
flor de romazeira) e de Oleo de semente do fruto. O efeito observado foi aumento na
expressdo de NF-kB p65 no citossol (FIG.21C), e reducdo de sua expressdo no
nucleo (FIG.21B), indicando supressdo de sua ativacdo. Também foi verificado

aumento na expressao citossoélica da subunidade inibitéria de NF-kB, IkBa (FIG.21A).



38

Ainda, reduzida expressao da enzima COX-2 foi constatada, em comparagcao com o
grupo controle. Os efeitos mencionados ocorreram moderadamente a uma
concentragéo de 1g/kg e acentuadamente a 5 g/kg de emulsdo a base de roma. O
tratamento com PE também revelou modulacdo de genes envolvidos no processo
apoptotico (FIG.22), com elevacdo da expressao da proteina Bax (FIG.23A) e reducéo
da expresséao da proteina Bcl2 em células tumorais (FIG.23B) (69).

FIGURA 21 - Células imunopositivas para (A) IkBa citossdlico, (B) NF-kB nuclear e (C) NF-kB citossdlico,

em grupo controle e em grupos tratados com diferentes concentraces de emulsdo a base de roma (PE)
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FIGURA 22 - Modulacéo a nivel transcricional (de mRNA) de genes envolvidos no processo apoptotico
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FIGURA 23 - Células imunopositivas para (A) Bax e (B) Bcl2 e (C) relagdo Bax/Bcl2, em grupo controle e
em grupos tratados com emulséo a base de romé (PE)
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O estudo em questao revela o envolvimento da via intrinseca apoptoética (via
mitocondrial). Esta € regulada pelas proteinas da familia Bcl-2, reguladoras da
permeabilidade mitocondrial. Enquanto as proteinas Bax e Bad, pro-apoptoticas,
agem de modo a causar poros ha membrana mitocondrial, permitindo a liberacédo do
citocromo ¢ (Cyt c), a proteina Bcl-2 age de forma contraria, sendo antiapoptética. A
liberacdo de Cyt c leva a ativacao de efetores da apoptose, como as caspases casp-3,
casp-7 e casp-9 (69).

O mecanismo de acdo pelo qual a roma exerce sua atividade citotdxica foi
estudado pelo tratamento de células mamarias humanas cancerigenas BT474 e MDA-
MB-231 com extrato metanolico de polifenéis do suco de roma (Pg), avaliando-se
também seu efeito em células ndo cancerigenas, MCF-10F e MCF-12F (70).
Constatou-se decréscimo na expressdo de miR-27A e miR-155, microRNAs
superexpressos em células cancerigenas, sendo que este efeito ndo foi verificado nas
células normais. Nas células cancerigenas, houve regulacdo positiva da proteina
repressora de Sp, ZBTB10, e dos fatores VEGF e VEGFR-1 (receptor de VEGF),
além de regulacdo negativa na expressao das proteinas Spl, Sp3 e Sp4, e de seus
MRNAs. De forma concordante com a menor expressdo de miR-155, houve maior
expressdo de SHIP-1, e menor expressdo das proteinas PISK e AKT. Por fim, a
supressdo da ativacdo de NF-KB foi constatada, o que foi relacionado a capacidade

do extrato de roma em reduzir a expressao tanto de miR-27a quanto de miR-155.
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FIGURA 24 — Acdo dos polifenéis do suco de roméd (Pg) na expressdo de (a) miR27a e (b) miR155
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FIGURA 25 - Acdo dos polifenois do suco de roma (Pg) na modulacdo do mRNA de SHIP-1 em células
() BT474 e (b) MDA-MB-231, e na expressao das proteinas SHIP-1, PI3K e AKT em células (c) BT474 e
(d) MDA-MB-231
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Aqui hovamente com um ensaio in vivo, 0S mesmos autores verificaram o efeito
da roma em ratas fémeas receptoras de células BT474 xenoenxertadas. Estas foram
estudadas apds tratamento com Pg, a concentracfes equivalentes a 0,8 mg/kg/dia de
acido gélico, por 35 dias. Péde-se verificar expressiva contencdo de volume e peso
tumoral nos animais tratados. A avaliacdo histopatologica revelou expressiva

