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Resumo: O aspargo é um vegetal com valor nutricional, farmacéutico e industrial. E
pobre em calorias e gordura, mas rico em fibras e micronutrientes, incluindo vitaminas,
minerais e outros fitoquimicos. O objetivo do presente trabalho consistiu em avalair os
efeitos carcinogénico e modulador do extrato de aspargo (EA) por meio do teste para
deteccao de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster. Para isso, foram
preparadas trés concentragoes: 0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL de EA, utilizadas isoladamente
e em associacdo a doxorrubicina nos tratamentos com D. melanogaster. Na maior
concentragao testada, observou-se efeito carcinogénico do EA, uma vez que houve
aumento significativo na frequéncia tumoral em relagdo ao controle negativo. Nas
menores concentragoes testadas (0,625 e 1,25 mg/mL), houve redugao na frequéncia de
tumores em relagdo ao controle positivo, sugerindo atividade moduladora do EA sobre
a acao da DRX. Verifica-se, portanto, que o efeito do EA sobre a carcinogénese é
dependente da concentragao.

Palavras-chave: Asparagus officinalis L. Carcinogénese. Drosophila melanogaster.

Abastract: Asparagus is a vegetable with nutritional, pharmaceutical and industrial
value. It is low in calories and fat, but high in fiber and micronutrients, including
vitamins, minerals and other phytochemicals. The aim of the present study was to
evaluate the carcinogenic and modulatory effects of asparagus extract (AE) using the
test for detection of epithelial tumors (TTE) in Drosophila melanogaster. For this, three
concentrations were prepared: 0.625; 1.25 and 2.5 mg/mL of AE, used alone and in
combination with doxorubicin in treatments with D. melanogaster. In the highest
concentration tested, the carcinogenic effect of AE was observed, since there was a
significant increase in tumor frequency in relation to the negative control. And, in the
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lowest tested concentrations (0.625 and 1.25 mg/mL), there was a reduction in the
frequency of tumors in relation to the positive control, suggesting modulating activity
of the AE on the action of DXR. Therefore, it appears that the effect of AE on
carcinogenesis is dependent on concentration.

Keywords: Asparagus officinalis L. Carcinogenesis. Drosophila melanogaster

1INTRODUCAO

Na contemporaneidade, o cancer ¢ uma das problematicas mais relevantes no
que concerne a saude publica, tendo em vista sua complexidade, sua magnitude
epidemiologica e seu impacto socioeconomico. Ressalta-se que pelo menos um terco
dos casos novos de cancer que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser
prevenidos. Nesse sentido, as politicas publicas em prol da satide no Sistema Unico de
Saude (SUS) e a colaboragao na constitui¢ao da rede de cuidados integrais a satde sao
parte das responsabilidades do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2011).

Conceitua-se neoplasia como uma lesdo constituida por proliferagao celular
anormal, descontrolada e autonoma, em geral com perda ou reducao de diferenciagao,
em consequéncia de alteragdes em genes e proteinas que regulam a multiplicagao e
diferenciacdao das células. Desse modo, o que distingue uma neoplasia de uma
displasia e uma hiperplasia ¢ exatamente a autonomia de proliferacio. Quando a
ocorréncia dessa multiplicagdo ocorre em um drgao sélido, o maior niimero de células
de uma neoplasia forma um tumor (BRASILEIRO FILHO, 2011).

Do ponto de vista clinico, evolutivo e de comportamento, as neoplasias sao
divididas em duas categorias: benignas e malignas. As neoplasias benignas geralmente
nao sao letais, nem causam sérios transtornos para o hospedeiro, assim podem evoluir
durante muito tempo e geralmente nao oferecem risco a vida de seu portador. As
neoplasias malignas, ao contrdrio, em geral tém crescimento rdpido e grande parte
dessas provoca perturbagdes homeostaticas graves, que acabam levando ao O6bito
(BRASILEIRO FILHO, 2011).

