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Resumo

Carcinogénese ¢ o processo que leva a formacao do cancer, que pode ocorrer de forma espontanea ou provocada pelas
acOes dos agentes cancerigenos. A quimioprevengdo combinada, baseada na dieta, ¢ promissora, pois além de mais
acessivel a populagdo, tem menor custo e atua reduzindo o risco de céncer. Neste contexto destaca-se 0o morango
(Fragaria x ananassa), com alto teor de compostos fotoquimicos, com ressalto para os compostos fenolicos e suas agdes
protetoras. Neste contexto, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar o efeito anticarcinogénico do morango contra
os danos induzidos pela doxorrubicina, por meio do teste para detec¢do de clones de tumores epiteliais, em células
somaticas de Drosophila melanogaster. Duas linhagens de D. melanogaster foram utilizadas para realizar o ETT: warts
e multiple wing hairs. As larvas obtidas foram submetidas a avalia¢do carcinogénica, pré-tratamento com morango e
pos-tratamento com morango, além de controle negativo usando agua de osmose reversa e controle positivo
doxorrubicina 0,4mM. Os resultados dos individuos tratados com morango de 25%, 50% e 100% apresentaram
frequéncias tumorais de 0,1, 0,15 e 0,21, respectivamente, enquanto no pré-tratamento com morango 50% e 100% e
expostas DXR 0,4mM apresentaram frequéncia de tumores por mosca de 0,25 e 0,13 respectivamente € no pos-
tratamento houve reducdo na frequéncia de tumores, uma vez que quanto maior a concentragdo, menor a frequéncia
tumoral. Conclui-se que 0 morango nas presentes condigdes experimentais apresentou efito anticarcinogénico,efeito
este, que sofreu variagdo da concentragdo testada.

Palavras-chave: Efeito anticarcinogénico; Teste de tumores epiteliais; Morango; Quimioprevengao.

Abstract

Carcinogenesis is the process that leads to the formation of cancer, which can occur spontaneously or provoked by the
actions of carcinogens. Combined chemoprevention, based on diet, is promising, as well as being more accessible to
the population, has lower cost and acts to reduce the risk of cancer. In this context stands out the strawberry (Fragaria
x ananassa), with high content of photochemical compounds, with rebound for phenolic compounds and their protective
actions. In this context, the present research aimed to evaluate the anticarcinogenic effect of strawberry against damage
induced by doxorubicin, through the test for detection of clones of epithelial tumors in somatic cells of Drosophila
melanogaster. Two strains of D. melanogaster were used to perform the ETT: Warts and Multiple Wing hairs. The
larvae obtained were submitted to carcinogenic evaluation, pre-treatment with strawberry and post-treatment with
strawberry, in addition to negative control using reverse osmosis water and positive control of 0.4mm doxorubicin. The
results of individuals treated with strawberry of 25%, 50% and 100% presented tumor frequencies of 0.1, 0.15 and 0.21,
respectively, while in the pre-treatment with strawberry 50% and 100% and exposed DXR 0.4mm showed frequency
of tumors per fly of 0,25 and 0.13 respectively and in the post-treatment there was a reduction in the frequency of
tumors, since the higher the concentration, the lower the tumor frequency. It is concluded that the strawberry in the
present experimental conditions presented anticarcinogenic effect, which suffered variation of the concentration tested.
Keywords: Anticarcinogenic effect; Epithelial tumor testing; Strawberry; Chemoprevention.
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Resumen