prevaléncia de lesGes apoptoticas nos animais que receberam o extrato de roma,
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comparado ao grupo controle. Em nivel de modulacdo genética, as mesmas
verificagbes puderam ser feitas em relacdo ao estudo in vitro realizado pelos autores,
sendo que a ativacdo da enzima caspase-3, envolvida na apoptose celular, foi

adicionalmente constatada.

FIGURA 26 - Contencéo de (a) volume e (b) peso tumoral em animais tratados com suco de roma (Pg) e

(c) prevaléncia de lesdes apoptéticas em animais de animais controle e em tratamento
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FIGURA 27 - Expressdo de (A) mRNAs e (B) proteinas em animais tratados com polifenois do suco de

roma (Pg) e em grupo controle
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4.25. Cinética

Os parametros cinéticos relativos a ingestdo de fracbes da roma sao
importantes de serem investigados para que se compreenda a potencialidade de se
utilizar o fruto na terapéutica humana. Tem-se que os principais polifendis da roma
sdo 0s compostos elagitaninos, os quais sofrem hidrélise no intestino delgado,
liberando EA e glicose. Assim como sua absorcéo, a eliminacdo de EA ocorre de
maneira rapida. Ja seus metabdlitos, mostram persistir no organismo por um tempo
prolongado, de aproximadamente dois dias (71). Tais metabdlitos sdo as urolitinas A e
B, que derivam da biotransformacéo de EA pela microflora intestinal (68).

A andlise da biodisponibilidade de EA e seus metabdlitos foi feita por estudo da
administracado oral de 180 ml do suco comercial de roma (Pom Wonderful) em 18
voluntarios. O suco apresenta em sua constituicdo 318 mg de punicalaginas e 12 mg

de EA livre (71). Os seguintes dados foram obtidos:

TABELA 3 - Pardmetros cinéticos de plasma e urina relativos ao acido elagico (EA) e seus metabdlitos,

apos ingestado de suco de roma comercial

Analise de Acido Elagico no Plasma

Parametros Valores
Concentra¢do Maxima (C ,.,,), apos 1h 0.06 +- 0.01 mmol/L
Area sob a Curva (AUC) 0.17 +- 0.02 (mmol h) L?
Tempo para Concentragdo Maxima (T ,,,) 0.98 +- 0.06 h
Tempo de Meia Vida (T12g) 0.71+-0.08 h

Analise de Urolitinas no Plasma

Parametros Valores
Concentracdo Maxima (C ,,,) UA, apos 6h 0.14 +- 0.01 mmol/L
Concentra¢do Maxima (C ,,,) UB, apos 6h 0.01 +- 0.01 mmol/L

Analise do Acido Elagico e seus Metabolitos na Urina

Composto Deteccéo
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Acido Elagico Em 5 de 18 individuos, 1% coleta de 12h

Urolitina A Em 11 de 18 individuos, 2% coleta de 12h
e em 16 de 18 individuos, apos 24h do
consumo

Urolitina B Em 3 de 18 individuos, 22 coleta de 12h e
em 5 de 18 individuos, apés 24h do
consumo