Em meio aos varios fatores que dao origem a carcinogénese, a dieta vem se
destacando, seja como precursora, seja como retardadora ou inibidora da doenga.
Dessa forma, o desequilibrio alimentar pode implicar, a médio ou longo prazo,
transtornos e patologias prejudiciais ao organismo. A ingestdo continua e
desequilibrada de alimentos com alto teor de gorduras saturadas e gorduras
hidrogenadas, além de substancias quimicas embutidas em determinados alimentos
pode vir a desencadear um estdgio inicial neoplasico. Em contrapartida, uma dieta
equilibrada, abundante em fibras, vitaminas e proteinas favorece a prevencao ao
cancer, podendo ainda auxiliar, juntamente ao tratamento clinico, no retrocesso ou
estacionamento do estagio carcinogénico (FIGUEREDO; SILVA, 2001).

O aspargo (Asparagus officinalis L.) é um vegetal perene cultivado em dareas
temperadas e subtropicais. Essa espécie é economicamente importante, com alto valor
nutricional, valores farmacéuticos e industriais (JASHNI et al., 2016). Além disso, é
naturalmente pobre em calorias e gordura, mas rico em fibras e muitos
micronutrientes, incluindo vitaminas (especialmente K e C), minerais (especialmente
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manganes e selénio) e outros fitoquimicos. Na literatura, ha estudos referentes ao
potencial anticarcinogénico nas células do cancer do célon, do cancer de rim e do
cancer de figado. As propriedades anticancer dos espargos parecem estar relacionadas
a presenca de multiplos componentes, incluindo a sarsasapogenina e diosgenina,
asparaninas, saponinas e varios compostos acetilénicos (KERLEY, 2018).

As autoridades em satide e nutrigao afirmam que os vegetais estao entre os
alimentos mais saudaveis. Entretanto, recentemente, um composto presente nos
aspargos, denominado asparagina, foi associado ao cancer de mama em um estudo
feito pelo Cancer Research UK Institute. Pesquisadores notaram que uma dieta rica em
asparagina parecia proporcionar metdstase a partir de um cancer de mama em
camundongos (KERLEY, 2018).

Verifica-se, portanto, que existem contradi¢des descritas na literatura no que
concerne as propriedades do aspargo, seja no sentido de causar, seja no sentido de
prevenir a carcinogénese. Nesse contexto, ¢ imprescindivel que mais estudos
experimentais sobre esse vegetal sejam realizados para melhor esclarecer tal dicotomia.
Até o referido momento, ndo hd descri¢ao de um estudo a fim de comprovar os efeitos
referidos em Drosophila melanogaster.

Dessa forma, justifica-se o presente estudo, a fim auxiliar na prevencao do
cancer e na promogao de saude por meio da medicina baseada em evidéncias. Os
dados obtidos por meio de pesquisas cientificas no meio académico sao fundamentais
para a melhor compreensdao das nuances envolvidas no complexo processo de
patogénese das doengas, especialmente o cancer. Nessa dire¢do, objetivou-se, no
presente estudo, analisar o efeito carcinogénico e/ou anticarcinogénico do aspargo
(Asparagus officinalis L.) por meio do teste para detecgao de tumores epiteliais (ETT) em
D. melanogaster.

2 METODOLOGIA
2.1 CLORIDRATO DE DOXORRUBICINA (DXR)

O cloridrato de doxorrubicina (Fauldoxo®, lote 19B1091), Libbs Farmacéutica
Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil, antibidtico citotoxico da classe das antraciclinas, foi
utilizado como agente indutor de tumor na concentragcao de 0,4 mM, concentragao
comprovadamente carcinogénica em D. melanogaster (VASCONCELOS et al., 2017).
Trata-se um agente ndo especifico do ciclo celular, assim apresenta a¢ao seja nas células
em divisao, seja nas células na fase de repouso. Sua principal agao citotoxica ocorre
durante a fase S no ciclo celular. Ademais, ha inibi¢ao da sintese proteica e reacdes de
oxidagao, o que implica formacao de radicais livres (RODASKI; DE NARDI, 2004;
WITHROW, 2007).

2.2 EXTRATO DE ASPARGO
O aspargo (Asparagus officinalis L.) utilizado no presente estudo foi adquirido

em um supermercado na cidade de Patos de Minas-MG, in natura, em setembro de
2019. A preparagao do extrato da parte aérea (parte comestivel do aspargo) foi feita de
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acordo com a técnica denominada extracdao de Soxhlet. (KMCH COLLEGE OF
PHARMACY, 2018).

