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RESUMO

BRITO, Larissa Froede, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2013.
Efeito do extrato das folhas de manga Uba (Mangifera indica L) e da mangiferina

na modulagdo da expressdo dos receptores CB;, PPARY e adipocinas em ratos
alimentados com dieta de cafeteria. Orientador: José Humberto de Queiroz.
Coorientadores: Sonia Machado Rocha Ribeiro, Maria do Carmo Gouveia Peluzio e
Luciano Gomes Fietto.

A Obesidade é uma doenca multifatorial fortemente associada com a adipogénese,
inflamacéo e sindrome metabolica. A distribuicdo da gordura corporal é um fator
relevante, e especificamente os tecidos adiposos, visceral e subcutaneo, parecem ser o
elo entre 0 aumento de peso, a adipogénese, a inflamagéo e os riscos metabdlicos. Os
adipdcitos estdo envolvidos na regulacdo do balango energético e seu metabolismo pode
ser modulado por hormonios, citocinas e nutrientes, entre eles a adiponectina, a leptina e
a resistina. Os receptores CB; e PPARYy estdo envolvidos na regulacdo da producédo de
adipocitos, na sensibilidade a insulina e no processo inflamatorio. A ativacdo do PPARy
desencadeia atividades anti-inflamatorias em varios tipos de celulas pela modulacdo da
expressao de genes proinflamatérios. J& os receptores CB; estdo diretamente
relacionados a obesidade e outras desordens metabdlicas, sendo que, em determinadas
situagcBes comportam-se como proinflamatorios e em outras como anti-inflamatérios. O
extrato da folha de manga e a mangiferina (principal composto bioativo isolado do
extrato), possuem propriedades farmacoldgicas antioxidante, anti-inflamatoria,
antiadipogénica, dentre outras. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do extrato da
folha de manga e da mangiferina isolada o0 mesmo, a profilaxia e o tratamento na
adipogénese, por meio da evolucdo ponderal, parametros bioquimicos e expressdo
génica dos receptores CB;, PPARYy e das adipocinas adiponectina, resistina e leptina no
tecido adiposo de ratos alimentados com dieta de cafeteria. O extrato da folha de manga
e a mangiferina foram administrados nos animais, por gavagem, na dose de 250mg/kg e
40mg/kg respectivamente. Antes do inicio dos experimentos os animais ficaram em
adaptacéo por 8 dias. O estudo foi dividido em dois tempos: profilaxia e tratamento. Na
profilaxia os animais receberm a dieta de cafeteria, o extrato da folha de manga e a
mangiferina juntos por 8 dias. No periodo de tratamento, 0os animais receberam
somente dieta de cafeteria por 8 dias para estimular a adipogénese e em seguida tratados
com o extrato da folha de manga, a mangiferina e os antagonistas dos receptores CB; e

PPARy por 5 dias. Para a evolucdo ponderal, o ganho de peso e o consumo alimentar
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foram acompanhados diariamente. Apds cada periodo experimental, os animais foram
submetidos a eutandsia, onde o sangue foi retirado para obtencdo do soro para a
realizacdo das andlises bioquimicas de triacilglicerois, glicose, colesterol total e suas
fracOes (realizadas por Kits colorimétricos) e o tecido adiposo (visceral e subcutaneo)
removido para as analises da expressdo génica dos receptores e adipocinas propostas
(realizados por RT-PCR). No periodo experimental referente a profilaxia, houve
diminuicdo significativa no consumo alimentar no grupo que recebeu o extrato da folha
de manga e o0 peso do tecido adiposo foi estatisticamente inferior nos grupos que foram
tratados com o extrato e a mangiferina, comparados ao grupo controle. No grupo de
animais que receberam extrato houve uma redugdo significativa na expressdao da
resistina e do receptor CBj, enquanto a adiponectina apresentou uma expressao
estatisticamente superior comparada ao controle. No grupo de animais que receberam a
mangiferina, houve um aumento significativo na expressdo do CB; e uma diminuicéo
estatisticamente significativa na expressdo das adipocinas adiponectina e leptina. No
periodo experimental referente ao tratamento, os grupos tratados com o extrato da folha
de manga e a mangiferina, diminuiram significativamente o acimulo do tecido adiposo
e 0s niveis de triacilglicerdis enquanto os niveis de HDL aumentaram
significativamente comparados ao grupo controle. No grupo tratado com o extrato a
expressdo da leptina e do receptor CB; foi estatisticamente superior, enquanto a
adiponectina foi significativamente inferior. Os dados demonstraram um possivel efeito
anti-inflamatorio e antiadipogénico da mangiferina, uma vez que a expressdo dos
receptores CB; e PPARy e as adipocinas leptina e resistina foram estatisticamente
superiores e que a expressao da adiponectina diminuiu significativamente comparados
ao grupo controle. Nesse sentido, o estudo mostrou o efeito benéfico do extrato da folha
de manga e da mangiferina na profilaxia e tratamento da adipogénese, inflamacéao e

fatores de risco metabdlicos associados a obesidade e sindrome metabdlica.



ABSTRACT

BRITO, Larissa Froede, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2013. Effect
of extract of mango Uba (Mangifera indica L) and mangiferin in modulating the
expression of CB1 receptors, PPARy and adipokines in rats fed cafeteria diet.
Adviser: Jose Humberto de Queiroz. Co-advisors: Sonia Machado Rocha Ribeiro, Maria
do Carmo Gouveia Peluzio and Luciano Gomes Fietto.

Obesity is a multifactorial disease strongly associated with adipogenesis, inflammation
and metabolic syndrome. The distribution of body fat is an important factor, and
specifically adipose tissue, visceral and subcutaneous seem to be the link between
weight gain, adipogenesis, inflammation and metabolic risk. Adipocytes are involved in
the regulation of energy balance and metabolism can be modulated by hormones,
cytokines and nutrients, including adiponectin, leptin and resistin. And PPAR gamma
CB1 receptors are involved in regulating the production of adipocytes, and insulin
sensitivity in the inflammatory process. Activation of PPAR gamma triggers anti-
inflammatory activities in several cell types by modulating the expression of pro-
inflammatory genes. As for the CB1 receptors are directly related to obesity and other
metabolic disorders, and, in certain cases behave as other pro-inflammatory and as anti-
inflammatory agents. The mango leaf extract and mangiferin (main bioactive compound
isolated from the extract), possess pharmacological antioxidant, anti-inflammatory,
antiadipogénica, among others. The aim of the study was to evaluate the effect of leaf
extract of mango and mangiferin isolated the same, prophylaxis and treatment in
adipogenesis, through weight gain, biochemical and gene expression of CB1 receptors,
PPAR gamma and the adipokines adiponectin, resistin and leptin in adipose tissue of
rats fed a cafeteria diet. The mango leaf extract and mangiferin were administered to the
animals by gavage at a dose of 40mg/kg and 250mg/kg respectively. Before the start of
the experiments the animals were adapted for 8 days. The study was divided into two
stages: prevention and treatment. Prophylaxis animals receberm the cafeteria diet, the
leaf extract and mangiferin Mango together for eight days. In the treatment period, the
animals received only cafeteria diet for 8 days to stimulate adipogenesis and then
treated with the leaf extract of the sleeve, the mangiferin and CB1 receptor antagonists
and PPAR gamma for 5 days. For weight gain, weight gain and food consumption were
monitored daily. After each trial, the animals were euthanized, where blood was
withdrawn to obtain the serum for performing the biochemical analysis of

triacylglycerols, glucose, total cholesterol and its fractions (performed by colorimetric



kits) and adipose tissue (visceral and subcutaneous ) removed for analysis of gene
expression of adipokines receivers and proposals (obtained by RT-PCR). At the trial
concerning the prophylaxis, a significant decrease in food intake in the group receiving
the mango leaf extract and weight of adipose tissue was significantly lower in the
groups treated with the extract and mangiferin, compared to the control group. In the
group of animals receiving extracts a significant reduction in the expression of CB1
receptor and resistin, adiponectin as presented a statistically higher expression
compared to the control. In the group of animals receiving mangiferin, there was a
significant increase in the expression of CB1 and a statistically significant decrease in
expression of adipokines leptin and adiponectin. In the trial for the treatment groups
treated with leaf extract and mangiferin Mango, significantly decreased the
accumulation of adipose tissue and triglyceride levels while HDL levels increased
significantly compared to the control group. In the group treated with the extract and the
expression of the leptin receptor CB1 was statistically significantly higher, while
adiponectin were significantly lower. The data showed a possible anti-inflammatory
effect of mangiferin and antiadipogénico, since the expression of CB1 and PPAR
gamma and adipokines resistin and leptin were significantly higher and that the
expression of adiponectin decreased significantly compared to the control group. In this
sense, the study showed the beneficial effect of the leaf extract of mango and
mangiferin in the prophylaxis and treatment of adipogenesis, inflammation and

metabolic risk factors associated with obesity and metabolic syndrome.
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ARTIGO 1: PRODUTOS NATURAIS ATIVADORES DE PPAR E
MARCADORES ASSOCIADOS AO PROCESSO
INFLAMATORIO NA SINDROME METABOLICA



Produtos naturais ativadores de PPAR e marcadores associados ao processo
inflamatdrio na Sindrome Metabdlica

BRITO, LF*: TOLEDO, RCL!: CARVALHO, IMM*: LEITE, JPV!: RIBEIRO, SMR?
PELUZIO, MCG % QUEIROZ, JH*

!Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular; 2Departamento de Nutricdo e Sadde; Universidade
Federal de Vicosa, Av, PH Rolfs, s/n, Cep: 36571-001, Vicosa-Brasil. *larissafroede@yahoo.com.br

Resumo: O processo inflamatério é o elo entre a sindrome metabdlica e as doengas
cardiovasculares. Para verificar a presenca e o grau da inflamacdo, varios
biomarcadores tém sido propostos e investigados. Este trabalho tem como objetivo
revisar as recentes pesquisas que associam alguns marcadores expressos no tecido
adiposo, enfatizando, dentre eles, a adiponectina, a resistina, a leptina e o transportador
de glicose GLUT-4 na sindrome metabolica, a relacdo da inflamacdo decorrente desse
conjunto de desordens metabdlicas sobre os receptores ativadores de proliferacéo
peroxissomal (PPARS), bem como o efeito de diferentes extratos vegetais e produtos
naturais bioativos na ativagao desses receptores.

Palavras chave: sindrome metabolica, processo inflamatério, tecido adiposo,

adipocinas.

Abstract: Natural products activators of PPAR and markers associated with
inflammation in the metabolic syndrome. The inflammatory process is the link
between metabolic syndrome and cardiovascular diseases. To verify the presence and
degree of inflammation, several biomarkers have been proposed at the same time that
different receptors have been investigated. This study aims to review recent research
involving some markers expressed in adipose tissue, emphasizing, among them,
adiponectin, resistin, leptin and glucose transporter GLUT-4 in metabolic syndrome, the
relationship of inflammation arising from the set of metabolic disorders under the
peroxisome proliferator activator receptors (PPARSs) and the effect of different bioactive
compounds in the activation of these receptors.

Key words: Metabolic syndrome, inflammation, adipose tissue, adipokines.
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1. Introducéo

A Sindrome Metabdlica (SM) abrange uma grande variedade de alteracdes
fisiopatoldgicas, de repercuss@es sistémicas, acometendo os mais distintos 6rgdos, nos
quais sdo observadas diferentes alteracfes nos marcadores expressos em diferentes
tecidos, como por exemplo, no tecido adiposo (HUANG et al., 2009).

