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Resumo: A manga € rica em vitamina C e contém acido galico e betacaroteno, compostos com
fungdo antioxidante amplamente reconhecida. Assim como o fruto, as folhas sao ricas em
antioxidantes, entre as quais merece destaque a mangiferina, que demonstra atividades
farmacoldgicas em diferentes érgdos e tecidos, com efeito preventivo e terapéutico contra
diversas doengas. Alguns estudos tém elucidado que seu uso pode ser feito para auxiliar no
tratamento contra o cancer. Nesse contexto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
principal de avaliar o possivel efeito anticarcinogénico do extrato aquoso das folhas de manga
(Mangifera indica L.) por meio do teste para deteccdo de clones de tumores epiteliais (warts) em
Drosophila melanogaster. Para tanto, foram preparadas quatro solugdes aquosas obtidas a partir
das folhas de manga, nas concentragdes: 25, 50, 75 e 100g/L. Essas concentracdes foram
utilizadas isoladamente, em associacdo com doxorrubicina (em sistema de co-tratamento). O
tratamento foi realizado com todas as larvas descendentes do cruzamento de fémeas wts/TM3
com machos mwh/mwh. Os resultados revelam que o extrato das folhas de manga apresentou
atividade anticarcinogénica, visto que houve diferenca, estatisticamente significativa, na
frequéncia de tumores identificados com a presenca do referido extrato em todas as
concentragdes testadas, quando comparado a frequéncia de tumores no controle positivo
(doxorrubicina). Conclui-se, portanto, que, nas presentes condi¢des experimentais, o extrato
aquoso de folhas de mangas reduziu a frequéncia de tumores induzidos pela doxorrubicina em
D. melanogaster.

Palavras-chave: Folhas de manga. Drosophila melanogaster. Wts. Anticarcinogénico.

Abstract: The mango fruit has vitamin A, gallic acid and beta-carotene, compounds widely
known by their antioxidant function. As the fruit, the leaves are rich in antioxidant components,
among which stands out mangiferin, demonstrating pharmacological activities in different
organs and tissues, with preventive and therapeutic effect against various diseases. Some
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studies have elucidated that its use can be made to aid in cancer treatment. In this context, this
work was developed with the main objective of evaluating the possible anticarcinogenic effect
of aqueous extract of mango leaves (Mangifera indica L.) using tests for detection of tumor clones
(warts) in Drosophila melanogaster. Four aqueous solutions were prepared from the mango
leaves, with the following concentrations: 25, 50, 75 and 100g/L. These concentrations were used
alone and in combination with doxorubicin (in cotreatment system). The treatment was
performed with all the larvae descendants of females larvae wts/TM3 and males mwh/mwh. The
results show that the extracts of mango leaves presented anticarcinogenic activity, as there was
statistically significant difference in the frequency of tumors identified with the said extract in
all tested concentrations when compared to the frequency of tumors in the positive control
(doxorubicin). It follows, therefore, that, in these experimental conditions, the aqueous extract
of mango leaves reduced the frequency of tumors induced by doxorubicin in D. melanogaster.
Keywords: Mango leaves. Drosophila melanogaster. Wts. Anticarcinogenic.

1 INTRODUCAO

As células do nosso corpo sdao programadas para se desenvolver, crescer, se
diferenciar e morrer em resposta a um complexo sistema de sinais bioquimicos. A
manifestacdo de um clone de células livres dessas limita¢des de programacado e
desenvolvimento resulta numa proliferacao inadequada que pode desencadear um
cancer (JORDE; CAREY; BAMSHAD, 2010).

O cancer ¢ definido como uma enfermidade multicausal cronica, caracterizada
pelo crescimento descontrolado das células, que desencadeia a formagdo de uma massa
celular denominada neoplasia ou tumor. Tais altera¢cdes sao decorrentes de danos em
genes especificos envolvidos no controle do ciclo celular JORDE; CAREY; BAMSHAD,
2010). Esses genes sao constantemente afetados por metabolitos, reativos endogenos,
drogas terapéuticas e mutdgenos ambientais que alteram a sua normalidade
(RESENDE, 2007).