FONTE: Seeram, N. P. et al., 2006

O metabolismo dos compostos elagitaninos foi avaliado também através do
consumo de trés diferentes formulacfes de extrato de roma: extrato polifendlico em pé
(POMXxp), extrato polifendlico liquido (POMXxI) e suco comercial extraido do fruto inteiro
(72). Tais preparacdes revelaram um conteudo polifendlico equivalente a 755mg,
776mg e 857mg de GA, respectivamente. Contou-se com 16 voluntarios, que
tomaram as formulagdes uma por vez, com intervalo de uma semana entre cada.
Para as formulacdes liquidas, observou-se rapida absorcéo e eliminacédo de EA, que
teve maxima concentracao dentro de 1h apds administracdo das preparacdes. Ja para
POMxp, EA mostrou ter absor¢cdo mais demorada, tendo dois picos de concentracao
maxima, 2h e 3h apds consumo da preparacao. Apesar desta diferenca entre formulas
liquidas e em pd, a area sob a curva dos trés casos foi proxima, indicando
equivaléncia na biodisponibilidade de EA. Dentre os metabolitos evidenciados na urina
dos participantes, o principal foi a urolitina A glucuronizada (UAG), eliminada dentro

de 48h, para todas as formulacoes.

4.2.6. Toxicidade

Foi conduzido um estudo (73), no qual se avaliou a toxicidade do extrato de
roma (padronizado a 30% de punicalagina) em ratos. Para avaliar-se a toxicidade
aguda, fez-se administracdo oral do extrato de romd por 14 dias. Durante esse
periodo, ndo foi verificado qualquer sinal de toxicidade, assim como nenhuma
anormalidade histopatologica ap0s eutanasia dos animais, ao 150 dia do estudo.

O estudo de toxicidade subcrénica foi conduzido durante 90 dias, sendo que

todos o0s animais participantes mantiveram-se vivos até o termino do estudo
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recebendo uma dose de 600 mg/kg/dia do extrato (74). Os parametros avaliados
foram ganho/perda de peso, hébitos alimentares, tendéncias comportamentais e
parametros clinicos, 0s quais envolveram analise urinaria, sorologica e hematoldgica.
Nenhum efeito adverso ao tratamento foi estabelecido em relacdo a tal andlise.
Modificacdes em alguns parametros hematoldgicos (reducdo do volume celular e do
volume corpuscular médio e aumento da concentracdo corpuscular de hemoglobina)
foram observadas. Tais parametros, no entanto, mantiveram-se proximos aos do
grupo controle. Alteracdes de parametros sorologicos, como reducdo de ALT, AST e
ALP, foram constatadas. O aumento de tais parametros é indicativo de disfuncéo
hepética, enquanto que a reducdo destes nao foi tida como de significancia
toxicoldgica. Por altimo, verificou-se aumento de sodio, potassio e fosforo, apenas em
ratas fémeas, o que nao refletiu em nenhuma alteragdo histopatologica renal. As
variacdes verificadas foram consideradas acidentais, e ndo efeitos adversos ao
tratamento, por um ou mais dos seguintes motivos: nao fugiram dos valores de
normalidade, foram limitadas apenas a um sexo, ou ndo foram sustentadas por
variacdes histopatologicas.

Outro estudo foi conduzido, para investigar a seguranca de um suplemento
nutricional polifendlico a base de extrato concentrado de roma (75), que consiste na
combinacédo de oligbmeros de GA, EA e glicose (77%), punicalaginas e punicalinas
(19%) e EA livre (4%). O perfil polifendlico do suplemento corresponde a 61% de
equivalentes de GA. Neste estudo, o consumo do suplemento ndo levou ao
descontinuamento de nenhum participante por motivos de efeitos adversos, durante
os 28 dias em que foi conduzido. Nenhuma alteracdo foi registrada, relacionada a
testes laboratoriais bioquimicos, hematologicos e de urina, assim como ndo houve
nenhuma reacao alérgica por parte dos 86 participantes. O estudo concluiu ser seguro

0 consumo de equivalentes de GA, em doses de até 1420mg/dia.

4.2.7. Interagc6es Medicamentosas

A roma contém compostos que interagem com as enzimas do Citocromo P450,
tendo o suco do fruto mostrado forte acéo inibidora das enzimas CYP2C9 e CYP3A

em modelo microssomal hepéatico humano. A tolbutamida, metabolizada por CYP2C9
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(76) e a carbamazepina, metabolizada por CYP3A (77), tiveram biodisponibilidade
aumentada significativamente em ratos tratados com suco de roma. Deve, portanto,
ser considerado com cautela o consumo de roméa por pacientes que fagcam uso de

farmacos metabolizados por estas enzimas.