Carcinogénesis es el proceso que conduce a la formacion del cancer, que puede ocurrir de forma espontanea o provocada
por las acciones de los agentes cancerigenos. La quimioprevencién combinada, basada en la dieta, es prometedora, pues
ademas de mas accesible a la poblacién, tiene menor costo y actda reduciendo el riesgo de cancer. En este contexto se
destaca la fresa (Fragaria x ananassa), con alto contenido de compuestos fotoquimicos, con resalto para los compuestos
fendlicos y sus acciones protectoras. En este contexto, la presente investigacion tuvo por objetivo evaluar el efecto
anticarcinogénico de la fresa contra los dafios inducidos por la doxorrubicina, por medio de la prueba para la deteccion
de clones de tumores epiteliales, en células somaticas de Drosophila melanogaster. Dos linajes de D. melanogaster
fueron utilizados para realizar el ETT: Warts y Multiple Wing hairs. Las larvas obtenidas fueron sometidas a evaluacién
carcinogénica, pretratamiento con fresa y post-tratamiento con fresa, ademas de control negativo usando agua de
6smosis inversa y control positivo doxorrubicina 0,4mm. Los resultados de los individuos tratados con fresa de 25%,
50% y 100% presentaron frecuencias tumorales de 0,1, 0,15y 0,21, respectivamente, mientras que en el pretratamiento
con fresa 50% y 100% y expuestas DXR 0,4mm presentaron frecuencia de tumores por mosca de 0,25 y 0,13
respectivamente y en el post-tratamiento hubo reduccion en la frecuencia de tumores, una vez que mayor la
concentracion, menor la frecuencia tumoral. Se concluye que la fresa en las presentes condiciones experimentales
presentd efito anticarcinogénico,efecto este, que sufrié variacion de la concentracién testada.

Palabras clave: Efecto anticarcinogénico; Prueba de tumores epiteliales; Fresa; Quimioprevencion.

1. Introducéo

A carcinogénese é o processo que leva a formagdo do cancer. Ela pode ser espontanea ou provocada pelas a¢des dos
agentes cancerigenos, 0s quais sdo capazes de alterar a genética do individuo atraves da replicagdo incorreta do DNA e, dessa
maneira, iniciar uma neoplasia. Além disso, h& alteracBes celulares, como o dano oxidativo, altera¢cdes enzimaticas e
reordenamento cromossdmico, que sdo suficientes para causar uma instabilidade gendmica. Essa precursora de uma mutacao
também promove o processo neoplasico (Inca, 2002). De acordo com Brasil (2019), sabe-se que esses mesmos mecanismaos que
levam & proliferacdo celular irrestrita e progressdo tumoral podem atuar também em beneficio do organismo, por meio de
mecanismo protetores.

Através do perfil epigenético, os agentes quimiopreventivos podem atuar nos processos de iniciagdo e promocéo da
carcinogénese. Sabe-se, que esses agentes podem reduzir e atrasar a capacidade das células cancerigenas de desenvolver
propriedades metastaticas, promovendo a apoptose e inibindo a angiogénese, mecanismos de invasdo e disseminacdo do cancer
(Landis-Piwowar & lyer, 2014).

A quimioprevencdo combinada, baseada na dieta, € promissora, pois além de mais acessivel a populagéo, tem menor
custo e atua reduzindo o risco de céncer. Portanto, o consumo habitual de compostos alimentares ricos em antioxidantes,
incluindo a ingestdo de agentes quimiopreventivos presentes em frutas e vegetais, com destaque para os fitoquimicos, estao
atraindo um interesse consideravel (George et al., 2017).

Neste contexto destaca-se 0 morango (Fragaria x ananassa), pseudofruto referenciado pelo seu alto teor de compostos
fotoquimicos, com ressalto para os compostos fendlicos e suas acBes protetoras. Entre elas a anticarcinogénica e anti-
inflamatérios sdo as principais, decorrem de agdes anti-hipertensivas, antimicrobiana, assim como a inibicdo enzimaética,
prevenindo patologias relacionadas ao estresse oxidativo, como o cancer (Camargo, 2019).

Portanto, nesse estudo teve por objetivo avaliar o efeito anticarcinogénico do morango (Fragassa x ananassa) contra
os danos induzidos pela doxorrubicina, por meio do teste para deteccéo de clones de tumores epiteliais (Epthelial Tumor Test -

ETT), em células somaticas de Drosophila melanogaster.

1.1 Quimioprevencao
A Quimioprevencdo é definida como o uso sistémico de agentes quimicos naturais ou sintéticos para reverter ou suprimir
mecanismos relacionados a carcinogénese (Oliveira et al, 2020). Segundo Liu (2013), o mecanismo mais conhecido € pautado

na acdo antioxidante, uma vez que os danos oxidativos sdo componentes fundamentais nesse processo. As espécies reativas de
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oxigénio (EROs), sdo influenciadas por diversos mecanismos fisiolégicos ou até mesmo por estimulos ambientais; ocasionando
alteracBes genéticas favoraveis a carcinogénese.