O cancer é caracterizado como uma das principais causas de morte nos paises
desenvolvidos, sendo que um ter¢o da populacao sera vitima dessa doenga durante a
vida (RANG et al., 2007). Branco (2005) ressalta que os tumores malignos nao sao
importantes apenas pela gravidade e frequéncia com que ocorrem, mas também pela
evolucao dessa frequéncia, que tem aumentado a nivel mundial.

Ha varios indicios de que a alimentagao tem um papel importante nos estagios
de iniciagdo, promocao e propagacao do cancer, destacando-se entre outros fatores de
risco. Entre as mortes por cancer atribuidas a fatores ambientais, a dieta contribui com
cerca de 35% e, se estivesse adequada, poderia prevenir de trés a quatro milhdes de
casos novos de canceres a cada ano. Diante desse cenario, fica clara a necessidade de
desenvolvimento de novas agdes para o controle e tratamento do cancer (GLANZ,
1997).

Nesse contexto, os centros de pesquisas tém ressaltado a necessidade de se
analisar o efeito de substancias quimicas na acdo contra essa doen¢a. Com isso,
diversas substancias ja foram e continuam sendo testadas com esse propodsito
(SANTOS; LANA; SILVA, 2002). Entre estas, estudos sugerem que as folhas de manga
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(Mangifera indica L.) apresentam atividade eficiente no controle da proliferacao de
células tumorais (JAGETIA; BALIGA, 2005).

A manga ¢é rica em vitamina C e oferece ao corpo acido galico, um polifenol
com atividade antioxidante. Entre os carotenoides, possui betacaroteno, que também
tem fungdo antioxidante amplamente reconhecida (ACHKAR, 2015). Assim como o
fruto, as folhas sdo ricas em antioxidantes, entre os quais merece destaque a
mangiferina (BARRETO et al, 2008). A mangiferina demonstra atividades
farmacoldgicas em diferentes drgaos e tecidos, manifestando efeito preventivo e
terapéutico contra diversas doengas (CANUTO, 2009). Varios estudos tém verificado
que seu uso pode ser feito para auxiliar no tratamento contra o cancer, sendo mais
eficaz em casos de canceres de mama e do colon (PETRIN, 2012).

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de
avaliar os possiveis efeitos anticarcinogénicos do extrato aquoso das folhas de manga
(Mangifera indica L.) por meio do teste para deteccao de clones de tumores epiteliais
(warts) em Drosophila melanogaster.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

O cancer ¢ a segunda causa de morte no mundo desenvolvido, ficando atras,
apenas, de doencas cardiacas (WEI et al., 2009). Apesar de toda evolugao tecnologica da
area médica nas ultimas décadas, o conhecimento acumulado sobre os fatores
causadores do cancer ainda ndo foi suficientemente compreendido, sendo possivel
incluir causas tio diversas quanto a prépria evolugio da doenca (COSTA JUNIOR;
COUTINHO, 2015).

As células possuem um mecanismo de reparo do DNA, por isso o cancer nado se
desenvolve rapidamente. Diante disso, a existéncia de células alteradas significa que
estas escaparam dos mecanismos homeostaticos intracelulares, que as levariam a
apoptose. Se estes mecanismos nao forem capazes de reparar o DNA ou de encaminhar
a célula a apoptose, ela resistira e se fixara na populagdo. A medida que essas células se
duplicam, as mutagOes se acumulam, acarretando a manifestagio da neoplasia
(BRAGA; TEIXEIRA; CHAMMAS, 2006).

De acordo com Amendola e Vieira (2005), ainda que as células disponham de
mecanismos de reparo eficientes na remocao da maior parte das lesdes adentradas em
seu DNA, uma pequena parte delas nao chega a ser reparada ou ¢ reparada
incorretamente. Os genes mais suscetiveis a sofrer as mutagdes sao os genes que
garantem a ordem dos eventos do ciclo de divisao celular, os genes que consertam
erros na replicagao do material genético e os que promovem e mantém o estado de
diferenciacio celular (BELIZARIO, 2002).