Os receptores proliferadores peroxissomais (PPARS), tém sido estudados nos
ultimos anos pelo numero crescente de evidéncias demonstrando um papel importante
na diferenciacdo dos adipdcitos, metabolismos glicidico e lipidico, além do controle
vascular. S&o conhecidos trés tipos de PPAR: alfa, gama e beta, sendo que o PPARy é o
regulador-chave da diferenciacdo dos adipdcitos, estimulando o aumento ou a
diminuicdo da expressdo de varios genes. Os efeitos benéficos de agonistas dos PPARs
ja foram demonstrados em estudos clinicos em portadores de doenga coronariana,
melhorando o perfil metabdlico e inflamatorio (BAHIA et al., 2006).

O uso clinico de agonistas de PPARs como fibratos e tiazolidinedionas (TZDs)
sugere que a ativacdo de PPAR pode modular o processo inflamatério envolvido no
conjunto de desordens metabdlicas da SM. As acBes benéficas e os efeitos indesejaveis
provocados pelos fibratos, TZDs e por outros ligantes sintéticos em avaliacdes clinicas
tém fortalecido a relevancia clinica dos PPARs, e contribui com o aumento em
pesquisas com foco em substancias com propriedades mais seletivas e menos toxicas
(BROWN; PLUTZKY, 2007).

A busca por compostos bioativos, a partir de plantas medicinais, que regulam a
atividade transcricional é bastante recente. Nos Gltimos anos, agonistas e antagonistas
de PPARs foram isolados a partir de espécies vegetais. A atividade de diferentes
extratos também tem sido explorada (HUANG et al., 2005a).

Nesse sentido, essa revisdao aborda o processo inflamatdrio decorrente da
sindrome metabdlica, marcadores envolvidos nesse conjunto de desordens fisioldgicas,
bem como compostos bioativos vegetais que atuamcomo agonistas dos receptores

PPARs na modulacéo da inflamacéo.

2. Sindrome metabdlica e inflamacéao
A Sindrome Metabdlica (SM) é vista atualmente como uma epidemia mundial,
com numeros alarmantes, associada a alta morbi-mortalidade cardiovascular e elevado
custo socio-econdmico (FILHO et al., 2006). Reaven (1988), o primeiro a relatar a

associacdo de fatores de risco metabolico, descreve que a SM consiste de obesidade,
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resisténcia a insulina, hipertensdo, diminuicdo da tolerancia a glicose ou diabetes,
hiperinsulinemia, e dislipidemia caracterizada pela elevacdo plasmatica de
triacilglicerdis e diminuicdo da concentracdo de lipoproteina de alta densidade (HDL-c).
Essas alteragdes ocorrem devido a associacdo de diferentes fatores, tais como,
influéncias genéticas (alteracdes nos receptores, enzimas e sinalizacdo) e ambientais
(obesidade, tabagismo, consumo excessivo de gordura saturada e auséncia de atividade
fisica), acarretando um conjunto de desordens fisioldgicas e desenvolvimento da
patologia.

O tecido adiposo é o maior reservatorio energético do organismo. Ele €
constituido por adipocitos, por uma matriz de tecido conjuntivo (fibras coldgenas e
reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular, nddulos linfaticos, células
imunes (leucdcitos e macrofagos), fibroblastos e pré-adipdcitos (células adiposas
diferenciadas). Os adipocitos sdo células especializadas no armazenamento de lipidios
na forma de triacilglicerdis, e dispdem do conjunto de enzimas e proteinas responsaveis
pela sintese, armazenamento e mobilizagdo de acidos graxos, em resposta a alteragdes
na demanda fisioldgica. Esses processos sdo estritamente regulados por fatores
genéticos, nutricionais, hormonais e paracrinos (AHIMA,; FLIER, 2000).

Em mamiferos estdo presentes dois tipos de tecido adiposo: tecido adiposo
marrom (TAM) e tecido adiposo branco (TAB). O TAM estd presente durante o
desenvolvimento fetal, porém diminui a partir do nascimento durante os primeiros anos
de vida. E um tecido que atua no controle da temperatura corporal, por ser especializado
na producdo de calor (PEREIRA, 2008).

O TAB é um 6rgdo heterogéneo que inclui depositos mdaltiplos distintos, tais
como depdositos subcutaneo, intra-abdominal e intratoracico. Além do papel importante
de reserva energética corporal, o TAB tem func¢des enddcrinas, as quais respondem pela
secrecao de varias moléculas bioativas, denominadas adipocinas. Estas substancias sao
produzidas e atuam tanto nos proprios adipdcitos, quanto em outros tecidos do
organismo (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004; SANCHEZ-MUNOZ et al., 2005).

O acumulo de tecido adiposo, principalmente na regido abdominal, €
fundamental para o desencadeamento da sindrome metabdlica. Existe uma associacéo
entre o tecido adiposo e as principais células inflamatorias, levando a um aumento da
producdo de diferentes mediadores inflamatorios e a maior liberagdo de acidos graxos
livres (AGL) (LOTTENBERG et al., 2007; LOTTENBERG, 2009). O aumento da

concentracdo plasmatica de AGL resulta na inducao do estresse oxidativo, inflamacéo e
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reatividade vascular junto a resisténcia a insulina (GUO; TABRIZCHI, 2006). Essa
resisténcia resultante da ativacdo da lipase hormdnio sensivel em adipdcitos leva a um
ciclo vicioso de lipolise, e consequentemente, aumento de AGL, resisténcia a insulina e
inflamacdo (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). A Figura 1 mostra o desenvolvimento

da sindrome metabdlica decorrente do aumento da concentracao de acidos graxos livres.

Resisténcia a
insulina

Inflamacio

Estress
oxidativo

SINDROME
METABOLICA

LHS: Lipase hormonio sensivel; AGL.: &cidos graxos livres; - --- - Representacao do ciclo vicioso de

lipdlise.

FIGURA 1 - Alteragdes metabolicas decorrentes do aumento de acidos graxos livres

levando a sindrome metabdlica.

Dados recentes apontaram uma associacdo entre a obesidade e o estado
inflamatorio, mostrando que na obesidade ocorre um aumento significativo nas
concentracOes plasméticas de TNFa, IL-6 e outros mediadores inflamatdrios. O tecido
adiposo apresenta uma maior expressdo desses marcadores na obesidade (DANDONA
etal., 2004).

Juntamente com TNFa e IL-6, trés outras importantes proteinas foram relatadas
como marcadores associados a sindrome metabdlica: leptina, adiponectina e resistina
(FONSECA-ALANIZ et al., 2007).



A leptina estd associada a funcBes como saciedade, inibicdo da ingestdo
alimentar, reguladocdo da funcdo sexual e moduladocdo imune, além de induzir a
agregacdo plaquetaria. Contudo, o seu aumento, a longo prazo, pode contribuir para o
estado proinflamatorio da obesidade e aterogénese (NAKATA et al., 1999; LA CAVA
et al., 2004). Essa proteina é produzida no TAB e demonstra similaridade estrutural com
a resistina. Ela atua nos receptores expressos no hipotalamo promovendo uma sensacao
de saciedade e equilibrando o balango energético. Em situacdes fisioldgicas normais a
leptina promove uma melhora na sensibilidade a insulina (hepatica e no musculo
esquelético) alem de modular a fungdo das células B pancreaticas (FORNARI, 2009).
Tanto a deficiéncia como a resisténcia a leptina podem causar o aumento e o
desenvolvimento da obesidade (RABE et al., 2008).

A adiponectina é secretada pelos adipdcitos em individuos normais, tem
propriedades anti-inflamatdria, antiaterogénica, e, em altas concentra¢des pode levar ao
ganho de peso e a obesidade (KUBOTA et al., 2002; UKKOLA; SANTANIEMIM,
2002). Isso sugere que em elevadas concentragfes essa proteina pode ser marcador da
aterosclerose e doencas cardiovasculares (PISCHON et al., 2004). A adiponectina é
sintetizada exclusivamente no tecido adiposo, e ao contrario de outras proteinas que séo
secretadas pelos adipdcitos, a expressao diminui a medida que o tecido adiposo
aumenta. Sua concentragdo se encontra diminuida em humanos e camundongos obesos
ou portadores de resisténcia insulinica. Alguns tratamentos nutricionais e terapéuticos
que melhoram a sensibilidade a insulina, como por exemplo, a restricdo energética,
perda de peso e tratamento com glitazones e tiazolidinodionas (TZDs) aumentam a
expressao génica de adiponectina e seus niveis circulantes (MAYNADIER et al. 2009).

A resistina induz a resisténcia a insulina (PACKER; SIES, 2008). Drogas anti-
diabéticas como tiazolidinedionas (TZDs) ou glitazones diminuem a concentracdo de
resistina em humanos, e induzem um aumento da expressdo de mRNA da adiponectina
nos adipdcitos, aumentando a concentracdo e a expressao da adiponectina no plasma,
mostrando o efeito antinflamatorio dessas drogas (HAMMARSTED et al., 2005;
GHANIM et al., 2006; MORIUCHI et al., 2007). A resistina também € sintetizada pelo
TAB, e quando administrada intraperitonealmente, eleva os niveis de glicose plasmatica
e induz a resisténcia insulinica. Em nivel celular, a resistina exerce efeito
préinflamatdrio potente levando ao aumento da produgdo de citocinas préinflamatérias

e moléculas de adesdo, contudo, a literatura ainda é controversa (RABE et al., 2008).



Outro importante marcador da sindrome metabdlica é o transportador de glicose
insulino sensivel, 0 GLUT-4, cujo papel principal é proporcionar a captacdo de glicose
mediada pela insulina em tecidos adiposo e muscular (HUANG et al., 2009).
Correlaciona-se de maneira direta com 0 aumento ou reducédo da sensibilidade a insulina
(ISHIKI; KLIP, 2005; MACHADO et al., 2006).

O GLUT-4 tem sido investigado ha mais de uma década em véarios modelos
experimentais, assim como em humanos com obesidade, resisténcia a insulina (RI),
diabetes e hipertensdo, todos componentes da sindrome metabolica (KLOTING et al.,
2006). Papa e cols. (2002) revelaram que, durante o processo de desenvolvimento da
obesidade, inicialmente, quando o ganho de peso é acelerado, hd aumento na
sensibilidade a insulina e da expressdo do GLUT-4 no tecido adiposo; posteriormente,
quando a obesidade se estabiliza, sobrevém reducdo do GLUT-4 no tecido adiposo e a
resisténcia a insulina se manifesta.

Na sindrome metabdlica, em consequéncia do desequilibrio no metabolismo de
acidos graxos, ocorrem modificacfes na expressao génica de alguns marcadores, como
os citados anteriormente, podendo representar uma conexdo regulatoria entre a

adiposidade, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares.

3. Interesse clinico por ligantes de PPARS

Os receptores nucleares atuam diretamente no processo transcricional,
controlando a expresséo de genes-alvo que regulam diversos processos bioldgicos como
a reproducéo, o desenvolvimento e o metabolismo geral (PEREIRA, 2008).

Uma &rea importante no campo de pesquisas metabolicas se refere as fungdes
dos receptores nucleares PPARs como alvos terapéuticos para desordens no
metabolismo de lipidios e glicose em virtude desses fatores estarem associados a
doencas como diabetes, dislipidemia, aterosclerose, obesidade, sindrome metabolica e
doencas cardiovasculares (SHEARER; BILLIN, 2007). PPARs apresentam também
papel importante na sensibilizacdo periférica a insulina por meio da reducdo na
expressao de resistina e TNFa, aumento da expressdo da adiponectina e da atividade da
lipase lipoprotéica (LLP) (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004).