Dessa forma, a agdo fitoquimica é eficiente por reduzir o potencial oxidativo no organismo, diretamente ou
indiretamente através de enzimas, que sequestram radicais livres. A capacidade dos fitoquimicos de eliminar os radicais livres é
ligada a atividade principal, que visa o bloqueio no processo de conversao de fatores pré e prd carcinogénicos, de maneira que
impedem a unido dos carcindgenos ao DNA, RNA e proteinas funcionais relacionadas, impedindo assim irregularidades no ciclo
celular (Pan & Ho, 2008, George et al., 2017).

Outro mecanismo dos fitoquimicos é a agdo anti-inflamatoria. Eles sdo capazes de inibir o fator nuclear kB (NF-«B),
elemento fundamental no processo de transcricdo de expressao das citocinas pré inflamatérias, que geram alteracdes celulares
diversas no organismo, propiciando a ocorréncia de mutagGes genéticas, que induzem a proliferagdo celular, angiogénese, bem
como outros eventos. Sendo assim, a a¢do fitoquimica é baseada no controle celular e um dos principais mecanismos, outro meio
de atuacdo, é pela regulacdo de genes anti-apoptoticos e controle da expressdo de proteinas mitogénicas (Pan & Ho, 2008, Liu,
2013, Gupta et al., 2010).

1.2 Morango

O morango (Fragaria x ananassa) apresenta inimeros beneficios para o organismo humano. E considerado um alimento
funcional. Compostos como flavonoides, acidos fendlicos e vitamina C obtém atividade anti-inflamatoria e anticarcinogénica
por meio da remocdo de radicais livres. Esses radicais atacam moléculas importantes como enzimas e DNA, sua diminuicéo
acaba reduzindo o estresse oxidativo, o qual pode gerar lesGes celulares preditoras de malignidade (Forbes-Hernandez et al.,
2015 apud Nunes & Novello, 2020). Além disso, é altamente absorvido ao longo do trato gastrointestinal, o que contribui com
0 aumento da sua utilizagdo pelo organismo.

Os polifendis estdo presentes em altas quantidades nessa fruta, sendo as antocianinas, os fendis mais prevalentes. Além
de ser responsavel pela cor avermelhada do morango, as antocianinas reduzem os niveis sanguineos de colesterol total,
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), contribuindo para a redugdo do risco cardiovascular e melhorando o perfil lipidico
(Alvarez-Suarez et al., 2014). Essa substancia é usufruida em processos antibacterianos, anti-inflamatdrios e anticarcinogénicos,
nesse Ultimo processo, contribuem significativamente com efeitos apoptéticos em células cancerigenas (Lépez et al., 2017).

Vérios estudos epidemioldgicos associam a menor incidéncia de doengas cronicas ndo-transmissiveis ao maior consumo
de frutas na dieta com agdes antioxidantes, como o morango (Figura 1). E importante também destacar a presenca de acido
elagico nesse fruto, composto com alto potencial biolégico, entretanto, com baixa distribui¢do em outros alimentos, 0 que o torna
responsavel pela fonte dessa substancia na dieta brasileira (Pinto, 2008).

Figura 1- Morango (Fragaria x ananassa).

Fonte: https://www.britannica.com/plant/Fragaria-ananassa (Acesso em: 29 de setembro de 2021).
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Os flavonoides, grupo de compostos que incluem as antocianinas, foram destacados em estudos in vitro como indutores
de uma grande variedade de enzimas envolvidas em processos reguladores de divisdo celular, agregacdo plaquetéaria, atuagao na
resposta inflamatoria e imune. Além disso, sua propriedade antioxidante com agéo inibitdria mostrou-se eficaz em varios estagios

do processo tumoral em estudos experimentais com animais (Hollman & Katan, 1999).

2. Metodologia

Refere-se a um estudo de carater experimental o qual foi realizado no Laboratério de Citogenética e Mutagénese
(LABCIM) do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). A evidéncia do método experimental é pautada no controle
de circunstancias e varidveis que tenham potencial de interferir na relacdo de causa e consequéncia, bem como relaciona a busca

pela descoberta de relagdes e proporgdes entre as hipéteses (Estrela, 2018).