Existem certas substancias quimicas que promovem um aumento nas
frequéncias de mutagdes, o que se explica devido ao aumento na produgado de radicais
livres (MULLER et al., 2007). Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém
sido relacionados com a etiologia de varias doengas, incluindo doengas degenerativas,
tais como as cardiopatias, a aterosclerose e os problemas pulmonares (STAHL; SIES,
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1997). Os danos no DNA causados pelos radicais livres também desempenham um
papel importante nos processos de mutagénese e de carcinogénese (POULSEN;
PRIEME; LOFT, 1998).

Os radicais livres sdo gerados por meio do metabolismo e podem causar
mutagdes ao DNA. O organismo possui varios mecanismos que atuam eliminando tais
radicais a partir da urina ou bloqueando seus efeitos para evitar a ocorréncia de danos.
A alimentagdo rica em compostos antioxidantes pode auxiliar na eliminagao do
oxigénio dos radicais. As vitaminas C e E, por exemplo, podem doar elétrons,
bloqueando sua atividade; e componentes alimentares polifenois podem ativar a
resposta antioxidante e aumentar a expressao de enzimas desintoxicantes (PIETTA,
2000).

Nesse contexto, verifica-se que algumas substancias presentes nos alimentos
podem ter efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos, enquanto outras podem atenuar
ou anular esses efeitos. Por isso, muitos compostos presentes nos alimentos, tanto
naturais, como adicionados ou produzidos durante o processamento, ja foram e
continuam sendo testados quanto a mutagenicidade ou a antimutagenicidade em
diferentes sistemas experimentais (ANTUNES; ARAU]O, 2000).

2.2 ANTIOXIDANTES

Na tecnologia alimentar, um antioxidante é definido como uma substancia que,
em pequenas quantidades, é capaz de impedir ou retardar a oxidagao de materiais ou
moléculas facilmente oxidaveis (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004). Essas defesas
antioxidantes podem ser naturalmente produzidas ou consumidas por meio da dieta.
Juntando-se aos efeitos protetores dos antioxidantes enddgenos, a inclusao de
antioxidantes na alimentacdo é de fundamental importancia e o consumo de frutas e
vegetais esta relacionado com a reducgao do risco do desenvolvimento de doengas
associadas ao acamulo dos radicais livres (POMPELLA, 1997).

Os antioxidantes obtidos da dieta sao indispensaveis para a defesa apropriada
contra oxidacdo e, portanto, tém papel crucial na manutengao da satide. Acredita-se
que pelo menos parte do efeito benéfico de uma alimentagao rica em frutas e vegetais
esta na variedade de antioxidantes vegetais que podem funcionar como suplementos
essenciais no combate a varias doencas. Eles previnem os danos provocados pelos
radicais livres, oferecendo a estes o elétron que lhes falta, assim o radical livre
estabiliza-se (SHILS et al., 2009). As vitaminas e o betacaroteno sao considerados
excelentes antioxidantes, capazes de sequestrar os radicais livres com grande eficiéncia
(NEDEL, 2005).

Para se proteger do estresse oxidativo, a célula possui um sistema de defesa que
pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente, antes que
ele cause lesdo. Essa linha de defesa ¢ constituida por algumas enzimas, tais como
glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a fungao de reparar a
lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascdrbico, pela glutationa-redutase (GSH-
Rd) e pela GSH-Px, entre outros (VASCONCELOS et al., 2014).
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Alimentos que contém propriedades antioxidantes como o betacaroteno, as
vitaminas C e E e o selénio podem atuar neutralizando e retirando do organismo os
radicais livres. O mamao, a laranja, a cenoura, a cebola, 0 morango e a manga estao
entre esses alimentos (VASCONCELOS et al., 2014). A manga (folhas, caule e frutos)
possui componentes bioativos com alto teor de vitaminas A e C e 4cidos palmitico e
malico. Possui, ainda, outros antioxidantes que ajudam na protecdo contra cancer,
doengas cardiacas e alergias (PETRIN, 2012).

2.3 MANGA (Mangifera indica L.)

A mangueira (Mangifera indica L., Figura 1) é uma fruteira perene de porte
arbdreo, dotada de copa frondosa, pertencente a familia Anacardiaceae. Oriunda da
India, a mangueira €, atualmente, cultivada em diversas partes do globo terrestre,
existindo diferentes variedades (PINTO, 2008). A mangicultura representa a segunda
maior cultura tropical, sendo a manga um dos frutos mais consumidos no mundo, na
forma in natura ou como polpa, sucos, néctar, doces e geleias (BARRETO et al., 2008).