O PPARyé um importante regulador da sensibilidade a insulina. A principal
hipotese para o efeito sensibilizador dos agonistas de PPARa de que, quando
ativado, ele regula a transcricdo de genes que expressam proteinas que participam da

captacdo e armazenamento de 4&cidos graxos, e redirecionamento dos lipidios
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depositados no musculo e no figado para os adipocitos. Além disso, 0 PPAR promove
a diferenciacdo celular, originando novos adipdcitos, os quais sdo mais sensiveis a
insulina e representam, também, um aumento na capacidade de armazenamento de
acidos graxos, reduzindo o acumulo em tecidos periféricos (PEREIRA, 2008).

O uso clinico de agonistas de PPARs como fibratos e tiazolidinedionas (TZDs),
em conjunto com evidéncias que sugerem que a ativacdo de PPARy possa modular
processos inflamatdrios como a aterosclerose tem instigado o interesse e a busca por
novos ligantes. Soma-se a esses fatores os efeitos indesejados provocados pelos fibratos,
TZDs e por outros ligantes sintéticos em estudos clinicas, alem dos resultados obtidos
em estudos cardiovasculares. Em conjunto, as acdes benéficas e os efeitos indesejados
provocados pelos fibratos, TZDs e por outros ligantes sintéticos tém fortalecido a
relevancia clinica do PPARy, e contribui para 0 aumento em pesquisas com foco em
substancias com propriedades mais seletivas e menos toxicas (BROWN; PLUTZKY,
2007).

As tiazolidinedionas (TZDs), agonistas de PPARYy, séo utilizadas no tratamento
de diabetes tipo 2. Agonistas de PPARy também apresentaram efeitos antiaterogénicos
em modelos animais. Entretanto, tais substancias podem promover efeitos colaterais
clinicamente significativos como ganho de peso, em funcédo de retencéo de liquido e do
aumento na adiposidade, a¢Oes essas que parecem ser potencializadas quando as TZDs
sdo utilizadas em associacdo a insulina. Alguns estudos apontam para o aumento dos
efeitos de farmacos derivados dos TZDs, a rosiglitazona (Figura 2) e a pioglitazona
(Figura 2). A rosiglitazona esté associada ao aumento risco de infarto de miocardio e na
morte por doencgas cardiovasculares, embora essas informagdes ainda ndo sejam
conclusivas. Efeitos hepatotdxicos tém sido associados ao uso de troglitazona, além de
prejuizo no metabolismo dsseo. Devido aos relatos citados, esses medicamentos foram
retirados do mercado (MICHALIK et al., 2006; BROWN; PLUTZKY, 2007,
BERBEROGLU et al., 2007; NISSEN; WOLSKI, 2007; JUURLINK, 2010).



MNH

—

Pioglitazona

Figura 2 — Estrutura quimica da Rosiglitazona e da Pioglitazona.

Além dos beneficios clinicos bem estabelecidos em diabetes e dislipidemia,
varios estudos relatam a utilizacdo de ligantes de PPARs na sindrome metabdlica. Os
ligantes de PPAR, por atuarem na regulacdo de vias metabolicas envolvidas nas
desordens que acompanham a sindrome metabolica, emergem com grande potencial de
atuacdo no tratamento de pacientes com essa complexa rede de alteragdes fisiologicas
(FIEVET et al., 2006; KASUGA et al., 2006; GURNELL, 2007; WILKINSON et al.,
2008).

4. Ligantes para PPARs de origem natural

Se por um lado o desenvolvimento de moduladores sintéticos da expressdo
génica em niveis transcricionais é realizado ha muito tempo, a busca por substancias
isoladas a partir de plantas que detenham atividade transcricional é mais recente. Nos
ultimos anos, agonistas e antagonistas dos receptores PPARs foram isolados a partir de
extratos vegetais (HUANG et al., 2005b). A atividade dos extratos, de fracdes de
extratos e de substancias isoladas sobre a ativagéo transcricional dos receptores PPARS
¢ avaliada basicamente com a realizacdo de ensaios de gene repérter em cultura de
células, ensaios de competicdo pela ligacéo e teste de diferenciacéo de adipdcitos, sendo
gue alguns trabalhos recorrem aos testes em animais para correlacionar os efeitos
observados in vitro com os efeitos in vivo (PEREIRA, 2008). A tabela 1 mostra o efeito

de diferentes extratos e compostos bioativos na ativagao dos receptores PPARS.



Tabela 1 — Efeito de diferentes extratos e compostos bioativos na ativagdo dos

receptores PPARSs.

Familia / espécie Extrato / Principio ativo Atividade Referéncia
Anacardiaceae
Mangifera indica Glicosilxantona: mangiferina ~ Ativador de WILKINSON et al.,
PPARa. ¢ 2008; KAUSHIK et
PPARy. al., 2010.
Avraliaceae
Panax ginseng Extrato aquoso de raiz de Ativador de CHUNG etal., 2001.
ginseng branco. PPARYy.
Cannabaceae
Cannabis sativa Acido julémico (andlogo Ativador de LIU et al., 2003;
sintético do THC) PPARy. BURSTEIN, 2005.
Cannabidiol Ativador de 1ZZO et al, 2009;
PPARy. O’SULLIVAN et al.,
2009; O’SULLIVAN;
KENDALL, 2009.
Celastraceae
Salacia oblonga Extrato aquoso da raiz e Ativador de HUANG et al., 2009;
mangiferina. PPARo ¢ GIRON etal., 2009.
PPARY.
Cucurbitaceae
Gynostemma pentaphyllum  Gipenosideo XLIX. Ativador de HUANG et al., 2006.
PPARGa.
Mormodica charantia Extrato em acetato de etilado Ativador de CHAO; HUANG,
fruto e compostos isolados. PPARGa. 2003; CHUANG et al.,
2006.
Leguminosae
Astragalus membranaceus Biocanina A, formononetina.  Ativador de SHEN et al., 2006.
PPARa e
PPARYy.
Glycine max Fitoestrégeno: genisteina. Ativador de DANG etal., 2003.
PPARYy.
Glycyrrhiza uralensis  Prenilflavondides: Ativador de KURODA etal., 2003.
glicicumarina, glicirina, PPARYy.
dehidrogliasperina C,
dehidrogliasperina D.
Meliaceae
Swietenia mahagony Extrato etandlico da semente.  Ativador de Ll etal., 2005.
PPARY.
Pinaceae
Pseudolarix kaempferi  Acido pseudolérico B. Ativador de JARADAT et al,
PPARa. 2003.
Polyporaceae
Poria cocos  Acido dehidrotrametandlico. ~ Ativador de SATO etal., 2002.
PPARY.
Ranunculaceae
Clematis pickeringii  Extrato etandlico do caule e Ativador de Ll etal., 2006.
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fracdes. PPARa ¢

PPARYy.
Rutaceae
Citrus grandis  Flavanona: naringenina. Ativador de HARMON; HARP,
PPARy. 2001.
Theaceae
Camelia sinensis  Extrato aquoso de cha verde, Ativador de LEE, 2004.
cha preto e galato PPARa.
epigalocatequina.
Vitaceae
Vitis vinifera  Terpenoides: farnesol, Ativador de TAKAHASHI et al,
geranilgeraniol. PPARa e 2002.
PPARYy.
Proantocianidinas derivadas Ativador de MAetal., 2007.
de semente. PPARy.

THC: tetrahidrocanabinol. Fonte: LEE, 2004; HUANG et al., 2005; CHUANG et al., 2006; HUANG et
al., 2006; LI et al., 2006; SHEN et al., 2006; MA et al., 2007; PEREIRA, 2008; HUANG et al., 2009;

KAUSHIK et al., 2010.

Frente ao conjunto de desordens fisioldgicas envolvidas na sindrome metabdlica
faz-se necessario 0 aumento de pesquisas utilizando plantas medicinais como alternativa
para o tratamento. No Brasil, com a diversidade da flora, h& um amplo campo de
atuacdo na area de validacdo das propriedades farmacoldgicas atribuidas empiricamente
as plantas medicinais, principalmente na selecdo de ligantes para receptores nucleares,
onde as pesquisas ainda sdo insipientes. Plantas medicinais que comprovadamente
reduzam as alteracBes ocorridas nesse estado patologico tém grande potencial de
bioatividade no tratamento da sindrome metabdlica. Por essa razdo, plantas usadas
popularmente pela acdo antidiabética, hipolipemiante, antinflamatdria, antiobesidade,
dentre outras propriedades farmacoldgicas, vém sendo utilizadas por grupos de pesquisa
no rastreamento de compostos que atuem no metabolismo do adipécito com o objetivo

de identificacdo de novos agonistas para receptores PPARS.

5. Considerac6es Finais
O aumento da incidéncia da sindrome metabdlica nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento é um dos fatores contribuintes para a expansao de estudos utilizando
compostos naturais no tratamento e prevencgdo de desordens metabdlicas desencadeadas
no processo inflamatorio. Nesse contexto, sdo necessarias pesquisas que abordem o

processo inflamatdrio decorrente das alteracdes fisioldgicas envolvidas nas diferentes
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patologias que compdem a sindrome metabolica, e associem 0s principais marcadores
envolvidos nesse conjunto de desordens metabdlicas, bem como compostos bioativos

agonistas dos receptores PPARs como coadjuvantes na modulagéo da inflamagéo.
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Resumo
A Sindrome Metabdlica (SM) é vista atualmente como uma epidemia mundial,

com nameros alarmantes, associada a alta morbimortalidade e elevado custo socio-
econémico. O sistema endocanabindide e os receptores ativadores de proliferacédo
peroxissomal (PPARs) atuam fisiologicamente na manutencdo da homeostase
energeética e na regulacdo do metabolismo de carboidratos e lipidios. A hiperatividade
do sistema endocanabindide ndo sé causa 0 aumento de peso como pode induzir
fenotipos dislipidémicos e disglicémicos fundamentais para o desenvolvimento e
instalacdo do processo inflamatorio envolvido na SM. Os PPARs atuam de modo
integrado e sdo considerados alvos importantes para o tratamento das desordens
fisioldgicas, como obesidade e inflamacéo, caracteristicos da sindrome metabdlica. Essa
revisdo aborda a relacdo entre esses receptores, bem como 0s mecanismos de
desenvolvimento e tratamento das diferentes patologias que compdem a sindrome
metabolica.

Palavras chaves: Resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemia, receptores CB; e CB,,

canabindides.

Abstract
Metabolic syndrome (MS) is now viewed as a global epidemic, with alarming

numbers, associated with high cardiovascular morbidity and mortality and high
socioeconomic cost. The endocannabinoid system and the receptors PPARs act
physiologically in the maintenance of energy homeostasis and metabolism regulation of
carbohydrates and lipids. The hyperactivity of the endocannabinoid system not only
causes weight gain as dyslipidemic phenotypes and can induce dysglycemic

fundamental in the development and installation of the inflammatory process involved
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in MS. The PPARs act in an integrated manner and are considered important targets for
the treatment of physiological disorders such as obesity and inflammation, characteristic
of the metabolic syndrome. This paper aims to review recent research linking these
mechanisms involved in the metabolic disorder resulting from the combination of
factors involved in metabolic syndrome.

Keywords: Insulin resistance, diabetes, dyslipidemia, CB1 and CB2 receptors,

cannabinoids.

1. Introducéo
A Sindrome Metabdlica (SM) é vista atualmente como uma epidemia mundial,

com numeros alarmantes, associada a alta morbimortalidade e elevado custo sdcio-
econémico (FILHO et al., 2006). A ocorréncia comum da combinagdo de obesidade,
resisténcia a insulina, diabetes, hipertensdo, hipertrigliceridemia, diminui¢cdo do HDL-c
(lipoproteina de alta densidade) e hiperinsulinemia caracterizam a sindrome metabdlica,
sendo esta, fator de risco das doencas cardiovasculares (PACKER; SIES, 2008). Essas
alteracbes metabolicas ocorrem devido a associacdo de diferentes fatores, tais como,
predisposicOes genéticas (mutacdes em receptores e enzimas que causam alteracfes no
metabolismo) e ambientais (habitos alimentares inadequados, tabagismo e
sedentarismo) acarretando um conjunto de desordens fisioldgicas e desenvolvimento da
patologia.