2.1 Preparacdo do extrato de morango

Os morangos utilizados nesse estudo foram adquiridos no comércio local em Patos de Minas, Minas Gerais, com
recursos proprios do pesquisador. No LABCIM os frutos selecionados foram lavados e submetidos a remoc¢éo das sépalas e
pedicelos, posteriormente os receptaculos (parte comestivel) dos frutos foram macerados para obtencéo do extrato total (solucdo
mae). Posteriormente, foi realizado a diluicdo seriada utilizando dgua de osmose reversa, assim foram empregados nesse estudo

as concentracdes de morango 25, 50 e 100%.

2.2 Epithelial Tumor Test (ETT)

Duas linhagens de Drosophila melanogaster foram empregadas na conducéo do teste de tumores epiteliais (Epithelial
Tumor Test - ETT). Ambas as linhagens possuem marcadores genéticos especificos: uma portadora do gene warts (wts, 3-100)
e outra com o gene multiple wing hairs (mwh, 3-03). Estas linhagens encontram-se disponiveis no laboratério de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas - UNIPAM. Elas sdo mantidas em frascos de 250 mL contendo meio de
cultura composto por banana, agar e nipagin, sendo conservadas em uma incubadora com temperatura de 25°C, umidade de 60%,
e um ciclo de fotoperiodo de 12 horas.

Para a conduc&o do teste, foi necessario realizar cruzamentos entre fémeas virgens portadoras do gene wts/TM3, Sb! e
machos com a caracteristica mwh/mwh. Os ovos resultantes desse cruzamento foram coletados em frascos especificos contendo
um meio de cultura adequado para a postura dos ovos, composto por agar, fermento biolégico e acucar, durante um periodo de
8 horas.

Ap0s a eclosdo dos ovos, as larvas no terceiro estagio de desenvolvimento foram obtidas por meio de uma lavagem dos
frascos com agua de osmose reversa, passando por uma peneira de malha fina. Estas larvas, coletadas em grupos contendo
aproximadamente 200 exemplares cada, foram submetidas a trés diferentes esquemas de tratamento: uma avaliacdo
carcinogénica, pré-tratamento com morango e pés-tratamento com morango.

Na avaliagdo carcinogénica as larvas de terceiro estagio +/-72h foram tratadas com as concentragdes isolodadas de
morango (25, 50 e 100%), por periodo de aproximandamente, 48h. No pré-tratamento com morango as larvas foram transferidas
para frascos devidamente identificados contendo papel filtro umedecido com as concentragdes isoladas de morango (25, 50 e
100%), a exposiccdo ocorreu por um periodo de 6h. Posteriormente, as larvas foram lavadas e transferidas para frascos
devidamente identificados, contendo 1,5g de puré de batata Yoki, meio alternativo para Drosophila (Spano et al., 2001),
umedecidos com doxorrubicina 0,4 mM. Também foram incluidos frascos com controle negativo (dgua de osmose reversa) e
com controle positivo (DXR 0,4 mM). No pdés tratamento as larvas foram transferidas para frascos contendo papel filtro

umedecido com DXR a 0,4 mM. A exposic¢do ocorreu por um periodo de 6h, em seguida as larvas foram lavadas e transferidas
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para frascos contendo as diferentes concentragdes de morango (25, 50 e 100%). Também foram incluidos frascos com controle
negativo (agua de osmose reversa) e com controle positivo (DXR 0,4 mM).

Para conduzir o teste de toxicidade, uma série de frascos foi designada com a sigla "TX," que incluia 0 nome da
concentracdo e o esquema de tratamento correspondentes. Cada um desses frascos foi utilizado para acomodar e contar 50 larvas
selecionadas para o teste. Ap6s o periodo de metamorfose, as moscas resultantes foram coletadas e preservadas em frascos
contendo alcool a 70%. A etapa inicial da analise envolveu a contagem das moscas que eclodiram dos frascos "TX" a fim de
determinar a taxa de sobrevivéncia e, consequentemente, a viabilidade de cada concentracdo testada.

Em seguida, foi iniciada a fase de analise detalhada sob uma lupa estereoscépica. Nessa etapa, procedeu-se a contagem
de tumores de acordo com os critérios estabelecidos por Justice (1995). Os resultados obtidos foram registrados em uma planilha
padronizada, na qual foi documentada a quantidade de tumores observados em diferentes areas do corpo das moscas, abrangendo
olhos, cabeca, corpo, asas, pernas e halteres.