A despeito da importancia econdmica da mangicultura e do largo consumo da
fruta, a mangueira possui uso medicinal pouco conhecido pela populacdo brasileira,
mas bastante difundido em outros paises. Algumas comunidades rurais africanas
utilizam-na para o tratamento de doengas cronicas (diabetes e artrite) e também como
anti-inflamatério e analgésico (OJEWOLE, 2005). Na India, as sementes sio
tradicionalmente indicadas para tratar a diarreia (SAIRAM et al,, 2003). A resina,
extraida do caule, ¢ empregada medicinalmente contra disenteria e sifilis (PIO-
CORREA, 1974). Entre as diferentes partes da M. indica utilizadas com fins medicinais,
a folha representa uma das mais ricas fontes de compostos fenolicos e mangiferina
(BARRETO et al., 2008).

Estudos farmacologicos demonstraram que extratos da mangueira possuem
atividades antiviral, antibacteriana, analgésica, anti-inflamatdéria (PARDO-ANDREU et
al., 2008) e imunomodulatéria (MAKARE; BODHANKAR; RANGARI, 2001). Além
disso, seu extrato hidroalcodlico exibe propriedades hipoglicemiante e hipolipidémica
(OJEWOLE, 2005).
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A manga é quimicamente rica em diferentes classes de compostos fenolicos
antioxidantes, tais como acidos e ésteres, derivados da benzofenona, flavanoides,
antocianinas, flavonois, heterosideso e heterosideoxantonicos (ex.: mangiferina). A
mangiferina (Figura 2) ¢ um composto polifenolico amplamente encontrado em
pteridofitas e angiospermas, de forma predominante nas folhas e na casca do caule
(BARRETO et al., 2008).

Figura 2. Estrutura quimica da mangiferina

Fonte: CANUTO (2009).

A mangiferina demonstra atividades farmacologicas em diferentes drgaos e
tecidos, exercendo efeito preventivo e terapéutico contra uma consideravel gama de
doengas. Basicamente, por meio de uma acdo removedora de radicais livres, a
mangiferina protege neurdnios, coragao, figado, rins e estdmago contra os efeitos
nocivos de radicais livres, prevenindo ou retardando o surgimento de doencas
neurodegenerativas, de processos inflamatorios e, até mesmo, de neoplasias
(CANUTO, 2009).

2.4 DOXORRUBICINA

A doxorrubicina (DXR, Figura 3) é um antibidtico antineoplasico antraciclico
isolado de culturas do fungo Streptomyces peucetius var. caesius (CALABRESIE
CHABNER, 1996), que produz seus efeitos, principalmente, por meio de acdo direta
sobre 0 DNA (RANG et al., 2007).

Figura 3. Férmula estrutural da doxorrubicina
O OH 0

Fonte: Disponivel em: <www.sbq.com.br>.
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As antraciclinas podem intercalar-se no DNA, afetando muitas de suas fungdes,
incluindo a sintese de DNA e RNA. Ocorrem quebras unifilamentares ou
bifilamentares, bem como trocas entre cromatides irmas. O mecanismo de ac¢do
antitumoral da doxorrubicina envolve, ainda, a inibi¢do da enzima topoisomerase II
(SIMEONI, 2006). Por conseguinte, as antraciclinas sdo mutagénicas e carcinogénicas
(CALABRESI; CHABNER, 1996).

O anel da antraciclina é lipolitico, mas a extremidade saturada do sistema de
anéis contém grande quantidade de grupos hidroxilas, juntamente com aminodcidos
associados a carboidratos, formando um centro hidrofilico. Devido a essa propriedade,
a molécula é anfotera. Com isso, sua passagem na membrana plasmatica € facilitada e
sua permanéncia no corpo ¢é relativamente longa (SINGAL et al., 2000). Além disso,
apresenta um anel de quinona e de hidroquinona, que lhe permitem funcionar como
aceptor e doador de elétrons. A importancia principal é dada ao anel de quinona,
porque é um potente gerador de radicais livres (MYERS, 1998). E essa capacidade de
gerar uma variedade de espécies radicais livres nos sistemas subcelulares tem sido
considerada essencial para a sua agao antitumoral (KEIZER et al., 1990).