O sistema endocanabindide é um importante sistema de sinalizacdo que atua na
manutencdo da homeostase energética e na regulacdo do metabolismo lipidico
(FRANCISCHETTI; ABREU, 2006), onde regula a lipogénese e aumenta a expressao
de genes envolvidos no metabolismo dos lipidios e carboidratos (MATOS et al., 2006).

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARS), pertencentes a
superfamilia de receptores nucleares, tem sido estudados nos ultimos anos pelo nimero
crescente de evidéncias demonstrando papel importante na diferencia¢do dos adipdcitos,
metabolismos glicidico e lipidico, além do controle vascular. Sdo conhecidos trés tipos
de PPAR: alfa, gama e beta, sendo que o éPRARYy principal regulador da
diferenciacdo dos adipdcitos. Os efeitos benéficos de agonistas dos PPARs ja foram
demonstrados em estudos clinicos em portadores de doenca coronariana, melhorando o
perfil metabdlico e inflamatério dos pacientes (OLUKMAN et al., 2010; QUINTELA et
al., 2012).
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Os receptores endocanabindides (CBs) tém um efeito inibitério acentuado na
funcdo das células imunes e sdo capazes de ativar o processo inflamatdrio de doengas
crbnicas. Ja os receptores PPARs sdo capazes de inibir o processo inflamatério. A
ativacdo de PPAR pode iniciar indiretamente a cascata de sinalizacdo dos receptores de
superficie CBs. Essa revisao tem como objetivo abordar essas duas vias de sinalizacao,
bem como a relacdo delas com os processos fisioldgicos envolvidos na sindrome

metabdlica.

2. Sindrome Metabdlica
O aumento da incidéncia da obesidade é um problema sério de satde publica em

todo o mundo. De acordo com Organizagdo Mundial de Saude, sdo mais de um bilhdo
de pessoas com o indice de massa corporal (IMC¥ 25 kg/m * e aproximadamente 300
milhdes de pessoas com IMC> 30 kg/m  (WHO, 2012). A obesidade é definida como
manifestacdo fenotipica de acumulo excessiva de gordura que altera a salde e aumenta
a mortalidade (GONZALES-CASTEJON; RODRIGUEZ-CASADO, 2011). A etiologia
da obesidade é extremamente complexa por estar associada a fatores genéticos,
ambientais e a alteracBes no sistema neuroldgico, enddcrino e imunoldgico. Ela esta
relacionada a doencas cardiovasculares, diabetes, resisténcia a insulina, hipertensao e
sindrome metabolica (SCOARIS et al., 2010).

A Sindrome Metabdlica (SM) consiste em um conjunto de desordens
metabolicas complexas caracterizadas por obesidade central, dislipidemia, intolerancia a
glicose e aumento da pressdo arterial. Esta associada ao aumento do risco de
desenvolvimento de doencas metabolicas e cardiovasculares (RUEDA-CLAUSEN et
al., 2012).

Estes fatores de risco caracteristicos da SM incluem diabetes tipo 2,
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, dislipidemia, aterosclerose, hipertenséo,
esteatose hepatica, inflamacéo e obesidade (HUANG et al., 2009). O acumulo excessivo
de gordura nos principais 6rgdos e tecidos envolvidos na regulagdo do metabolismo
energético, tais como tecido adiposo, figado e musculo, prejudica a integridade dos
tecidos e leva ao desenvolvimento da inflamacdo caracterizada pelo aumento de
citocinas préinflamatorias. A resisténcia a insulina reduz a oxidacdo de acidos graxos,
aumentando o armazenamento de gordura, definindo a natureza crénica e progressiva no
processo patoldgico (MAYNADIE et al., 2009).
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A obesidade tambem ¢é caracterizada por um estado inflamatorio e
consequentemente aumento nas concentragfes plasmaticas do inibidor do ativador de
plasminogénio-1 (PAI-1), proteina C reativa (PCR), fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), interleucina-6 (IL-6), fator inibitorio de migracdo de macréfagos (MIF) e
outras citocinas inflamatorias, como leptina e resistina, a0 mesmo tempo em que ocorre
uma diminuicéo significativa nas concentra¢des de adiponectina e do transportador de
glicose GLUT-4 (NISOLI, 2010). A associagédo entre obesidade, adiposidade e
inflamacdo desempenha um papel importante na progressdao da sindrome metabdlica
(PACKER; SIES, 2008). A disfuncdo metabolica dos principais 6rgdos envolvidos no
metabolismo de lipidios e glicose é correlacionada ainda com a dislipidemia,
caracterizada pelo aumento na circulacdo dos niveis de colesterol total, triacilglicerdis e
acidos graxos livres, e pela reducdo do nivel circulante de HDL-c (ADIELS et al.,
2008). A dislipidemia esta intimamente relacionada com um risco aumentado de
doencas cardiovasculares, incluindo aterosclerose, hipertensdo arterial e infarto do
miocardio (MAYNADIE et al., 2009). A figura 1 mostra a relagdo entre as principais
desordens envolvidas na SM, onde obesidade, diabetes tipo 2, dislipidemia, inflamacgéo
e esteatose hepatica compdem a sindrome e sdo os principais fatores que levam ao

aumento do risco de doencas cardiovasculares.

. _ 1 pasto
1 Engestao energético Drogas
alimentar metabolicas

L]

Sindrome Metabolica

Gordura ¢ inflamacio

< Figado

Esteatose hepaitica

Clitocinas
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TA Figado
Figado Sangue
sangue Miisculo
Hiperinsulinemia
Inflamagao
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Figura 1 — Componentes da Sindrome Metabolica. DCV: doengas cardiovasculares; TA: tecido

adiposo; TG: triacilglicerdis; AGL: 4cidos graxos livres. O simboloL representa os inibidores. Fonte:

adaptado de MAYNADIE et al., 2009.

Neste esquema simplificado, obesidade, diabetes tipo 2, dislipidemia,
inflamacéo e esteatose hepatica sdo representados como ciclos envolvidos na SM,
levando ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCV). Cada ciclo
representa uma desordem fisioldgica induzida por desequilibrios metabolicos, tais
como, excesso de energia, hiperinsulinemia, aumento do colesterol, acidos graxos
livres (AGL) e triacilglicerois (TG), citocinas préinflamatdrias, gordura e inflamacéo.
Dentro dos ciclos sdo enunciados os principais 6rgdos ou tecidos envolvidos nestas
patologias que fazem parte da SM: sangue, tecido adiposo (TA), figado e musculos.
Além disso, a diminuicdo da ingestdo alimentar, 0 aumento do gasto de energia e
drogas que atuam no metabolismo energético sdo representados como inibidores da

progressao da SM.

3. Funcéo fisiopatoldgica do tecido adiposo
O tecido adiposo tem uma funcdo altamente especializada de acumular gordura

em situacOes de excesso de ingestdo energética que pode ser utilizada durante periodos
de alto consumo de energia ou durante periodos de privacdo alimentar. Este tecido é
principalmente constituido por células adiposas (adipdcitos) em diferentes estados de
diferenciacdo que incluem adipoblastos, preadipocitos e adipdcitos imaturos e maduros
(AVRAM, 2005). Alguns mecanismos podem contribuir para a expansdo do tecido
adiposo, como a hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipdcitos, que ocorrem comumente
em individuos obesos, onde o primeiro é predominante em criangas e 0 segundo em
adultos (GONZALES-CASTEJON; RODRIGUEZ-CASADO, 2011).

Além da capacidade de armazenar lipidios, o tecido adiposo é responsavel por
expressar e secretar muitas moléculas biologicamente ativas chamadas adipocitocinas
ou adipocinas, tornando-se, portanto, um 6rgdo enddcrino (NISOLI, 2010). Essas
adipocinas tém estruturas e funcdes fisiologicas variadas, compreendendo proteinas que
desempenham ag¢des importantes na homeostase energética global, na sensibilidade a
insulina (adiponectina, leptina, resistina, visfatina, proteina estimulante de acilagéo), em
respostas imunologicas (fator de necrose tumoral-a (TNFa), interleucina-6 (IL-6), na

regulacdo da pressdo sanguinea (angitensinogénio) e na homeostase vascular (inibidor
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do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), fator tecidual), entre outras acdes (PEREIRA,
2008).

Os niveis de adipocinas estdo relacionados com os estados de equilibrio e
desequilibrio do tecido adiposo. Na condicdo de aumento da massa desse tecido, a
sintese das adipocinas encontra-se desregulada, com predominio da expressdo de
proteinas préinflamatdrias, que por sua vez desencadeiam diversas complicacdes
associadas a obesidade, como por exemplo, a resisténcia a insulina, desempenhando um
papel fundamental no desenvolvimento e na progressao da SM. Assim, estudos sugerem
que a integridade do tecido adiposo é a chave para prevenir o desenvolvimento e a
progressdo da sindrome metabolica (MAYNADIE et al., 2009).

4. Sistema Endocanabinoide
O sistema endocanabindide é um importante sistema de sinalizagdo que atua na

manutencdo da homeostase energética e na regulacio do metabolismo
(FRANCISCHETTI; ABREU, 2006; VALENZUELA et al., 2010). Sua expressdo €
maior no tecido adiposo, onde regula a lipogénese e aumenta a expressdo de genes
influentes no metabolismo dos lipidios e carboidratos (MATOS et al., 2006).

Os endocanabindides sdo mediadores lipidicos enddgenos que interagem com
alguns receptores acoplados a proteina G, denominados CB; e CB, (NISOLI, 2010). O
primeiro receptor canabinoide, CB; foi identificado a partir doA9 -tetraidrocanabinol
(A9-THC), o qual é o constituinte psicoativo da planta do género cannabis originando o
nome receptor canabindide (CONSOLE-BRAM et al., 2012).

Os receptores canabindides CB; e CB; sdo proteinas simples com um grupo N-
terminal extracelular e um grupo C-terminal intracelular e sete hélices transmembrana.
Ambos ativam a proteina G, inibem a adenilato ciclase (AC), diminuindo a producéo de
AMP ciclico (AMPc) (TANASESCU; CONSTANTINESCU, 2010).

Seguido da descoberta de CB; e CB;, dois agonistas enddgenos dos receptores
canabinodides foram descobertos, o N-aracdonoil etanolamina (anandamida) e o 2-
aracdonoil glicerol (2-AG), sendo designados como endocanabindides (ECB)
(CONSOLE-BRAM et al., 2012). As enzimas lipase fosfolipase sn-1-diacilglicerol-
seletiva (DAG Lipase) e N-acilfosfatidiletalonamina-seletiva (FAAH) sdo as enzimas
que hidrolisam o 2-AG e a anandamida, respectivamente (LI et al., 2011). Os
receptores canabindides, os endocanabindides e as enzimas que catalisam sua

biossintese e degradacdo constituem o Sistema Endocanabindide (SECB) (Figura 2)
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(SVIZENSKA, et al., 2008). O SECB ¢é modulado por agonistas sintéticos ou naturais,
agindo no sistema nervoso central e no sistema nervoso periférico (TANASESCU;
CONSTANTINESCU, 2010; BOOZ, 2011; DAMIANI; DAMIANI, 2011; GAMAGE;
LICHTMAN, 2012).

A maioria dos endocanabindides identificados até o momento é derivada de
acidos graxos de cadeia longa (AGCL), especificamente o acido araquiddnico. As
enzimas responsaveis pela sintese sdo a N-acilfosfatidiletalonamina- fosfolipase D
seletiva (NAPE-PLD) e a lipase sn-1-diacilglicerol-seletiva fosfolipase (DAG Lipase)
conforme mostrado na Figura 2 (LI et al., 2011; GAMAGE; LICHTMAN, 2012).