Para determinar a frequéncia de tumores por mosca, calculou-se a propor¢ao, dividindo o nimero total de tumores pelo
namero de individuos analisados em cada concentracdo. As eventuais diferencas estatisticas entre a frequéncia de tumores nas
concentragoes testadas e nos grupos de controle (positivo e negativo) serdo avaliadas utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney, com um nivel de significancia estabelecido em p < 0,05.

3. Resultados e Discusséo

A doxorrubicina (DXR) é um antibi6tico utilizado em tratamento oncoldgico em animais e seres humanos devido ao
seu efeito genotdxico e carcinogénico. Esse farmaco pertence a classe das antraciclinas, isolado a partir da cultura do fungo
Streptomyces peucetiusvar caesius (Oliveira, 2018).

A DXR pode reagir com macromoléculas teciduais normais e malignas. Ela é capaz de se unir ao DNA das células e
impedir a sintese de DNA e de RNA, estabilizando a célula e suspendendo seu metabolismo e replicacdo, causando efeitos
antiproliferativos em tecidos tumorais ou em tecidos dentro da normalidade (Santos; Oliveira, 2018).

Os mecanismos de a¢do dessa substancia incluem além da interagdo com o DNA, a inibi¢do da sintese de proteinas e
das enzimas topoisomerase e o desenvolvimento de radicais livres (Candido, 2013 apud Silva et al., 2018). Este ultimo
mecanismo é possivel gragas a estrutura desse farmaco (Figura 2), o anel tetraciclico ligado a daunosamina combinado com
compostos citotoxicos que possuem constituintes quinona e hidrogquinona. Essas caracteristicas permitem a doagéo e acepcao de

elétrons, e nessa transferéncia, produz-se os radicais livres de oxigénio (Craig; Stitzel, 2014).

Figura 2 - Estrutura quimica da Doxorrubicina.

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Doxorubicin_chemical_structure.png. (Acesso em: 29 de setembro de 2021).
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O teste para detecgdo de clones de tumores epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster é uma forma facil, rapida e
sensitiva de avaliacdo da atividade carcinogénica decompostos ou misturas mais complexas. A Drosophila possui um gene
supressor de tumor chamado warts (wts), que codifica uma quinase semelhante a humana; cuja funcéo é o controle do tamanho
e da proliferacdo das células. Ja foi observado que a inativagcdo de ambos os alelos desse gene resulta na morte embrionaria,
entretanto, nos heterozigotos que sofrem recombinacdo mitética, conduzem um supercrescimento no epitélio das cuticulas
humanas. Isso sugere, que a proteina wts pode ser um regulador negativo no controle do ciclo celular (Justice et al., 1995; Eeken
etal., 2002). A perda da heterozigose no gene wts de Drosophila, causada por recombinacdo mitética em células somaticas, leva
a formacdo de clones celulares fragmentados, arredondados e muito superlotados em relagdo as células normais (Justice et al.,
1995). As variagOes encontradas no gene wts nos discos imaginais correspondem aos tumores.

Visando avaliar a viabilidade dos extratos utilizados no experimento, bem como selecionar as concentragoes disponiveis
e sua aplicabilidade, foi realizado o célculo da taxa de sobrevivéncia relacionando o nimero de larvas sobreviventes, que
eclodiram durante o processo, e o nimero de larvas colocadas em cada frasco com o tratamento, inicialmente.

Conforme demonstrado no Gréfico 1, na avaliagdo carcinogénica a sobrevivéncia foi de 45%, 41% e 29% nas
concentragdes de 25, 50 e 100%, respectivamente, de morango isolado. Ao avaliar a sobrevivéncia do pré-tratamento com
morango, a sobrevivéncia, nas concentracdes de 25, 50 e 100% foi de, respectivamente, 45%, 37% e 26%. Com relacdo a
sobrevivéncia do pds-tratamento é possivel notar o valor de 27%, 31% e 26%, nas mesmas concentragdes de 25, 50 e 100%. Por
meio dos dados adquiridos no experimento inicial de controle, a viabilidade das concentracfes utilizadas foi descrita, bem como
a toxicidade dos tratamentos estabelecida.