A DXR possui um amplo espectro de atividade clinica contra neoplasias
malignas hematoldgicas, bem como uma ampla variedade de tumores sélidos, como
carcinomas de mama, endométrio, ovdrio, testiculo, tireoide, estdmago, figado e
pulmao. Entretanto, sua aplicagao € limitada em fungao de sua cardiotoxicidade (CHU;
SARTORELLI, 2006).

2.5. Drosophila melanogaster

A espécie Drosophila melanogaster (Figura 4), conhecida popularmente como
mosca da fruta, é utilizada em pesquisas genéticas desde 1909, depois das bactérias e
fungos. Atualmente, seu uso € recorrente em estudos genéticos porque € facil manté-la
em laboratdrio. Ela tem um ciclo de vida relativamente curto, cerca de 10 dias a 25°C, e
possui grande progénie. Na forma adulta, possui cerca de 2 mm de comprimento, trés
pares de pernas e apenas um par de asas, porque o segundo par foi modificado e esta
dentro de pequenos apéndices chamados halteres, que ajudam na aerodinamica para o
voo (SNUSTAD; SIMMONS, 2006).

A D. melanogaster € um organismo eucarionte e, a partir de suas caracteristicas
peculiares (seu pequeno tamanho, facilidade de manutencao em laboratorio, o fato de
possuir grande progénie, curto tempo de geracao, baixo nimero de cromossomos e
apresentar reacoes metabolicas semelhantes as dos mamiferos), mostra-se ideal para os
testes de deteccdo de agentes genotdxicos ou antigenotdxicos e carcinogénicos ou
anticarcinogénicos (GRAF, 2006).

A conservagao evolutiva de genes supressores tumorais entre Drosophila e
mamiferos tem levado a estudos na indugao e no desenvolvimento de tumores nessas
moscas. Diversos proto-oncogenes e supressores tumorais de mamiferos se apresentam
também nessa espécie (EEKEN et al., 2002). Nesse contexto, Nishiyama et al. (1999)
descreveram homologias entre o gene supressor de tumor warts (wts) em Drosophila
com o LATS1 em humanos.

244 | Revista Perquirere, 13 (1): 238-254, jul. 2016



NAYARA JUNIA SOUZA BONTEMPO & PRISCILA CAPELARI ORSOLIN

Figura 4. Casal de Drosophila melanogaster: o macho (esquerda) é menor e possui pente
sexual e a fémea (direita) € maior e ndo apresenta pente sexual

Fonte: Disponivel em:<http://essenciadavida-julianacorreia.blogspot.com.br/2009/11>.

2.6 TESTE PARA DETECCAO DE CLONES DE TUMORESEPITELIAIS (WARTS) EM
Drosophila melanogaster

Segundo Fonseca e Pereira (2004), muitos testes estdo a disposicao dos
pesquisadores para avaliacdo dos efeitos antimutagénicos e/ou anticarcinogénicos de
diferentes substancias, utilizando diferentes organismos, como microrganismos,
plantas, roedores e, até mesmo, insetos. Entre esses testes, pode-se destacar o teste para
deteccao de tumores epiteliais em D. melanogaster (warts), que é utilizado para avaliar o
efeito carcinogénico ou anticarcinogénico de diversos compostos como produtos
naturais, medicamentos, particulas aéreas, entre outros (ORSOLIN, 2011).

O gene warts (wts) foi identificado por Nishiyama et al. (1999) com atividade
supressora de tumor em Drosophila. A delecao desse gene acarreta na formacao de
clones de células que sdao consideravelmente invasivas, ou seja, que tém a capacidade
de se desenvolver por todo corpo da mosca (Figura 5). Além disso, o gene warts é
considerado muito importante no controle da morfogénese e da proliferacao celular
(NISHIYAMA et al., 1999).

Figura 5. Expressao de tumor em diferentes segmentos da Drosophila melanogaster
(representado pelas setas). A. Tumor na asa. B. Tumor no térax. C. Tumor na perna.

(B) Q)
Fonte: ORSOLIN (2011).