Acido araquidénico

NAPE-PLD

DAG-lipase (sintese)
(sintese e FAAH
hidrolise) (hidrolise)

<

Receptores CBs dependentes da ptn G

Sistema Endocanabinodide

* Endocanabinoides

Figura 2 - Sistema Endocanabindide.DAG Lipase: lipase sn-1-diacilglicerol-seletiva fosfolipase;

NAPE-PLD: N-acilfosfatidiletalonamina- fosfolipase D seletiva; FAAH: N-acilfosfatidiletalonamina-

seletiva; 2-AG: 2-aracdonoil glicerol.

A ativacao da proteina G € o primeiro passo do processo de transducao de sinais,

levando a mudangas em VvAarios componentes intercelulares, como por exemplo, a

28



abertura ou o bloqueio dos canais de célcio e potassio ocasionando mudancas nas
funcdes celulares (HONORIO et al., 2006). Os receptores canabinoides estdo inseridos
na membrana celular, onde estdo acoplados as proteinas G e a enzima adenilato ciclase
(AC). Quando interagem com ligantes, tais como anandamida ou A9-THC, os receptores
sdo ativados, e a partir desta interacdo, uma série de reacdes ocorre, incluindo inibicéo
da AC, o que diminui a producdo de AMPc; abertura dos canais de K*, diminuindo a
transmissdo de sinais e fechamento dos canais de Ca*? (Figura 3), levando a um
decréscimo na liberacdo de neurotransmissores (RUEDA-CLAUSEN; DAVIDGE,
2012).

Ligantes endégenos
(2-AG, Anandamida, THC, etc)
canais de k* canais de Ca ,,"

| <) 190

L—f’ __‘__—__-\\
CBs
7~ N\
G .
()
1 AMPc ATP

Figura 3 - Via dos receptores CBs acoplados a proteina G. Os ligantes endégenos ligam-se

aos receptores CBs, inibindo a AC bloqueando os canais de ca’* e abrindo os canais de K*.

Bloqueio da sinalizagdo por meio de ligantes ( ---»

Os endocanabindides agem como mediadores locais e sdo rapidamente
hidrolisados pelas enzimas fosfolipase N-acilfosfatidiletalonamina-seletiva (FAAH) e
lipase sn-1-diacilglicerol seletiva (DAG Lipase) (LI et al., 2011; GAMAGE;
LICHTMAN, 2012). E importante ressaltar que os ECB néo ficam armazenados nas
vesiculas lisossdbmicas, mas sdo prontamente sintetizados e liberados para as ceélulas,
onde e quando forem necessarios. Portanto, a disponibilidade dos ECB é regulada por
captacdo e degradagdo (MATOS et al., 2006). A enzima de degradacdo da anandamida
(FAAH), quando inativada, determina maior atividade do sistema. Nesse sentido,

29



estudos demonstraram uma associacdo entre o polimorfismo no gene da FAAH e
obesidade em humanos (SIPE et al., 2005).

A ativacdo patoldgica do sistema endocanabindide contribui para o ganho de
peso, reducdo da sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose, sendo esses efeitos
reduzidos pelo uso de bloqueadores dos receptores CB; (LI et al., 2011). A ativacdo do
receptor CB; estimula o ndcleo hipotaldamico e o sistema limbico desencadeando
respectivamente um efeito orexigeno e maior motivacdo para a alimentacdo. Nos tecidos
periféricos, os receptores CB; estdo relacionados ao aumento da lipogénese (tecido
adiposo, figado, trato gastrintestinal e musculo esquelético) alterando assim o
metabolismo da glicose. Especula-se que na obesidade o sistema endocanabindide
permaneca ativado (DAMIANI; DAMIANI, 2011).

Segundo Engeli et al. (2005), os endocanabindides estdo aumentados no plasma
de humanos obesos, e seus niveis estdo inversamente relacionados com a atividade da
FAAH, apontando para uma hiperatividade do SECB em estados de obesidade
(MATOS et al., 2006) levando a sindrome metabdlica (Figura 4).

[ Endocanabindides ]

!

Dislipidemia / Obesidade Ahdnminal\A

Atj:r;%:rljla L)is.gli‘ccnlﬁa‘
1TG > Resisténcia a
- ) . .
LDL peq. e densas D— Obesidade insulina
Intraabdominal

K lnﬂar\Laq 3o j
Y

SINDROME METABOLICA

Figura 4 - Hiperatividade do Sistema Endocanabinéide e desenvolvimento da sindrome

metabdlica.
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A localizacdo dos receptores CBs € altamente relevante para suas funcgdes. Eles
estdo localizados principalmente no hipocampo e ganglios basais e altamente expressos
na regido cerebral, onde é esperado o efeito psicoativoAddo -THC (TANASESCU;
CONSTANTINESCU, 2010). Nos tecidos periféricos sdo encontrados em adipdcitos,
figado, pancreas e musculo esquelético, possivelmente onde os efeitos metabolicos dos
canabindides sdo exercidos (NISOLI, 2010; GAMAGE; LICHTMAN, 2012; NAM et
al., 2012).

Os receptores CB; foram clonados de tecidos de ratos, camundongos e humanos
e apresentam uma similaridade entre espécies. Os receptores CB, possuem cerca de
50% de similaridade com os receptores CB; e sdo geralmente expressos em niveis mais
baixos (CONSOLE-BRAM et al., 2012). Os receptores CB, sdo expressos nas células
imunes (especialmente derivados de macrofagos e neurénios) (PACHER; MACKIE,
2012) e também sdo encontrados em outras estruturas periféricas (TANASESCU;
CONSTANTINESCU, 2010).

Sd0 muitas as evidéncias que demonstram a acdo anti-inflamatdria dos
canabindides, e supostamente esses efeitos sdo mediados pelos receptores CB,
(CABRAL et al., 2009), inibindo a producédo de citocinas (EHRHART et al., 2005) e
diminuindo a apresentacdo de antigenos e modulacgdo da migragdo celular.
Recentemente, foi relatado que os canabindides podem reduzir a inflamacdo por
promover apoptose celular (RIEDER et al., 2009). Em geral, o SEDC tem sido proposto
como um sistema endogeno protetor contra resposta inflamatoria/imune em multiplas
patologias que acomete o sistema nervoso central (ZOPPI et al., 2011). Além do efeito
antiinflamatdrio, os canabindides, como por exemplo, o canabidiol, exerce efeito
antioxidante e neuroprotetor (MECHA et al., 2012).

Diversas funcgdes sdo atribuidas ao sistema endocanabindide. Entre elas, existem
relatos da eficacia dos canabindides no controle da dor, da émese, no alivio dos
sintomas da esclerose multipla, na regulacdo do apetite, obesidade, dentre outras
desordens fisioldgicas (MAKRIYANNIS et al., 2005).

A presenca dos receptores canabindides nos adipocitos, bem como o aumento do
nivel dos endocanabindides na obesidade sugere o envolvimento do sistema

endocanabindide na sindrome metabdlica.
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5. Receptores proliferadores peroxissomais (PPARS)
Os PPARs (Peroxisome proliferator-activated receptors) foram identificados

inicialmente em roedores e desde entdo suas propriedades fisiologicas sdo exploradas
(CHRISTOULIDES et al.,, 2010). Dentro dessa subfamilia, trés subtipos com
similaridade significante de sequéncia de aminoacidos e codificados por genes
diferentes ja foram caracterizados, sendo estes PPAR (NR1C1), PPARB/6 (NRIC2) e

PPARy (NR1C3) (POULSEN et al., 2012). Os trés subtipos de receptores estdo
presentes na maioria dos tecidos, embora apresentem padrdes de expressdo tecidual
diferenciado (PEREIRA, 2008).

A designacdo do nome PPAR se deve ao fato da ativacdo do PPARprimeiro
receptor descoberto, mas ndo de PPAR PPARP/S, promover a proliféa de
peroxissomos em hepatocitos de roedores (CHRISTOULIDES et al.,, 2010). Os
peroxissomos sao organelas responsaveis por reacdes de oxidacdo ligadas ao
metabolismo energético e sua propagacao resulta em hepatomegalia e carcinogénese em
roedores, porém esses efeitos ndo foram observados em humanos (EVANS et al, 2004).

Os PPARSs sdo considerados sensores metabdlicos, que, de acordo com 0s sinais
lipidicos, atuam na expressdo génica de modo a promover acdes adaptativas
relacionadas a homeostase lipidica e energética, atuando especialmente na oxidacdo de
acidos graxos, diferenciacdo de adipdcitos e sensibilidade a insulina (HUANG et al.,
2009). Além das acdes metabolicas, sdo demonstrados efeitos importantes em diversos
processos fisiologicos, tais como no desenvolvimento e diferenciacdo celular, em
processos inflamatdrios, dentre outros (CHRISTOULIDES et al., 2010; POULSEN,
2012).

A ativacdo dos PPARs desencadeia atividades anti-inflamatdrias em vérios tipos
de células pela reducdo da expressao de genes préinflamatérios, incluindo a producgéo
de citocinas, metaloproteases e proteinas inflamatdrias de fase aguda. PPARs regulam
negativamente a transcricdo de genes da resposta inflamatéria inibindo a via de
sinalizacédo do fator de transcrigéo nuclear kappa B (NkB). A ativacdo de PPAR pode
diminuir a ativacdo de vias apoptdticas na isquemia induzidas por meio do aumento da
expressao e atividade de varias enzimas antioxidantes (FUNG et al., 2012).

A variedade de acbes que os PPARs exercem reflete a diversidade de ligantes
que podem ser acomodados dentro de suas bolsas de ligacdo. Os ligantes naturais de
PPARs incluem é&cidos graxos saturados e insaturados, que podem servir ainda de

substratos enzimaticos para geracdo de seus derivados com atividade agonista sobre
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esses receptores, tais como prostaglandinas e leucotrienos. A producdo dos ligantes
pode ser influenciada tanto por condicdes fisiologicas (alimentagdo, privacdo de
alimentos e exercicio) quanto por condi¢des fisiopatologicas (inflamagdo crénica,
diabetes, aterosclerose, dentre outras) envolvidas na sindrome metabolica (MICHALIK
et al., 2006).

O PPARyé um importante regulador da sensibilidade a insulina. A principal
hipotese para o efeito sensibilizador dos agonistas de PPARg, a de que, quando
ativado, ele regula a transcricdo de genes que expressam proteinas que participam da
captacdo e armazenamento de 4&cidos graxos, e redirecionamento dos lipidios
depositados no masculo e no figado para os adipocitos. Além disso, 0 PPARy promove
a diferenciacdo celular, originando novos adipdcitos, 0os quais sdo mais sensiveis a
insulina e representam, também, um aumento na capacidade de armazenamento de
acidos graxos, reduzindo o acumulo em tecidos periféricos (PEREIRA, 2008).

Dessa forma, os PPARs atuam de modo integrado e sdo considerados alvos
importantes para o tratamento das desordens fisiologicas, como obesidade e inflamacé&o,

caracteristicos da sindrome metabolica.

6. Canabindides e PPARYy
Estudos mostram que os compostos analogos aos canabindides podem interagir

com os receptores PPARy. Segundo Liu et al. (208&yoo julémico (anélogo
sintético do THC) liga-se ao receptor PPARY ativando-0, e consequentemente estimula
a diferenciacdo de fibroblastos em adipdcitos. O efeito antinflamatorio desse composto
foi sugerido por meio da ativacdo desse receptor seguido da inibicdo da atividade da
citocina proinflamatoria interleucina-8 (IL-8). Foi atribuido ao &cido julémico
propriedades antidiabéticas através da ligagdo com PPARy (BURSTEIN, 2005).