Gréfico 1 - Porcentagem de sobrevivéncia dos controles.

PERCENTUAL DE SOBREVIVENCIA

TRATAMENTOS

Fonte: Autores (2023).
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Por meio da analise individual das moscas de pelo longo de cada concentragdo, foi possivel verificar as frequéncias de
tumores observadas nos diferentes segmentos da Drosophila melanogaster tratadas com extrato de Fragassa x ananassa, além
do controle positivo e negativo (Tabela 1). A analise de tumores observada nos individuos tratados no controle negativo mostra
uma frequéncia de 0,19 tumor/mosca, fato que pode ocorrer devido a predisposicdo genética intrinseca a Drosophila
melanogaster, em ocorréncia aleatoria (Alves & Nepomuceno, 2012).

Tabela 1 - Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor
wts, tratada com diferentes concentracdes isoladas de morango (Fragaria x ananassa).

Tratamentos NGmero de Numero de tumores analisados
Mtzzzr;go (?n )I(\/IR) ar:gﬁigﬁis Olho Cabeca Asa  Corpo Perna Halter Total Frt(e'q\ll;ednema
tumores/mosca)

0,0 0,0 100 0 0 0 19 0 0 19 0,19

0,0 0,4 100 0 0 1 27 0 0 28 0,28 *

25 0,0 100 0 0 0 9 1 0 10 0,1*

50 0,0 100 0 1 0 11 3 0 15 0,15*

100 0,0 100 0 0 2 19 0 0 21 0,21*

Diagndstico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p <0,05. * Valor considerado diferente
do controle negativo (p < 0,05). ** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4 mM) (p < 0,05). DXR,
doxorrubicina. Fonte: Autores (2023).

Em individuos tratados com o controle positivo, é possivel notar uma frequéncia de 0,28 tumores por mosca. O uso de
DXR como controle positivo é feito pela sua interacdo a molécula de DNA, que age interferindo no ciclo celular e na producéo
de radicais toxicos e, provavelmente, esses mesmos mecanismos estéo relacionados com a transformacao de uma célula normal
para uma célula maligna (Alves; Nepomuceno, 2012). Estatisticamente, foi estabelecida pelo Teste de Mann-Whitney
significativa diferenca entre as frequéncias de tumores em moscas tratadas com o controle positivo e controle negativo, conforme
demonstra a Tabela 1.

A Tabela 1 também apresenta os resultados dos individuos tratados com morango de 25%, 50% e 100%, cujas
frequéncias tumorais foi de 0,1, 0,15 e 0,21, respectivamente. Alguns autores colocam que compostos fitoquimicos, presentes
no morango, desempenham um papel na inibicdo do ciclo celular implicado no avanco do céncer, regulam o processo
tumorigénico, prevenindo a metastase e promovendo a inibi¢do da morte celular (Islam et al., 2017). No presente estudo, ao
comparar a frequéncia tumores do morango com o controle negativo, é possivel notar que apenas a maior concentragdo (morango
100%) apresentou aumento na frequéncia de tumores de forma significativa, as demais concentracfes os resultados foram
inferiores ao controle negativo. Assim, esses resultados podem sugerir efeito carcinogénico de Fragaria x ananassa em
Drosophila melanogaster na maior concentracéo.

Apesar do efeito antioxidante do morango ser o principal ponto destacado na literatura, é evidenciado que o acido
ascorbico, um dos principais componentes antioxidantes presente no morango, atua na fase aquosa como excelente redutor de
radicais livres, mas ndo é capaz de agir sozinho nos compartimentos lipofilicos para inibir a peroxidagao dos lipideos. J& na
presenca de metais de transicdo, pode atuar como uma molécula pré-oxidante e gerar os radicais H-O, e OH" (Dauchet et al.,
2006). Em adicdo, estudos in vitro realizado por Moreira e Mancini-Filho (2004) também evidenciaram que estes compostos
fendlicos podem também promover reagdo oxidativa, agindo como pré-oxidantes, ao atuarem sobre metais, reduzindo-os e

aumentando a formac&o de radicais livres e peréxidos.
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Tabela 2 - Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor
wts, expostas previamente a diferentes concentracdes isoladas de morango (Fragaria x ananassa) e, posteriormente, expostas a

doxorrubicina.