O marcador wts é uma mutacao recessiva e letal em homozigose nos zigotos.
Devido a essa letalidade, o alelo warts é preservado na linhagem estoque com a
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presenca de um balanceador cromossomico (TM3). Por meio do cruzamento entre as
linhagens wts/TM3 e mwh/mhw, sao adquiridas larvas heterozigotas (wts/+). Caso ocorra
a perda da heterozigose nas células do disco imaginal, serdao originados clones
homozigotos. Os clones sdo vidveis em conjuntos de células isoladas da larva, porém se
manifestam como tumores nas moscas adultas (SIDOROV et al., 2001).

3 METODOLOGIA
3.1 AGENTES QUIMICOS
3.1.1 Coleta da matéria prima e preparagao do extrato das folhas de Mangifera indica L.

Foram coletadas folhas de Mangifera indica L. na area urbana de Patos de Minas
durante o més de julho de 2015. Folhas com aspecto saudavel foram submetidas a
secagem em sala ventilada em temperatura ambiente, por, aproximadamente, 48 horas
e, depois, foram trituradas.

A preparagao do extrato aquoso das folhas de M. indica L. seguiu protocolo
descrito por Silva et al. (2011). Feita a trituracdo em liquidificador, 100g do triturado
foram dissolvidas em 1L de dgua osmose reversa. Essa solugao foi filtrada e o volume
foi completado para 1L. A partir dessa solucao, foram efetuadas diluicdes para as
seguintes concentragoes: 75g/L, 50g/L e 25g/L, que, juntamente com a solu¢ao mae,
100g/L, foram utilizadas no ensaio bioldgico, totalizando quatro tratamentos. A agua
osmose reversa foi utilizada, também, como controle negativo.

3.1.2 Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (DXR), comercializado como Adriblastina®, foi o
composto utilizado como controle positivo na presente pesquisa, uma vez que possui
efeito genotdxico e carcinogénico comprovado. O mesmo foi utilizado na concentragao
de 0,4 mM, preparado a partir da adicao de 0,03538g de Adriblastina em 25 mL de
agua osmose reversa.

Esse medicamento € produzido pelo laboratorio Pfizer e é vendido na forma de
ampola, contendo 50mg. O medicamento ¢ armazenado no Laboratorio de Citogenética
e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas em temperatura ambiente,
protegido da luz, respeitando orientacdes do fabricante.

3.2 TESTE PARA DETECGCAO DE CLONES DE TUMORES EPITELIAIS EM Drosophila
melanogaster

3.2.1 Linhagens estoque e cruzamentos
Para a realizagao do teste wts, foram utilizadas duas linhagens mutantes de D.

melanogaster (wts e mwh). Os estoques dessas linhagens sdao mantidos no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas, acondicionadas
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em frascos contendo meio de cultura proprio para D. melanogaster, conservadas dentro
de uma incubadora, a temperatura de 25°C e 60% de umidade.

Machos e fémeas foram colocados juntos (para acasalamento) em frascos
contendo meio de cultura proprio para postura, no qual as fémeas depositaram seus
ovos. Para a obtengado de larvas heterozigotas (horas wts +/+ mwh) de 72h, foi realizado
o cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3,Sb' com machos mwh/mwh. As larvas
descendentes desse cruzamento foram tratadas com extrato da folha de manga (em
diferentes concentragdes) e os respectivos controles (positivo e negativo).

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1 Tratamento e analise das moscas

Larvas de 72 horas resultantes do cruzamento descrito foram transferidas para
frascos contendo 1,5 g de puré e 5 mL de extrato aquoso de folhas de manga em quatro
diferentes concentragdes (25, 50, 75 e 100 g/L). Para o controle positivo, foi utilizada a
doxorrubicina (0,4 mM) e, para o controle negativo, 4gua osmose reversa.