Os fitocanabindides bioativof\9 -tetrahidrocanabinol (THC) e o cannabidiol
ativam o receptor PPARY, estimulam a adip@gese e causam a dilatacdo de vasos e
artérias isoladas, tanto in vivo quanto in vitro (O’SULLIVAN et al., 2009), ocorrendo
um aumento da sintese da superéxido dismutase (SOD) promovendo a vasodilatacdo
(O’SULLIVAN et al., 2009a).

Os endocanabinoides anandamida e 0 2-AG ativam o PPARy estimulando a
diferenciacédo de fibroblastos em adipocitos (GASPERI et al., 2007) e apresentam ainda
efeito antinflamatorio através da inibicdo da secrecdo da citocina préinflamatoria
interleucina-2 (IL-2) (ROCKWELL; KAMINSKI, 2004).
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A estimulacdo da adipogénese é uma propriedade dos ligantes des PPAR
(MULLER et al., 2002) e, curiosamente, os niveis dos endocanabindides encontram-se
elevados durante a diferenciacdo dos adipdcitos (MATIAS et al., 2006). Segundo
Karaliota et al. (2009), a anandamida aumenta a diferenciacdo dos adipdcitos e causa
upregulation dos receptores PPARy e CB;.

Outros canabindides que estimulam a atividade de PPAR incluem os agonistas
sintéticos WIN 55212-2 e CP 55940 (O’SULLIVAN et al., 2006a). O WIN 55212-2
diminui a expressdo de moléculas de adesdo vascular-1 (VCAM-1) no endotélio
cerebral em modelo experimental de esclerose multipla (MESTRE et al., 2009). O
agonista dos receptores CBs, o0 HU 210, induz a adipogénese e aumenta a expressao de
mRNA de PPARYy intracelular (MATIAS et al., 2006), sugerindo assim, a at&0 do
PPARy. E importante ressaltar que antagonistas dos receptores CB;, como por exemplo,
o rimonabant, pode ativar o PPARy, mostrando que nem todos os efeitodnitos das
drogas utilizadas no tratamento da obesidade sdo devido as interacbes dos
endocanabindides e os receptores CB; (Figura 5) (O’SULLIVAN et al., 2009c).

Canabindides (agonistas)
Ac. Graxos
Anandamida
WIN 55212-2
CP 55940 (+)
HU 210
Estatinas

PPARY
) *)

Receptores CBs (+)
)

) v

Atividade antiinflamatoéria

Antagonistas de CBs
Rimonabant * 1 expressio de PPAR y

34



Figura 5 - Possiveis interagdes entre os canabindides, receptores CBs e PPAR.

7. Mecanismos de interagdo entre os canabindides e PPARS
O’sullivan e colaboradores (2009) mostraram que 0s canabindides ativam 0s

PPARs, apresentando atividade antinflamatéria e ativando receptores nucleares,
podendo assim, representar um novo mecanismo pelo qual os canabindides modulam as
condigdes inflamatdrias.

Estudos demonstram que os PPARs tém suas atividades mediadas pela ligacéo
direta dos endocanabinoides, anadamida e 2-AG. Além disso, sugere-se que a ativacgao
do receptor CB1 pelo 2-AG desencadeia uma sinalizagcdo envolvendo o PPAR e NkB
(DU et al., 2011; CONSOLE-BRAM et al., 2011). Entretanto, os canabindides sao
agentes lipofilicos e 0 mecanismo pelo qual eles podem ultrapassar a barreira difusional
no citosol intracelular ndo esta claro. Recentemente, Kaczocha et al. (2009),
demonstraram que proteinas com alta afinidade por acidos graxos podem atuar como
transportadores intracelulares de anandamida e que estas proteinas podem direcionar 0s
endocanabinoides para o complexo enzimatico intracelular.

Outro possivel mecanismo é que a ativagdo dos receptores de superficie celular
CBs inicia uma cascata de sinalizagcdo intracelular que pode ser estimulada
indiretamente pela ativacdo de PPAR. Por exemplo, as estatinas aumentam a funcédo de
PPAR em macréfagos através da ativacdo da via MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) (YANO et al., 2007) e podem também ser ativados pela estimulacdo dos
receptores canabindides (DEMUTH; MOLLEMAN, 2006). I1sso mostra que existe uma
similaridade estrutural entre os canabindides e ligantes PPAR utilizados clinicamente
(O’SULLIVAN et al., 2009).

Esté claro que os canabindides apresentam efeito inibitdrio na funcéo das células
imunes (KLEIN; CABRAL, 2006). Dessa forma, acredita-se que drogas derivadas dos
canabindides sdo capazes de atenuar o processo inflamatdrio de doencas cronicas.
Assim, sugere-se que os canabindides inibem os receptores CBs e ativam 0s receptores
PPARs, atenuando o processo inflamatério envolvido em diversas desordens
metabolicas, como é o caso de algumas drogas terapéuticas, como o rimonabant, que
apresenta efeito benéfico sob a inflamagdo (RANDALL et al., 2007).

A figura 5 mostra a relacdo entre as vias de sinalizacdo dos receptores CB;s e
PPARY.
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Assim, sdo crescentes as evidéncias dos efeitos positivos da ativacdo dos
receptores PPARs e canabindides nas patologias envolvendo a sindrome metabdlica.
Alguns compostos canabindides enddgenos e sintéticos mostram efeitos na modulagéo
de ambas as vias de sinalizacéo, tendo um grande potencial para o desenvolvimento de

drogas com atividade sinérgica, nas quais podem apresentar um efeito terapéutico.

8. Considerac0es Finais
O aumento da incidéncia da sindrome metab6lica no mundo é um fator que

justifica os estudos visando a descoberta de produtos ativos para o tratamento e
prevencdo das desordens fisioldgicas envolvidas nesse processo. O desenvolvimento das
patologias que compdem a sindrome metabolica estd relacionado ao sistema
endocanabindide e aos receptores PPARs. Neste contexto, Sdo necessarias novas
pesquisas que abordem a interacdo entre esses receptores, bem como a relacdo desses

mecanismos no desenvolvimento e tratamento dessa alteracdo metabolica.
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Extrato de Mangifera indica e mangiferina modulam receptores e marcadores de

risco metabdlico no tecido adiposo de animais
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Resumo
Objetivo: Avaliar o efeito da mangiferina e do extrato de folhas de manga na expressao

de genes associados a adipogénese e marcadores de risco metabolico, no tecido adiposo
de ratos alimentados com dieta de cafeteria.

Material e Métodos: Ratos wistar foram tratados por gavagem com mangiferina
(40mg/kg) e extrato da folha de manga (250mg/kg) durante oito dias. A ingestdo
alimentar e o peso corporal foram medidos diariamente. ApoOs eutanasia, o tecido
adiposo foi removido para quantificar a expressdo dos receptores CB;, PPARy e dos
marcadores leptina, resistina e adiponectina por RT-PCR.

Resultados: O ganho de peso ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos,
entretanto, o consumo alimentar foi menor no grupo que recebeu o extrato. Ambos os
grupos de tratamento, mangiferina e extrato, diminuiram a massa do tecido adiposo. No
grupo que recebeu o extrato a expressdo do receptor CB; e da resistina diminuiram
enquanto a expressao da adiponectina aumentou. O extrato ndo apresentou efeito na
expressdo da leptina. O grupo que foi tratado com a mangiferina apresentou dados
inversos, ou seja, diminuiu a expressdo da adiponectina e da leptina e aumentou a
expressdao do receptor CB;. Todos os dados apresentaram significancia de 95%.
Conclusédo: O extrato da folha de manga atenuou o efeito da adipogénese através da
modulacdo dos marcadores de risco metabolico enquanto a mangiferina exarcebou o
processo adipogénico de acordo com os marcadores analisados.

Palavras chave: Mangiferina, extrato de folha de manga, CB;, PPARY, adiponectina,

resistina, leptina.
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Abstract
Objective: To evaluate the effect of mangiferin and mango leaf extract on the

expression of genes associated with adipogenesis and metabolic risk markers in adipose
tissue of rats fed a cafeteria diet.

Material and Methods: Wistar rats were treated by gavage with mangiferia and extract
for eight days. Food intake and body weight were measured daily. After euthanasia, the
adipose tissue was removed to check the expression of CB; receptors, PPARy and
markers leptin, resistin and adiponectin by RT-PCR.

Results: Weight gain presented no alteration; however, food consumption was lower in
the group given the extract. Both treatment groups (mangiferin and extract) decreased
adipose tissue mass. In the group receiving the extract, CB; receptor expression and
resistin decreased while the expression of adiponectin has increased. The group treated
with mangiferin presented reverse data, ie, has decreased the expression of leptin and
adiponectin and increased the expression of CB; receptor. All data showed significance
of 95%.

Conclusion: The leaf extract sleeve attenuated the effect of adipogenesis by modulating
the metabolic risk markers while mangiferin exarcebou adipogénico the process
according to the markers analyzed.

Keywords: Mangiferin, mango leaf extract, CB;, PPARY, adiponectin, resistin, leptin.

1. Introducéo

A sindrome metabdlica (SM) consiste em um conjunto de desordens metabolicas
complexas caracterizadas por obesidade central, dislipidemia, intolerdncia a glicose,
aterosclerose, esteatose hepatica, diabetes tipo 2, aumento da pressdo arterial e
inflamacéo. Estd associada ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas
metabdlicas e cardiovasculares 2.

O acumulo excessivo de gordura nos principais 6rgdos e tecidos envolvidos na
regulacdo do metabolismo energético prejudica a sua integridade e leva ao
desenvolvimento da inflamacdo caracterizada pelo aumento de citocinas pro-
inflamatorias °.

O aumento do tecido adiposo, consequéncia da adipogénese, é caracterizado por
um estado inflamatorio. Além da capacidade de armazenar lipidios, o tecido adiposo é
responsavel por expressar e secretar muitas moléculas biologicamente ativas

denominadas adipocinas, tornando-se, portanto, um 0rgao enddcrino. Essas adipocinas
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tém estruturas e funcdes fisiologicas variadas, compreendendo proteinas que
desempenham ag¢des importantes na homeostase energetica global, nas concentragdes
plasmaticas do inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), proteina C reativa
(PCR), fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina-6 (IL-6), e outras citocinas
inflamatdrias, como leptina e resistina, a0 mesmo tempo em que ocorre uma diminuicao
significativa nas concentracdes de adiponectina *°.

Além dessas citocinas, o tecido adiposo atua na expressao de genes do sistema
endocanabinoide agindo na manutencdo da homeostase energética e na regulacdo do
metabolismo °, principalmente a lipogénese e aumenta a expressdo de genes envolvidos
no metabolismo dos lipidios e carboidratos ’.

A ativacdo patoldgica do sistema endocanabindide contribui para o ganho de
peso, reducdo da sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose, sendo esses efeitos
reduzidos pelo uso de blogueadores dos receptores CB; ®. A ativagdo do receptor CB;
estimula o nacleo hipotaldmico e o sistema limbico desencadeando respectivamente um
efeito orexigeno e maior motivacdo para a alimentagdo. Nos tecidos periféricos, 0s
receptores CB; estdo relacionados ao aumento da lipogénese (tecido adiposo, figado,
trato gastrintestinal e musculo esquelético) alterando assim o metabolismo da glicose °.

Assim como os receptores CB1, os PPARs (Peroxisome proliferator-activated
receptors) sdo considerados sensores metabolicos, que, de acordo com o0s sinais
lipidicos, atuam na expressdo génica de modo a promover acgdes adaptativas
relacionadas a homeostase lipidica e energética, atuando especialmente na oxidacdo de
4cidos graxos, diferenciacéo de adipécitos e sensibilidade & insulina’. Além das actes
metabolicas, sdo demonstrados efeitos importantes em diversos processos fisioldgicos,
tais como no desenvolvimento e diferenciacdo celular, inflamacéo, dentre outros ****.