A priori, 450g de aspargo foram colados em placas de Petri e deixados por 48
h em estufa A 63°C. A posteriori ao processo de secagem do vegetal, este foi triturado.
Apds a trituragao, foi obtida uma amostra em po, que foi colocada em um saco poroso,
para assim ser alocada na camara de dedal do aparelho Soxhlet. O extrator consiste em
um baldo de fundo redondo, tubo de sifao, caminho de destilagdo, adaptador de
expansao, condensador, entrada de dgua de resfriamento, saida de dagua de
resfriamento, fonte de calor e dedal. O solvente de extragdo é coletado no balao de
fundo redondo e aquecido usando uma fonte de aquecimento como manta de
aquecimento. A temperatura de aquecimento € construida sobre o solvente empregado
na extragao. Devido ao calor, o solvente no balao de fundo se vaporiza no condensador
e goteja de volta ao dedal da amostra. Quando o contetido liquido atinge o braco do
sifao, o contetido liquido é esvaziado novamente no frasco inferior (KMCH COLLEGE
OF PHARMACY, 2018).

O processo de secagem € importante para a extragao de materiais vegetais,
pois os vegetais frescos possuem as enzimas ativas que produzem os constituintes
ativos intermedidrios e reagdes metabolicas, de modo que a secagem ¢é importante para
a pré-preparagao para extragao de materiais vegetais (THASE; HOWLAND, 1995).

A amostra de aspargo ficou por 24 horas no extrator, submetida a técnica de
Soxhlet. Assim, foi obtida uma amostragem densa do vegetal que foi deixada
novamente em estufa por 24 horas para secagem. Apds a segunda secagem, o material
foi diluido em uma solucao de 940 mL de agua, 50 mL de alcool etilico e 10 mL de
Tween 80 (1%), assim foi preparada a solu¢ao mae de extrato de aspargo. Com base em
estudo de Shao e colaboradores (1996), foram determinadas as concentra¢des que
foram utilizadas no experimento: 0,625 mg/mL, 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL.

2.3 TESTE PARA DETECCAO DE CLONES 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 dessas linhagens sao
cultivados no Laboratério de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de
Patos de Minas — UNIPAM, mantidas em frascos contendo meio de cultura de D.
melanogaster. Esse meio é composto por 820 mL de agua; 25g de fermento; 11 g de agar;
156 g de banana e 1g de nipagin. As linhagens sdo conservadas dentro de uma
incubadora com temperatura em torno de 25°C e 60% de umidade.

2.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para realizagio do tratamento, machos mwh/mwh e fémeas virgens
wts/TM3,5Sb1 foram colocados (simultaneamente) em recipientes de acasalamento e, a
posteriori, em frascos proprios para a postura de ovos e a obten¢do de larvas
heterozigotas wts+/+mwh.
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As larvas de 72 horas, resultantes do cruzamento anteriormente descrito,
foram transferidas para frascos contendo 1,5 g de puré de batata (meio alternativo para
a Drosophila), aos quais foram adicionados 5mL de trés diferentes concentragoes de
extrato de aspargo (0,625 mg/mL, 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL), para avaliagio da
atividade carcinogénica. Para avaliagdo da anticarcinogenicidade foram preparadas
solugdes com as mesmas concentragdes de aspargo mencionadas anteriormente,
associadas ao quimioterapico DXR (em sistema de cotratamento). Simultaneamente
foram preparados frascos com controle positivo, contendo somente DXR (em
concentragao de 0,4 mM) e controle negativo (solugao com agua, alcool e tween 80 a
1%). As larvas ficaram acondicionadas nesses recipientes até a metamorfose, com a
formacdo das moscas adultas. Nesse momento, foram coletadas e posteriormente
analisadas em lupa estereoscopica.