5. DISCUSSAO

Diversos estudos foram conduzidos nas duas ultimas décadas, com o intuito de
investigar, aprofundar e estabelecer a relagdo da roma com a terapia do cancer de
mama. Os trabalhos aqui reunidos evidenciam diversas formas de atuagéo do fruto e
de seus componentes neste ambito, algumas das quais ja possuem um mecanismo
de acao estabelecido, enquanto que outras ainda restam sem a compreenséao deste.
A atividade antitumoral da roma se manifesta por meios como antiproliferativos (15),
pré-apoptoticos (14), antiangiogénicos (16) e anti-invasivos (15), sendo que a
modulacdo de diversos genes (15, 34, 69, 70) e enzimas (15, 68) configura o
mecanismo de acéo das fracdes do fruto. Considerando-se tais fracdes, vé-se pelos
estudos reportados que todas mostram algum tipo de atividade frente ao cancer, o
gue leva ao entendimento de que mais de um composto relaciona-se aos mecanismos
antitumorais. Destacam-se as atividades do suco fermentado de roma (W) e do d6leo
da semente de romd (PSO). Estes se mostraram particularmente envolvidos na
inibicdo das enzimas aromatase, COX-2 e 17B-hidroxiesterdide-desidrogenase e na
modulacdo de NF-kB, que participa de diversas respostas tumorais, e de uma série de
outros fatores envolvidos em processos inflamatorios e oxidativos, angiogénicos
(VEFG e MIF), apoptéticos (Bcl-2, Bax, Bad e caspases), proliferativos (TGF-), entre
outros. Em relacdo aos componentes quimicos da roma, torna-se dificil atribuir papeis
guanto as atividades verificadas. No entanto, € clara a importancia dos compostos
polifendlicos, como os elagitaninos presentes, sobretudo no pericarpo da roma (52).
Destaca-se aqui o acido elagico (EA) e seus metabdlitos, de fortes evidéncias
antiproliferativas e pré-apoptoéticas, atuando na via de sinalizacdo TGF-B/Smads (62).
Ja no 6leo da semente de roma (PSO), evidencia-se a importancia do acido punico
(AP) e do acido ursdlico (AU) (15, 64), com indicios de atuacdo nos processos

apoptético (AP e AU) e angiogénico (AP). Tendo-se atividades antitumorais
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relacionadas a mais que uma substancia, compreende-se que a capacidade da roma
na terapéutica do cancer de mama € potencializada pela utilizacdo do fruto como um
todo, ou ainda por fracOes deste (pericarpo, suco ou semente). Assim, 0 uso de seus
compostos isolados, embora traga beneficios, exclui a acdo sinérgica que parece
existir entre os componentes da roma.

Analisando-se a toxicidade relativa ao consumo da roma, ndo ha evidéncias
significativas de reagfes adversas (73, 74, 75) Tal ponto é importantissimo, pois tao
fundamental quanto a eficacia de uma terapia é a seguranca desta. Ja em relacao as
interagcdes medicamentosas envolvendo o fruto, algumas podem ser levantadas,
devido ao fato da roma interagir com as enzimas do Citocromo P450, de modo que a
possibilidade de utilizacdo da roma para fins terapéuticos deve ser precedida por uma
avaliagdo do historico medicamentoso do paciente.

Por fim, cabe considerar-se como se pode dar a aplicagcdo da roma no campo
terapéutico do cancer de mama. Os beneficios sdo claros, tanto para a prevencao
guanto para o tratamento da patologia. Os estudos conduzidos neste campo séo, no
entanto, ainda muito restritos a ensaios in vitro ou em animais, sendo que a resposta
metabolica humana frente ao consumo da romad ainda necessita de maior
sustentacdo, Ressalta-se aqui a necessidade de maiores investigacdes sobre como
se da o metabolismo da rom& no organismo humano, algo necessario para que se

entenda como pode ser feito o uso farmacéutico do fruto.