A ativacdo dos PPARs desencadeia atividades anti-inflamatdrias em varios tipos
de células pela modulacdo da expressdo de genes pro-inflamatorios, por meio da
reducdo da producdo de citocinas, metaloproteases e proteinas inflamatdrias de fase
aguda *2.

Estudos farmacologicos apontam produtos naturais que sdo capazes de modular
a expressao de diferentes marcadores. Dentre outros, 0 extrato aquoso da casca de
Mangifera indica (M. indica) tem sido utilizado como analgésico,antiadipogénico, anti-
inflamatdrio, no tratamento de desordens imunoldgicas, incluindo bronquite asmatica,
dermatite atdpica e outras condicOes alérgicas, reducdo do estresse oxidativo, controle

da dor 3. A mangiferina é apontada como um dos compostos bioativos presentes no
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extrato sendo a principal responsavel por esses efeitos ***°. Além das propriedades
farmacoldgicas citadas, a mangiferina ainda apresenta atividade antiviral, antitumoral,

antidiabética, antiobesidade e hipolipimiante °

. Pesquisas tém evidenciado que a
mangiferina reproduz varias das atividades farmacoldgicas, no entanto, ndo com a
mesma intensidade que os diferentes tipos de extratos, indicando um sinergismo entre
os diversos componentes existentes no extrato: compostos fenolicos, terpendides,
sesquiterpenos e microelementos *'.

O conjunto destas propriedades farmacologicas sugere que a mangiferina e o
extrato da folha de M. indica tenha potencial valor no tratamento da adipogénese e
consequentemente na prevencdo da sindrome metabolica e das doencas
cardiovasculares.

No Brasil e no estado de Minas Gerais as variedades de Mangifera indica mais
comercializadas e consumidas s&o Tommy Atkins, Haden e Palmer 8. A variedade Ub4,
por sua vez, é utilizada na agroindustria da Zona da Mata Mineira para fabricacdo de
sucos e polpas, sendo proveniente de plantacdes domésticas e de plantios planejados *°.

Ainda ndo foram realizados estudos investigando o efeito da mangiferina e do
extrato de Mangifera indica sobre a expressdo de marcadores da adipogénese. Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da mangiferina e do extrato das
folhas de manga Ub& (Mangifera indica L), anarcadiaceae, na modulacdo da expressao
génica dos receptores CB; ¢ PPARY e das adipocinas adiponectina, leptina e resistina,

em ratos alimentados com dieta de cafeteria.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencéo do extrato e da Mangiferina

As folhas de Mangifera indica L., variedade Uba, foram coletadas em pomar
localizado na Zona da Mata Mineira, no municipio de Vigosa - MG. As folhas foram
secas em temperatura ambiente, trituradas e o pulverizado obtido utilizado para
obtencdo do extrato. Exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Vicosa (VIC n[] 37.611).

O extrato das folhas de M. indica (Uba) foi obtido a partir de 1.472,2g da droga
vegetal seca por percolagdo empregando etanol 95%. O extrato obtido foi concentrado a
vacuo em evaporador rotativo, em temperatura maxima de 60°C e o solvente residual

removido por liofilizagdo, com rendimento de 4009 de extrato seco de M. indica.
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Para o isolamento da mangiferina foram utiilizados 582,559 da folha seca e
triturada. A amostra foi desengordurada em soxhlet, utilizando como solvente o éter de
petréleo, durante 12 horas. A amostra desengordurada foi submetida em seguida a
percolacdo exaustiva com etanol 95%. Ao final, o extrato etandlico obtido foi
concentrado em evaporador rotativo, em temperatura maxima de 60°C, obtendo-se 3609
de extrato. Apds esse processo, 0 extrato foi submetido a sucessivas recristalizacdes
com acetato de etila obtendo-se 21g de mangiferina. Todo o procedimento de
purificacdo foi monitorado por cromatrografia de camada delgada. A pureza do
composto foi avaliado por HPLC comparando-se com o cromatograma ao padréo de
mangiferina (sigma). A metodologia utilizada nesses processos foi adaptada de
Muruganandan et.al., 2002 %.

2.1.1. Analise da mangiferina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A quantificacdo de mangiferina no extrato da folha de manga foi realizada de
acordo com Ling et al. (2009)?}, em aparelho HPLC Shimadzu LC-2AD (Shimadzu®,
Japdo), equipado com detector de arranjo diodo SPD-M20A, coluna C;g (150 x 4,6mm,
4,6um), com pe -coluna Cig. A fase movel consistiu de solvente A: agua acidificada
com 0,3% de &cido acético P.A. e solvente B: acetonitrila (grau HPLC). O gradiente
iniciou-se com 10% do solvente B e 90% do solvente A por 5 minutos, seguido de 20%
do solvente B e 80% do solvente A por 15 minutos, 100% do solvente B por 15 minutos
e finalizacdo com 10% do solvente B e 90% do solvente A por 10 minutos para
lavagem e restabelecimento das condicdes iniciais da coluna. O comprimento de onda
usado para deteccdo foi de 254 nm e a temperatura da coluna foi de 40 °C. O fluxo foi
de 1 ml/min e o volume injetado foi de 50 pl. Realizou-se a quantificacdo pelo método
de padrdo externo com mangiferina, sendo injetados cinco diferentes volumes de
solucdo do padrdo a Img/ml. Os volumes e massas injetados do padrédo e as areas dos
picos obtidos estdo descritos na Tabela abaixo. A curva padrdo da mangiferina esta
representada na Figura 1. Dissolveu-se 1mg do extrato em 1,5 ml em solugédo metanol
grau HPLC/agua destilada (2:1), filtrando-o em seguida.
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Tabela 1 —-VVolumes e massas do padrdo mangiferina injetados no HPLC e areas de picos
obtidas

Volume injetado (pl) Massa injetada (1) Area do pico
5 3,33 11661089
10 6,66 24156048
15 9,99 36572766
20 13,32 48616870
25 16,65 58459838

Figura 1 - Curva padréo da mangiferina e equacao obtida a partir da injecdo no HPLC

de diferentes massas de mangiferina
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2.2. Ensaio Biologico
2.2.1. Animais e tratamentos

Durante todo o periodo experimental, 0os animais permaneceram em gaiolas
coletivas, apropriadas, com ventilagdo adequada e em ciclos de luminosidade
(claro/escuro) de 12 horas e uma temperatura média de 22°C. O peso corporal individual
dos animais e a ingestdo alimentar foram acompanhados diariamente a fim de verificar a
evolugéo ponderal dos animais submetidos aos diferentes tratamentos.

Para a inducdo da adipogénese utilizou-se uma dieta do tipo cafeteria
manipulada no préprio laboratorio. A distribuicdo calorica da dieta continha 9,8% de
proteinas, 31,3% de carboidratos e 58,8% de lipidios, sendo constituida dos seguintes
alimentos: paté de presunto, batata palha, bacon, mortadela, biscoito maisena,

achocolatado, leite em po integral e racdo comercial nas propor¢des de 2:1:1:1:1:1:1:1.
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Durante todo o experimento, os animais foram alimentados com a dieta de cafeteria e
agua ad libitum.

O extrato das folhas de M. indica, bem como a mangiferina isolada do mesmo,
foram administrados por gavagem concomitantemente as dietas de ratos Wistar, na

concentracdo de 250 mg/kg e 40 mg/kg, respectivamente.

2.2.2. Desenho experimental
Foram utilizados no estudo 24 ratos wistar, machos, com idade de 4 semanas. O

estudo durou 16 dias. Os animais foram divididos em 3 grupos, constituido de 8 animais
(n=8), conforme descrito no Quadro 1. Os animais foram alimentados antes do inicio do
experimento, por 8 dias, com dieta comercial e agua ad libitum para adaptacdo. Apds
esse periodo, os animais receberam dieta de cafeteria. O estudo foi realizado a fim de
avaliar o efeito do extrato de M. indica e da mangiferina na adipogénese e nos fatores de
risco metabdlico durante a ingestdo da dieta de cafeteria, ou seja, a0 mesmo tempo em
que foi introduzida a dieta de cafeteria foi também, administrado por gavagem, o extrato
das folhas M. indica e a mangiferina isolada na concentracdo proposta. Como veiculo,
foi utilizado o dimetilsulféxido (DMSO).

O peso e o0 consumo alimentar dos animais foram verificados diariamente para

ajuste da dose da mangiferina e do extrato para avaliacdo da evolucdo ponderal.

Quadro 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais e tratamentos

Grupos Tratamentos
Gl DC + DMSO
G2 DC + 250 mg/kg Extrato
G3 DC + 40 mg/kg Mangiferina

DC - Dieta cafeteria; DMSO - Dimetilsulfoxido

No final do experimento, os animais foram submetidos ao jejum de 12 horas e
em seguida eutanasiados sob anestesia com tiopental sodico administrado intra venoso
(i.v.) em dose inicial de 30mg/Kg ou em concentracdo suficiente para produzir a
auséncia do reflexo corneal. Apos a auséncia do reflexo corneal, foi administrado i.v.
uma solucdo saturada de cloreto de potassio para garantir a ndo consciéncia do animal.
Foi coletado e pesado o tecido adiposo total (visceral e subcutaneo) para as analises da
expressao de MRNA por RT-PCR e calculo do peso relativo.
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Todos os procedimentos e andalises foram realizados no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular e no Departamento Nutricdo e Saide da UFV, apos
aprovacéo do Comité de Etica da UFV (processo n°. 86/2011 — ANEXO 1).

2.3.  Andlises da expressdo génica dos receptores CB; e PPARY, adiponectina,
leptina e resistina no tecido adiposo por RT- PCR

O tecido adiposo dos ratos submetidos aos diferentes tratamentos foi utilizado
para analise da expressdo dos genes. Os 8 animais que compunham 0s grupos, foram

agrupados de 2 em 2 para a extracdo do mRNA, tendo assim um subgrupo com n=4.

O mRNA do tecido adiposo foi extraido utilizando kit SV total RNA isolation
system (Promega), conforme instru¢cdo do fabricante. O RNA total foi usado para
sintese de cDNA usando o Kit MMLV- Reverse Transcriptase (Invitrogen). A
quantificacdo da expressdo génica foi realizada por RT-PCR utilizando o equipamento
AB Step One Real Time PCR System (Applied Biosystems). Foi utilizado o reagente
2X SYBR Green Méster Mix (Applied Biosystem) obtendo um volume final para cada
reacdo de 12,5pL. Os parametros utilizados na corrida foram 15 min a 95° C e em
seguida 40 ciclos de 95° C (15s), 60° C (30s) e 72° C (30s), seguido pela analise da
curva de melting. Os iniciadores foram: Adiponectina (Fw-
AATCCTGCCCAGTCATGAAG, Rv- CATCTCCTGGGTCACCCTTA), resistina
(Fw- CTACATTGCTGGTCAGTCTCC, Rv- GCTGTCCAGTCTATGCTTCC),
Leptina (Fw- CCAGGATGACACCAAAACCCTC, Rv-
ATCCAGGCTCTCTGGCTTCTGC), PPRAY (Fw-
CATTTCTGCTCCACACTATGAA, Rv- CGGGAAGGACTTTATGTATGAG) e CB;
(Fw- GGGTAGTCCCTTCCAAGAAAAG, Rv- GTCCATAAAGTTCTCCCCACACQ).

A quantificacdo da expressdo génica foi calculada em relagdo ao controle
enddgeno f3 -actina (Fw-GTGGTGGTGAAGCTGTAGCCACGC, Rv-
CCTCTGAACCCTAAGGCCAACCQG).