Foram selecionadas para andlise apenas as moscas portadoras do gene em
estudo (wts), que, em termos de fenotipagem, caracterizam-se pela presenca de
tricomas finos e longos. Por nao possuirem o gene em estudo, as moscas com tricomas
grossos e curtos ndo 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.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As diferengas estatisticas reveladas pelas frequéncias de tumores das trés
concentragOes testadas, além dos controles positivo e negativo, foram calculadas
utilizando-se o teste U, de Mann-Whitney, empregando-se o nivel de significancia a =
0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos individuos tratados com extrato de aspargo (EA) nas concentra¢des de
0,625mg/mL, 1,25mg/mL e 2,5mg/mL, as frequéncias de crescimento tumoral foram,
respectivamente, 0,18; 0,08 e 0,11 tumores/mosca, como pode ser observado na Tabela
1. A frequéncia de tumores no controle negativo foi 0,08. A partir desses dados, infere-
se que o extrato de aspargo foi carcinogénico na maior concentracdo testada, uma vez
que houve diferencga significativa em relacao ao controle negativo (p< 0,05).

Tabela 1—Frequéncia de tumores observados nos descendentes heterozigotos de
Drosophila melanogaster tratados com controle negativo, controle positivo (DXR) e
diferentes concentragdes de extrato de aspargo (EA) isoladas e associadas a DXR

Concentragoes Individuos Tumores encontrados Total Frequéncia
(moscas) Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter

Controle negativo 200 0 0 1 16 0 0 17 0,08

DXR 0,4 mM 200 11 15 26 60 11 7 119 0,60*

EA 0,625 mg/mL 200 0 0 1 20 2 0 23 0,11

EA 1,25 mg/mL 200 0 0 2 13 2 0 17 0,08
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EA 2,5 mg/mL 200 1 0 5 28 3 0 37 0,18*
EA 0,625 mg/mL + DXR 200 1 3 10 35 10 3 63 0,31%**
EA 1,25 mg/mL + DXR 200 0 4 7 52 6 1 70 0,35**
EA 2,5 mg/mL + DXR 200 0 5 11 95 9 10 132 0,66

Diagnostico estatistico de acordo com o Teste Mann-Whitney. Nivel de significancia p = 0,05
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).
** Valor considerado diferente do controle positivo (p < 0,05).
DXR, Doxorrubicina.
EA, Extrato de aspargo.
Fonte: Dados da pesquisa.

A propriedade pro-neoplédsica evidenciada na concentragao de 2,5 mg/mL
pode estar relacionada a uma maior biodisponibilidade da asparagina nessa
concentragao, que, segundo Knott et al. (2018), influencia fortemente o potencial
carcinogénico. A asparagina é um aminodcido nao-essencial presente em abundancia
nos aspargos. Demonstrou-se que a expressdao da asparagina sintetase no tumor
primario de um paciente foi mais fortemente correlacionada com a recidiva metastatica
posterior em um modelo funcional de heterogeneidade do cancer de mama. Limitar a
asparagina pela redugao da asparagina sintetase, tratamento com L-asparaginase ou
restricao dietética da asparagina reduziu a metastase. Por outro lado, o aumento da
expressao da asparagina na dieta ou da asparagina sintetase forcada promoveu a
progressao metastatica (KNOTT et al., 2018).

Segundo estudo feito pelo Cancer Research UK Institute, uma dieta abundante
em asparagina pareceu proporcionar metdstases a partir de um cancer de mama em
camundongos. Parte adicional do estudo demonstrou que a asparagina foi restrita e a
reducdo do composto limitou a disseminacdo do cancer de mama. Além disso,
pesquisadores examinaram registros humanos e descobriram que os tumores de mama
que produzem mais asparagina tém maior probabilidade de se tornarem metastaticos
(KERLEY, 2018).

Ao avaliar os individuos de D. melanogaster tratados com extrato de aspargo
nas concentragdes de 0,625 mg/mL, 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mlL, associado a DXR,
observaram-se as seguintes frequéncias tumorais: 0,31; 0,35 e 0,66 tumores por mosca,
respectivamente. Nos individuos tratados apenas com o controle positivo, DXR, a
frequéncia foi 0,60 tumor por mosca. Com isso, observa-se uma redugao,
estatisticamente significativa (p<0,05), nos individuos tratados com as duas menores
concentra¢des de EA em relagao a frequéncia de tumores do controle positivo, o que
evidencia que o EA, nas concentragoes 0,625 mg/mL e 1,25 mg/mL, atuou reduzindo a
frequéncia tumoral induzida pela DXR. Sob essa perspectiva, nota-se que o aspargo em
menores concentragdes parece exercer efeito modulador frente a agentes neoplasicos, o
que provavelmente justifica-se pelo fato de apresentar compostos antioxidantes em
grande concentracdo, como os fenolicos e flavonoides, porém com menor fragao de
asparagina (CISOWSKA et al., 2019).