6. CONCLUSOES

Em um momento histérico no qual a populacdo acometida pelo cancer é
imensa, e no qual, ainda que com avancos, a terapia oncolégica é de certa forma tao
impotente, é curioso pensar no poder imenso que um unico fruto concentra em si.
Apesar de um consumo nao tdo inserido nos habitos brasileiros e de um custo
relativamente alto, a contribuicdo que a roma pode trazer ao cenario do cancer é
gigantesca. Sendo esta uma patologia de tamanha complexidade, torna-se necessario
um agente terapéutico que nao se limite a atuar apenas sobre um mecanismo tumoral.
A roma é extremamente valiosa neste aspecto, pois age contornando mais de um

mecanismo de sobrevivéncia e desenvolvimento da célula cancerigena, como visto
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pelas inUmeras atividades antitumorais demonstradas, permitindo assim otimizacéo da
terapia. Para sua utilizacdo neste campo, é necessério aprofundar o conhecimento
gue se tem das atividades de cada um de seus componentes e, ainda mais
importante, esclarecer a que concentracfes cada um destes traz beneficios a
terapéutica. Para tal, deve-se conduzir um maior nimero de estudos em seres
humanos.

Fundamental é estabelecer como estruturar uma terapia oncoldgica com base
na roma. A simples recomendacao de insercéo do fruto na dieta pode nao ser ideal,
pois é imprescindivel que se ofereca uma terapia padronizada. Ja a utilizacao de seus
extratos em formas farmacéuticas, € algo a ser explorado e levado a frente, para fins
tanto preventivos quanto curativos. Ainda que adjuvante a terapia convencional, 0 uso
da roma pode ser interessante, por talvez permitir certa reducdo de dose dos
farmacos de uso padréo, reduzindo seus efeitos adversos e potencializando a eficacia
terapéutica, rendendo melhora na qualidade de vida do paciente.

Da mesma forma que a escolha por habitos saudaveis no estilo de vida
individual é fundamental para se afastar as mais diversas doencas, fundamental &
aplicar esta mesma escolha no ambito da terapia, explorando opcdes terapéuticas de

baixa toxicidade e naturalmente disponiveis.
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8. ANEXOS