ApOs o tratamento, as moscas foram coletadas e armazenadas em frascos
contendo etanol 70%. Feito isso, elas foram separadas quanto ao fendtipo (apenas
moscas portadoras de pelos finos e longos contém o gene wts, por isso, moscas com
fendtipo de pelo curto e grosso sao descartadas). Para a andlise das moscas, foram
utilizadas lupas estereoscopicas e pingas entomologicas.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumores das concentragdes
testadas e os controles foram calculadas utilizando o teste U, ndo paramétrico, de
Mann-Whitney, empregando o nivel de significancia o= 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, é possivel verificar a frequéncia de tumores nos
diferentes segmentos do corpo da Drosophila melanogaster quando tratadas com os
controles (positivo e negativo) e as diferentes concentragdes testadas de extrato de
folhas de manga. Como pode ser observado, as concentracoes isoladas do extrato de
manga apresentaram frequéncias de tumores que nao diferiram significativamente do
controle negativo ou que foram ainda menores que a frequéncia obtida no referido
controle, o que revela auséncia de efeito carcinogénico do extrato nas quatro
concentragoes testadas (25, 50, 75 e 100 g/L). Nessas concentracdes, as frequéncias totais
de tumores foram, respectivamente, de 0,17; 0,20; 0,09 e 0,04 tumores por mosca.

Além disso, pode-se observar, a partir da Tabela 1, que, nas quatro
concentragdes testadas de extrato aquoso de folhas de manga, foi constatado efeito
anticarcinogénico, uma vez que, ao analisar as concentragdes associadas (em sistema de
co-tratamento com a DXR), observa-se reducgdo significativa de tumores quando
comparado ao controle positivo isolado, cuja frequéncia de tumores foi de 4,03.
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Houve, portanto, uma redugdo na frequéncia de tumores quando as moscas foram
submetidas ao co-tratamento de DXR com o extrato de folhas de manga. E importante
enfatizar que a frequéncia de tumores diminuiu discretamente com o aumento da dose
utilizada, indicando que a resposta de inibi¢ao é dose dependente.

Tabela 1. Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster,
heterozigota para o gene supressor de tumor wts, tratada com doxorrubicina e
diferentes concentra¢des do extrato das folhas de manga.

Tratamentos Numero de tumores analisados
Ex. folha de DXR N. de Olho Cabega Asa Corpo Perna Halter =~ Total  Frequéncia (N°
manga (mM) moscas de tumores/
(g/L) mosca)
0 0 200 2 19 2 11 10 1 45 0,23
25 0 200 6 7 2 10 7 4 33 0,17ns*
50 0 200 7 4 5 20 2 4 40 0,20ns*
75 0 200 5 2 0 10 0 1 18 0,09*
100 0 200 1 1 0 2 0 4 8 0,04*
0 0,4 200 132 122 57 360 49 86 806 4,03*
25 0,4 200 12 7 11 32 2 3 65 0,33**
50 0,4 200 0 4 3 22 2 2 33 0,17**
75 0,4 200 1 1 1 7 0 1 11 0,06%*
100 0,4 200 1 1 0 3 4 0 9 0,05**

Diagndstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney Teste. Nivel de significancia p < 0,05
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).

** Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4 mM) (p < 0,05).

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

DXR, doxorrubicina.

O controle positivo utilizado, a doxorrubicina, induziu uma frequéncia de 4,03
tumores por mosca (frequéncia significativamente superior a obtida no controle
negativo), o que significa que a linhagem responde a indugao tumoral. A
quimioterapia antineoplasica tem como finalidade modificar o DNA da célula tumoral
de forma a interromper seu crescimento. Entretanto, como a substancia age
sistemicamente, as células saudaveis também podem sofrer tais alteragdes, ocorrendo
efeito pro-tumoral (ALVES; NEPOMUCENO, 2012).

Os resultados obtidos na presente pesquisa sobre o potencial anticarcinogénico
das folhas de manga corroboram com dados da literatura. De acordo com Yoshimi et al.
(2001), atividades citotdxicas significativas tém sido demonstradas pelo extrato de
manga contra o cancer do cdlon, de mama e de rim. Ele também inibe a proliferagao de
células leucémicas, induz apoptose em células nocivas, provavelmente através da
regulacao da expressao do gene Bcl (que codifica uma proteina envolvida no processo
de controle da apoptose). Esses resultados sugerem que a mangiferina tem um
potencial quimiopreventivo de ocorréncia natural.

Jagetia e Baliga (2005) também verificaram que, em linfécitos humanos expostos
a radiacdo gama, a mangiferina reduziu danos ao DNA e reforcou o seu poder de
reparo, prevenindo a ocorréncia de possiveis rearranjos cromossomicos, de mutagoes e
o desenvolvimento de cancer.