Em publicagao no International Journal of Oncology, em 2013, uma pesquisa
avaliou os mecanismos anticancerosos de um extrato metandlico de brotos de A.
officinalis L. em células humanas de carcinoma de célon e suas células metastaticas
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derivadas. As propriedades quimiopreventivas do composto também foram avaliadas
em um modelo de carcinogénese do cdlon. O referente estudo revelou que apods sete
semanas de tratamento com o aspargo, o colon de ratos exibiu uma redugao de 50% do
numero de lesdes pré-neoplasicas (focos de criptas aberrantes). Em conjunto, os dados
obtidos nessa pesquisa destacam os efeitos quimiopreventivos do A. officinalis L. na
carcinogénese do cdlon e sua capacidade de promover a homeostase celular normal
(BOUSSEROUEL et al., 2013).

Nesse experimento, demontrou-se que um extrato metandlico de aspargos
ativa a via do receptor de morte TRAIL nas células de adenocarcinoma do célon
humano SW480 e em suas células SW620 metastaticas resistentes a TRAIL derivadas.
Esse extrato também sensibilizou essas células a apoptose induzida por TRAIL, por
meio da regulagao positiva dos receptores de morte (DR4/DR5) e a ativagao associada
da caspase-8 e caspase-3, levando finalmente a morte celular (BOUSSEROUEL et al.,
2013).

Liu et al. (2009) verificaram que a asparanina A, uma saponina esteroide
extraida de Asparagus officinalis L., induz parada de fase G2/M do ciclo celular e
apoptose de maneira independente de p53 em células HepG2 de carcinoma
hepatocelular humano. Esses dados indicam que a asparanina A mostra promessa
como agente preventivo e ou terapéutico contra o hepatoma humano.

Bousserouel et al. (2013) verificaram que o extrato de aspargo exerceu varios
efeitos anticarcinogénicos e protetores na mucosa colonica nos estagios iniciais. No
nivel molecular, o extrato de aspargo exibiu efeitos multirecionados na mucosa
colonica pré-neoplasica, incluindo a inibigao de mediadores proé-inflamatorios celulares
como IL1B, TNF-a, MMP-7 e MMP-9, em associagao com um aumento da expressao
dos mediadores de defesa do hospedeiro como a-defensina-5 e lipocalina 2. Destaca-se
nesse estudo, o potencial quimiopreventivo do extrato de aspargo na carcinogénese do
cdlon e sua capacidade de promover a homeostase celular normal.

Shao et al. (1996) notaram atividade citotoxica do aspargo. Eles reprimiram o
crescimento de células HL-60 de leucemia humana em cultura e a sintese
macromolecular de uma maneira dependente da dose. Saponinas de caules antigos de
aspargos exerceram potencial atividade repressiva no crescimento tumoral e metastase
de células de cancer de mama, cdlon e pancreas.

Em suma, hd estudos que demostram efeito anticancer do aspargo em
modelos experimentais, porém encontram-se publica¢des que evidenciam fator pro-
cancer de compostos presentes nesse vegetal. Nessa direcao, infere-se que os resultados
da presente pesquisa, ora constatando potencial carcinogénico, ora ratificando
potencial modulador do aspargo (Asparagus officinalis L.), dependendo da concentracao
testada, vao ao encontro da dicotomia apresentada na literatura.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O teste para a deteccao de clones de tumores epiteliais em Drosophila
melanogaster permitiu identificar a propriedade moduladora do extrato de aspargo
sobre a agdo da DXR nas concentra¢cdes de 0,625mg/mL e 1,25mg/mL. Ja na
concentra¢ao 2,5 mg/mL foi observado potencial carcinogénico. Logo, a dualidade e
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ambivaléncia de efeitos do extrato de Asparagus officinalis L. corroboram achados da
literatura. Sugere-se que a concentragdo de aspargo e, consequentemente, de seus
componentes ativos, como a asparagina, sejam determinantes para a determinagao
desse efeito.
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