8.1.Anexo 1 —tabelaresumo dos estudos in vitro relatados

Material
Estudado

Composto Estudado ‘

Suco fermentado de roma (W) e Orgdo mamério

Oleo de semente de romé (PSO) de ratas tumoral
. - Células MCF-7 ¥ 24h, 72h, 120h,  Inibicdo do crescimento
Oleo de semente de roma (PSO) E4) 0-100000 pg/mi 168N, 216N s
Polifendis do suco da roma Células MCF-7 Inibic3o do crescimento
fresco (S), do suco fermentado (E+) e MDA- 0-250 pg/mi 4h ¢ e
(W) e do pericarpo da roma (P) MB-231 (E-)
Extrato metandlico da semente  Células MCF-7 0, 5, 20, 100, 250, 79h Inibicéo do crescimento
da roma (PSM) (E+) 500, 1000 pg/mi celular
Suco de roma (?nmercla\ (fruta Células MCF-7 0-100 pg/mi ) Inibicdo do crescimento
inteira) (E+) celular
Suco de roma comercial (fruta Células MCF-7 .
inteira) (E4) 50 pg/ml 72h Atraso do crescimento celular
Suco de roma comercial (fruta Células MCF-7 Inteferéncia na regulagdo do
inteira) (E4) o0 pg/mi 2 BDETHL ciclo celular (G2/M)
. L Células MCF-7 Inteferéncia na regulacéo do
Acido elagico (EA) (E+) 10-40 pgiml 24nh ciclo celular (G1)
Células ER Reducdo tempo e
Suco fermentado de roma (W) (-)MDA231e 50 - 200 mg/mL 5 dias concentracdo dependente da
SUM 149 taxa proliferativa
Células MCF-7 Significativa inibicao da
MUB, UA, UBS, GA, UB cultivadas com 0-4,7uM 48h proliferacdo celular somente
testosterona por UB e GA
Significativa inibigao
Células MCF-T (E+) da proliferagéo celular
MUB, UA, UBS, GA, UB cultivadas com 0-4,7uM 48h somente por UBS e GA;
estrogeno leve inibigéo por parte de
UAe UB
s 5 ~ Inducdo concentracdo
Suco fermentado de roma (W) CE;‘:?iESTjgﬂ) E[gm 100 - 300 mg/mL 72h dependente da taxa
apoptotica
o . Células ER (-) MDA- 25, 50 e 100 pg/ ’ . .
Oleo de semente de romd (PSQ) MB-435 = 3 dias Inducdo da apoptdse
Agido ursélico (UA) Células MCF-T (E+) 53 um 72h Indugdo da apoptase
Paolifendis do suco fermentado de romé (W) e Requlacio negativa na
6leo da semente de romA (PSO) prensado a  Gélulas MCF-7 (E+)  0-200 pg/mi 72n eguiaca neg
frio expressdo de VEGF
A o Regulagdo negativa na
Polifendis do suco fermentado de roma (W)  MDA-MB-231 (E-) 0-200 pgiml T2h expressdo de VEGF
Polifendis do suco fermentado de roma (W) e MDA-MB-231
dleo da semente de ;c[:lga (PS0O) prensado a esirégena negativas 0-200 pg/ml 72h Regulacdo positiva de MIF
Oleo de semente de romi (PSQ) Celulas MCF-7 (E+)  0-100 pg/ml 72h Inibigdo da invasdo celular
Suco fermentado de rom (W) Celulas ER ()MDA- 416 _aggmgime 72n  Reducdo damotilidade e
231 da taxa de invasao
Polifendis do suco fermentado (W) e do Microssomos de Limitac&o da sintese de
- 0.02pg/mi A
pericarpo () de roma placenta humana estrogeno
Significativa inibicdo da
MUB, UBS, UB, AUB, UA, MUA, AMUA, Microssomos de 0-47uM 20min atividade da aromatase

DMUA, GA, EA placenta humana

Concentragio

ESTUDOS IN VITRO

Tempo de
Incubagio

Atividade Verificada

10 dias Redug&o da ocorréncia

Ac 3o antic
inteferéncia na regulacgéo do ciclo

Mecanismo Envolvido

Inibigdo da COX-2, das enzimas
aromatase e 17B-hidroxiesterdide-

desidrogenase

Acéo anti-estrogénica e de inibigdo da

COx-2

Inibicdo da aromatase elou
antagonisme do receptor de estrogeno

Acdo antioxidante de compostos

fenolicos e flavonoidicos

Acdo antioxidante e de inteferéncia na
regulacdo do ciclo celular (G2/M)

Aant I +

€, possi 5

celular (G2/M)