Tratamentos NGmero de NUmero de tumores analisados
moscas Frequéncia
M%j;]go (?n )I(\/FI; analisadas Olho Cabeca Asa  Corpo Perna Halter Total (N°de
0 tumores/mosca)
0 0 67 0 0 0 5 0 0 5 0,07
0 0,4 52 1 4 0 37 0 0 42 0,81*
25 0,4 100 2 4 0 48 2 3 59 0,59
50 0,4 100 1 1 1 20 0 2 25 0,25**
100 0,4 100 0 0 1 12 0 0 13 0,13**

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p <0,05. * Valor considerado diferente
do controle negativo (p < 0,05). ** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4 mM) (p < 0,05). DXR,
doxorrubicina. Fonte: Autores (2023).

A Tabela 2 mostra a diferenca na frequéncia de tumores de individuos que foram préviamente expostas ao morango e
posteriormente com a DXR. Os resultados indicam que o morango possui potencial protetor, visto que a reducao na frequéncia
de tumores foi significativa nas concentragdes de morango 50% e morango 100%, apresentando uma frequéncia de 0,25 e 0,13
respectivamente. Esses resultados confirmam a caracteristica anticancerigena do morango, considerado capaz de proteger o

material genético e reduzir a a¢do carcinogénica da DXR (Souza et al, 2014).

Tabela 3 - Frequéncia de clones de tumor observados em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor
wts, tratada previamente com doxorrubicina e, posteriormente, expostas a diferentes concentragdes isoladas de morango

(Fragaria x ananassa).

Tratamentos NGmero de Numero de tumores analisados
moscas Frequéncia
(% >§/F|2) Mczzju;go analisadas Olho Cabeca  Asa Corpo Perna Halter  Total (N° de
0 tumores/mosca)

0 0 67 0 0 0 5 0 0 5 0,07
0,4 0 52 1 4 0 37 0 0 42 0,81*

0,4 25 58 0 1 0 21 1 1 24 0,41

0,4 50 41 1 1 0 12 0 1 15 0,37
0,4 100 64 0 0 0 16 0 0 16 0,25**

Diagndstico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05. * Valor considerado diferente
do controle negativo (p < 0,05). ** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4 mM) (p < 0,05). DXR,
doxorrubicina. Fonte: Autores (2023).

A Tabela 3 apresentaos resultados da analise da frequéncia de tumores em moscas previamente tratadas com a substancia
cancerigena, DXR, e posteriormente, com o extrato de morango, afim de avaliar as caracteristicas terapéuticas anticarcinogénicas
dessa fruta. E possivel observar que houve reducéo na frequéncia de tumores de forma dependente da concentragdo, uma vez
que quanto maior a concentracdo, menor a frequéncia de tumor, indicando que possivelmente as propriedades do morango séo
capazes de reverter 0s danos induzidos previamente pela DXR. Entretanto, o resultado foi significativo apenas na concentracao
morango 100% (Gasparrini et al., 2017).
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Considerando que um dos mecanismos de acdo da DXR é geracédo de radicais livres o que contribui para o estresse
oxidativo e consequentemente provoca danos no material genético e a morte das células. Uma das propriedades do morango é
seu efeito antioxidante que inibe tanto a angiogénese de células cancerigenas quanto o TNF-alfa. Essas células, quando em
contato com os polifendis presentes no morango, sdo mais sensiveis e susceptiveis a apoptose e processo de transcri¢cdo do DNA,
controlando, assim, a progressdo do cancer. Esse pode ter sido o meio pelo qual houve reducdo da frequéncia de tumores
observada na Tabela 3 (Nunes; Novello, 2020).

Além disso, esses efeitos anticancerigenos dos morangos ligados as suas propriedades antioxidantes, auxiliam na
remogao de espécies reativas de oxigénio e carcindgenos. A producao excessiva de espécies reativas no organismo esta associada
a progressdo e complicacdes de varios tipos de cancer (Gasparrini et al., 2017). Em contraponto, embora existam amplas
evidéncias que apoiem os efeitos benéficos do morango como antioxidante e possivel genoprotetor, Nimpsch et al. (2016) nédo
descobriram nenhuma associacao significativa entre a ingestdo de flavonoides e o risco de cancer de cdlon, bem como em relacdo
ao risco de cancer de ovario, ambos apresentando-se estatisticamente irrelevantes no estudo demonstrado (p>0,05).