Apoés varias andlises do extrato das folhas de manga, Meyers et al. (2013)
concluiram que o mesmo possui atividade antioxidante muito significativa, com alta
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citotoxicidade sobre linhas de células de adenocarcinoma, nao trazendo gravidade para
o seu DNA.

Outros pesquisadores também encontraram resultados semelhantes. Martinez
et al. (2010) estudaram a atividade antioxidante do extrato aquoso da Mangifera indica e
relataram o efeito inibidor desse extrato sobre danos ao DNA. Delgado et al. (2005)
explicaram esses resultados considerando que espécies reativas de oxigénio catalisadas
por radicais livres induzem danos as moléculas biologicas, incluindo proteinas, lipidios
e o cddigo genético, provocando alteragdes em sua fungao e estrutura. Antioxidantes
como o extrato das folhas da manga podem ser benéficos para prevenir e tratar varias
doengas, inclusive o cancer, uma vez que possuem considerdvel atividade
sequestradora de radicais hidroxila, além de agirem como um quelante de ferro,
evitando os possiveis distirbios provocados por estes. O principal componente dos
extratos obtidos de partes da mangueira é a mangiferina, uma xantona glicosilada, com
efeito antioxidante reconhecido (GARRIDO et al., 2004).

O uso de extratos contendo mangiferina € bastante difundido em varios
lugares, e a mangiferina isolada mostrou ter as mesmas propriedades dos extratos,
devido a sua habilidade em capturar radicais livres envolvidos na iniciagdo da
peroxidacao lipidica, uma atividade evidenciada por propriedades redox (PAULETTI
et al., 2003). Por meio de sua acao removedora de radicais livres, a mangiferina
manifesta propriedades farmacoldgicas em diferentes 6rgaos e tecidos, exercendo
efeito preventivo e terapéutico contra uma expressiva quantidade de doencas
(CANUTO, 2009). Sua estrutura xantonoide, com ligacdo C- glicosil e componentes
hidroxila, relaciona-se com essa capacidade, levando a um potente efeito antioxidante
(VYAS et al., 2012).

Os mecanismos moleculares pelos quais a mangiferina regula o sistema
antioxidante endogeno em diferentes condi¢des experimentais ainda nao sao
totalmente elucidados. Um dos mecanismos ja demonstrados in vivo para a regulacao
do sistema de defesa antioxidante por alguns compostos fendlicos como acido galico,
acido p-cumarico e acido ferdlico parece envolver a ativagao do fator relacionado a
eritroide-2 (Nrf2), uma proteina chave na regulacdo da via de sinalizagao que ativa a
defesa primaria do corpo contra o estresse oxidativo, ligando-se aos elementos de
resposta antioxidante situados na regiao promotora de genes codificantes de enzimas
antioxidantes (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).

Sendo assim, o potencial anticarcinogénico verificado no extrato aquoso de
folhas de manga pode ser justificado em decorréncia do conteido fendlico e de
flavonoides dessas folhas, que exibem atividade antioxidante, podendo reduzir o dano
oxidativo induzido pela doxorrubicina, culminando em redugdo da frequéncia de
tumores.

5 CONCLUSAO

O potencial anticarcinogénico do extrato aquoso das folhas de manga
(Mangifera indica L.) foi justificado, uma vez que, nas presentes condicdes
experimentais, ele reduziu a frequéncia de células tumorais em Drosophila melanogaster.
Acredita-se que tal efeito possa estar associado a abundancia de compostos fendlicos
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presentes nas folhas de manga, os quais estdo entre as substancias fitoquimicas mais
antioxidantes. Evidenciou-se, ainda, que os resultados sdao dose dependentes. O
potencial carcinogénico do extrato aquoso das folhas de manga nao foi comprovado
nas doses testadas.

Este estudo oferece oportunidades para que demais pesquisas sejam
desenvolvidas (envolvendo outras metodologias e outros organismos testes), pois se
acredita que a exploragdo das propriedades bioldgicas de mangiferina possa contribuir
positivamente para uma maior qualidade de vida e promover avangos benéficos na
saude de pacientes oncoldgicos.
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