Regulagfo negativa dos genes de
reparo do DNA e de regulagdo do ciclo

celular

Regulag&o negativa de componentes

somente por MUB, UBS,
UB, AUB, UA, MUA

necessarios a progressao do ciclo e
regulacdo positiva de inibidores do ciclo

celular

Modulagdo da ativacdo de NF-kB

Inibicdo da aromatase e/ou
antagonismo do receptor de estrogeno

Inibicdo da aromatase efou
antagonismo do receptor de
estrogeno

Possivelmente pela modulacdo
da via de sinalizacgdo NF-kB /
Bel2/Bax

Possivel agcdo do acido punico
na peroxidacgdo lipidica

Regqulacdo negativa de Bel-2 e
promecdo da clivagem de PARP

Possivelmente via inibigdo de
NF-kB e da COX

Possivelmente via inibigao de
NF-kB e da COX-2

Possivelmente via iﬂibi§§0 de
NF-kB E da COX

Inibigdo da COX-2

Inibicdo da aromatase

53

Referéncia

59
15

15
B0

61

61

61

62

14

68

68

14

15

15

14

68
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ESTUDOS IN VITRO

Composto Estudade Material Concentragio Tempo de Atividade Verificada Mecanismo Envolvido Referéncia
Estudado Incubagio

Significativa inibicdo da
UB, GA, UA, UBS, MUB Células MCF-7 0-4,7uM 3h atividade da aromatase 68
somente por UB e GA

Células renais

Polifendis do suco fermentado da roma (W) e Inibicdo da enzima

do pericarpo da romé (P) e 6leo de semente de E;Fr:ﬁ; rﬁ;i 1-1000 pg/mi - 17B-hidroxiesteroide- - 15
roma (PSO) . desidrogenase

Reducdo na expressdo das
subunidades p50 and p65 de 14
NF-kB

Células ER (-) MDA-
231 e SUM 149

Supresséo da Ativacdo

Suco fermentado de roma (W) constitutiva de NF-kB

100 - 400 mg/mL 72h

Regulacdo negativa de miR-
27A, miR-155, Sp1, Sp3, Sp4,
PI3K e AKT e regulacdo positiva 70
de ZBTB10, VEGF, VEGFR-1 &
SHIP-1

Extrato metandlico da porgdo polifendlica do  Células BT474 e 2 510 ug/mi 24n Antiproliferativa e Pro-
suco de roma (Pg) MDA-MB-231 ’ Hg apoptotica

8.2. Anexo 2 —tabelaresumo dos estudos in vivo relatados

ESTUDOS IN VIVO

Composto Organismo Frequéncia de | Duragio de Efeito Mecanismo Envelvido Referéncia
Estudado Estudado Administragdo | Administragao | Tratamento

E:xl#:::‘ COX-2: leve redugdo na expressao;
aqL::usu + 6leo Retas fémeas 0,2g/kg Oral 3x dia 18 semanas - IkBa: leve aumento na expressao 34
semente) citossdlica
COX-2: moderada reducdo na
Emulsdo Bl
(extrato ~ i NF-kB p65: maior expresséo citossolica e
EITED & (5 Ratas fémeas 1g/kg Oral 3x dia 18 semanas - menor expressdo nuclear; 34
semente) IkBa: significativo aumento na expressédo
citossolica
COX-2: expressiva redugdo na
Emulsdo expressao;
(extrato . . NF-kB p65: maior expressao citossolica e
aquoso + dleo Retas fémeas 9 g/kg Oral 3x dia 18 semanas - menor expressdo nuclear: 34
semente) IkBa: significativo aumento na expresséo
citossdlica
Emulsdo Redugdo da
(extrato 5 0259/ f incidéncia tumoral ~ Modulagdo de fatores apoptoticos (Bcl-2,
aquoso + oleo PR (e kg (2IE] SE3GIE UDEEETES € aumento da taxa Bad, Cyt c Casp-4, Casp-7, Casp-9) &)
semente) apoptotica
Extrato . - - . .
TR T Ratas fémeas Contencdo do volume Regulacdo negativa de miR-27A, miR-
S —— receptoras de 0.8 mg/ oral amEs 15 dias € peso tumoral e 155, Sp1, Sp3, Sp4, PI3K e AKT e 70
Ulifeﬂt')ligc.a do celulas BT474 kg/dia aumento de lesdes regulacdo positiva de ZBTB10, VEGF,
D xenoenxertadas apoptoticas VEGFR-1, §HIP-1 e Casp-3

suco de roma

26 de setembro de 2018 26 de setembro de 2018
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