Nesse sentido, os estudos de Souza et al. (2014) conferiram resultados positivos com relacdo a atividade antioxidante
do morango, quando comparada a outras pequenas frutas, como o mirtilo. Nesse caso descrito, foi relatada agéo intermediaria de
tal atividade, compreendida entre 40% e 70%. Da mesma forma, Islam et al. (2017) colocam que compostos chamados
fitoquimicos, presentes em frutas como morangos, desempenham um papel na inibigdo do ciclo celular implicado no avango do
cancer. Como resultado, regulam o processo tumorigénico, prevenindo a metéstase e promovendo a inibi¢cdo da morte celular.
Nos estudos avaliados pelo presente trabalho, uma hipdtese para os resultados obtidos € o efeito apoptético da Fragaria x
ananassa sobre as células, na maior concentra¢do, embasada pela alta concentracdo de compostos fendlicos.

Ademais, em outro estudo conduzido por Giampieri et al. (2014), os efeitos antioxidantes e antienvelhecimento de um
extrato de morango rico em polifendis foram avaliados usando fibroblastos dérmicos humanos submetidos ao estresse induzido
por H202. O extrato de morango exibiu alta atividade antioxidante e continha concentracfes significativas de vitaminas e
compostos fendlicos. Fibroblastos tratados com extrato de morango e expostos ao estresse induzido por H202 demonstraram
aumento da viabilidade celular, niveis reduzidos de espécies reativas de oxigénio intracelular e diminui¢do da peroxidacéo
lipidica da membrana e danos ao DNA. Além disso, o extrato melhorou a funcionalidade mitocondrial ao aumentar a respiracao
basal e promover a regeneracdo celular apds a exposicéo a estimulos pré-oxidantes.

Outra propriedade observada no morango foi a capacidade dos flavonoides de inibir a agdo metastatica dos tumores e
induzir a apoptose em diferentes tipos de células cancerigenas. Essas substancias impedem o ciclo celular reduzindo a produgéo
de algumas proteinas e supressdo de genes responsaveis pela expansao tumoral. Esse efeito foi comprovado em canceres de colo
de (tero, préstata, bexiga e fibrosarcoma e, também, vai ao encontro dos resultados obtidos na Tabela 2 (Forbes-Hernandez et
al, 2015).

Dentro dos flavonoides, o kaempferol, também presente no morango, foi associado a atividades antiproliferativas e
apoptéticas no cancer de ovario e osteosarcoma. Os estudos de Luo et al, 2012, sugerem que esse flavonoide é responsavel pela
producdo de substancias intrinsecas capazes de regular proteinas e inibir angiogénese tumoral. Além disso, induz apoptose
através da mitocdndria potencializando as expressdes do citocromo C, proteina essencial para a atividade celular (Luo et al 2012

apud Forbes-Hernandez et al, 2015).

4. Concluséao

A doxorrubicina é conhecida por seu efeito genotdxico e carcinogénico. Ja 0 morango € bastante estudado por seus

beneficios, principalmente pelo efeito anti-inflamatério e anticarcinogénico. O presente estudo reforca essas propriedades
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demonstrando em seus resultados possivel acdo antioxidante e apoptoética extrato dessa fruta, contribuindo para a pesquisa do
efeito protetor relacionado ao morango.

Os resultados foram mais evidentes nas situacOes de pré exposicdo da Drosophila melanogaster ao morango, e,
posteriormente, a DXR, agente cancerigeno. Os testes foram bastante favoraveis nas concentracdes maiores do substrato de
morango, 50% e 100%, sugerindo possivel efeito anticarcinogénico dessa fruta.

Quanto a exposicdo prévia ao agente cancerigeno e posteriormente ao morango, os resultados foram significativos
apenas para a concentracdo de 100% do extrato, sugerindo possivel efeito anticarcinogénico devid o a reducdo na frequéncia de
tumore induzidos previamente pela DXR.

Portanto, é adequado que, em perspectivas futuras, sejam avaliados os possiveis efeitos carcinogénicos,

anticarcinogénicos e apoptoticos do morango, a fim de evidenciar hipteses embasadas pela literatura do presente trabalho.
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