2.4. Analises estatisticas
Foi utilizado o software Sigma Plot para analise descritiva dos dados e para 0s

testes de comparacdo de grupos independentes. Para avaliacdo da distribuicdo das

varidveis foi realizado o teste de Kolmogorov-Sminorv. Como as variaveis
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apresentaram distribuicdo normal foi realizada analise paramétrica seguida do teste

Tuckey. O nivel de significancia adotado foi de 95% com valor de p < 0,05.

3. Resultados
3.1. Isolamento da mangiferina e confirmacao estrutural
O processo de purificagdo do extrato etandlico obtido das folhas de Mangifera
indica forneceu 21g de mangiferina, sendo o rendimento de 3,60% a partir da droga
seca e 5,83% a partir do extrato. O composto apresentou cromatograma no HPLC com
pico unico (TR 8.2 min) e espectro UV obtido por arranjo fotodiodo compativel com

padréo (Figura 2).
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Figura 2 - Cromatograma e espectro UV da mangiferina purificada a partir de folhas de
M. indica. Condigdes: detector de arranjo diodo; coluna C18; fase movel: solvente A 0,3
% acido acetico P.A. e solvente B acetonitrila grau HPLC; gradiente: 10% de B por 5
min, 20% de B por 15, 100% de B por 15 min, 10% de B por 10 min; fluxo:1ml/min,

volume injetado: 50 pl
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3.2. Ganho de Peso e evolugdo ponderal

N&o houve diferenca significativa no ganho de peso corporal, porém o consumo
alimentar do grupo G2 apresentou valores estatisticamente menores comparados ao
grupo G1. O peso do tecido adiposo total foi estatisticamente diferente, sendo, 0s grupos

tratados inferiores ao controle.

Tabela 1 — Consumo, ganho de peso e acumulo de tecido adiposo (TA) em ratos

alimentados com dieta de cafeteria e submetidos a diferentes tratamentos por 8 dias

Grupo Consumo (g) Peso (9) T.A.(Q)
G1 117,88+17,26° 49,25+4,51 0,680,172
G2 76,94+9,93" 40,90+5,26 0,33x0,18"
G3 117,82+29,89° 45,7545,13 0,41+0,09°

Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente significativas pelo teste de tuckey (p<0,05).
TA: tecido adiposo; g: gramas; G1 — Dieta de cafeteria (DC) + DMSO; G2 — DC + Extrato da folha de

manga; G3 — DC + mangiferina.

3.3.  Analises da expressdo génica dos receptores CB; e PPARY, adiponectina,
leptina e resistina no tecido adiposo por RT- PCR
Houve diferenga significativa na expresséo do mRNA da adiponectina nos

diferentes grupos (Figura 3).

Em comparacdo com o grupo controle (2,22+0,51), a expressdo da adiponectina
reduziu significativamente no grupo que recebeu a mangiferina (0,48+0,06). No grupo
que recebeu o extrato da M. indica (6,05+£1,10) a expressdao da adiponectina foi

estatisticamente superior, quando comparada ao grupo controle e a mangiferina.
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Figura 3 — Expressdo do mRNA da adiponectina no tecido adiposo dos ratos submetidos

aos diferentes tratamentos, durante 8 dias. Control - (Dieta de cafeteria (DC) + DMSO); Extract -
DC+extrato da folha de manga; Mangiferin - DC+mangiferina. Médias seguidas de letras iguais nao

apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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A Figura 4 mostra a diferenca da expressdo do mRNA da leptina entre 0s

diferentes grupos de tratamento.
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Figura 4 — Expressdao do mRNA da leptina no tecido adiposo dos ratos submetidos aos

diferentes tratamentos, durante 8 dias. Control - (Dieta de cafeteria (DC) + DMSO); Extract -
DC+extrato da folha de manga; Mangiferin - DC+mangiferina. Médias seguidas de letras iguais ndo

apresentam diferenga significativa (p<0,05).

Os resultados monstraram que 0S animais que receberam a mangiferina
(5,55+0,07) apresentaram uma reducdo significativa na expressdo da leptina quando

comparada com os grupos controle (8,92+0,83) e extrato de M. indica (8,96+1,17).
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A Figura 5 mostra que o extrato de M. indica reduziu significativamente a
expressdao do mRNA da resistina (4,49+0,40) comparado ao grupo controle (6,89+1,22)

e ao grupo em que foi administrado a mangiferina (6,53+0,45).
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Figura 5 — Expressdo do mRNA da resistina no tecido adiposo dos ratos submetidos aos

diferentes tratamentos, durante 8 dias. Control - (Dieta de cafeteria (DC) + DMSO); Extract -
DC+extrato da folha de manga; Mangiferin - DC+mangiferina. Médias seguidas de letras iguais nao

apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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A expressdo do mRNA dos receptores CB;, conforme Figura 6, foi

estatisticamente significativa entre os diferentes grupos.
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Figura 6 — Expressdio do mRNA do receptor CB; no tecido adiposo dos ratos

submetidos aos diferentes tratamentos, durante 8 dias. Control - (Dieta de cafeteria (DC) +
DMSO); Extract -DC+extrato da folha de manga; Mangiferin - DC+mangiferina. Médias seguidas de

letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).

Como demonstrado, o grupo que recebeu o extrato de M. indica (2,43+0,74)
apresentou a menor expressdo do receptor CB; quando comparado ao grupo que recebeu
a mangiferina (12,83+1,78) e ao grupo controle (5,89+0,65). Os animais em que foram
administrados a mangiferina apresentaram uma elevacao significativa da expressao do

receptor CB; comparada aos demais grupos.
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N&o houve diferenca na expressdo do mRNA do receptor PPARomparados
com o grupo controle (7,10+1,25) (Figura 7). Porém, entre os grupos de tratamento,
extrato (8,55+0,70) e mangiferina (6,08+0,35), a diferenca na expressdo de PPAR foi

significativa.
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Figura 7 — Expressdo do mRNA do receptor PPARy no tecido adiposo dos ratos

submetidos aos diferentes tratamentos, durante 8 dias. Control - (Dieta de cafeteria (DC) +
DMSO); Extract -DC+extrato da folha de manga; Mangiferin - DC+mangiferina. Médias seguidas de

letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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4. Discusséo

O presente estudo investiga o uso profilatico do extrato de M. indica e da
mangiferina no ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, peso do tecido adiposo e na
diferenca de expressdo do mRNA de diferentes receptores e marcadores de risco
metabolico envolvidos na adipogénese.

O ganho de peso dos animais dos diferentes grupos néo foi alterado durante os
8 dias de tratamento, porém, o consumo alimentar do grupo que recebeu o extrato foi
significativamente menor comparado aos grupos controle e mangiferina. Ratos wistar
alimentados com dieta rica em &cidos graxos por 12 semanas também néo apresentaram
diferenca no ganho de peso, contudo, a ingestdo alimentar foi estatisticamente superior

comparado ao grupo controle . 23

Segundo “°, ratos que receberam injecdo de
adiponectina (1 e 7ug/dia) e que foram alimentados com dieta com teor de lipidios
elevada, durante 8 semanas, ndo apresentaram diferenca significativa no ganho de peso.
Nos animais em que foi administrada a adiponectina (7pg/dia) a ingestdo alimentar foi
significativamente inferior quando comparado ao grupo controle. Ratos sadios e
diabéticos induzidos, submetidos ao tratamento com 10mg/Kg de rimonabant ou a
mesma dose de AM 4113 (antagonistas do receptor CB;) apresentaram uma reducao
significativa na ingestdo alimentar **?. Estudo utilizando extrato aquoso de Salacia
reticulata (planta usada na terapia para o diabetes mellitus e que tem como principal
composto bioativo a mangiferina) mostrou que o grupo de animais que receberam esse
extrato apresentou uma reducdo significativa do ganho de peso, ingestdo alimentar e
peso do tecido adiposo %°. No presente estudo, a utilizacdo do extrato da folha de manga
e da mangiferina diminufram significativamente o peso do tecido adiposo. Segundo >’
ratos alimentados com dieta com elevado teor de gorduras (45% de gordura na dieta),
por 12 semanas, aumentaram a massa de tecido adiposo significativamente. Outro
estudo onde ratos foram alimentados com dieta rica em &cidos graxos, durante 8 dias,
demonstrou um aumento significativo do ganho de peso e do tecido adiposo %. Ratos e
camundongos alimentados com dieta indutora de obesidade e tratados com antagonistas
do receptor CB; apresentaram uma reducéo significativa no peso do tecido adiposo *°.

Os dados da expressdo génica evidenciam o efeito antiadipogénico do extrato e
o efeito préadipogénico da mangiferina.

O extrato da folha de manga atenuou a adipogénese comparado ao grupo
controle com diminuicdo da expressdao do receptor CBj, aumento da expressdo da

adiponectina e diminuicdo da expressao da resistina, além da reducdo do consumo
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alimentar e peso do tecido adiposo, relatado anteriormente. Mesmo ndo sendo
significativa a 5%, a expressdo do receptor PPARdemonstrou  uma tendéncia em
elevar-se (p>0,05).

Estudo onde foi administrado rosiglitazone (3mg/Kg) em ratos mostrou que a
expressao da adiponectina foi elevada significativamente no tecido adiposo quando
comparado ao grupo que recebeu placebo *, assim como ratos submetidos a restrigdo
caldrica apresentou um aumento significativo na expressdo do mRNA da adiponectina
no tecido 3. Ratos alimentados com dieta rica em gordura aumentaram a expressao de
adiponectina e diminuiram a de resistina *?. Estudo realizado por **, mostraram que
ratos obesos-induzidos apresentaram um nivel circulante de adiponectina
estatisticamente superior comparado ao grupo controle. Segundo %', células 3T3 L1
tratadas com TO0070907, um antagonista de PPARy, aumentaram a expressdo da
adiponectina e do receptor PPARY, sugerindo que sua ativgdo € uma importante etapa
gue pode alterar a expressdo dos marcadores inflamatdrios abordados.

Neste trabalho, o efeito da mangiferina na adipogénese, comparado ao grupo
controle, foi demonstrado no aumento da expressdo do receptor CB;, diminuicdo da
expressao da adiponectina e da leptina. A expresséo do receptor PPARy apresentou uma
tendéncia de reducdo apesar desta nédo ser significativa a 5% (p>0,05).

Dieta rica em gordura saturada, monoinsaturada e poliinsaturada diminui a
expressdo da adiponectina em ratos %% A utilizacdo de Salacia reticulata e do seu
marcador bioativo, a mangiferina, no tratamento de celulas 3T3 L1 diminuiu a
expressdo da adiponectina e do receptor PPARy 3. Ratos diabéticos apresentaram niveis
séricos de leptina estatisticamente inferiores comparados a ratos ndo diabéticos ***°. Em
estudo realizado por ¥, ratos diabéticos tratados com agonista de PPARy, rosiglitazone,
diminuiu significativamente a expressdo da adiponectina no tecido adiposo comparado
a0 grupo que nio recebeu tratamento. Segundo * ratos wistar alimentados com dieta
rica em acidos graxos e tratados com 10mg/Kg de sibutramina, reduziram os niveis
séricos de adiponectina e de resistina. Em contrapardida, ratos alimentados com dieta
contendo 60% de gordura, por 10 semanas, diminuiram a expressdo da adiponectina e
aumentaram a expressdo da resistina e da leptina **. Estudo realizado com ratos obesos,
induzidos por dieta e tratados com rimonabant ou NESS038C6 (ambos antagonistas do
receptor CB;) mostrou que houve uma reducéo significativa na expresséo da leptina no
tecido adiposo “°**. A utilizagdo do segundo antagonista citado demonstrou que houve

uma diminuicdo na expressdo do receptor PPARy noigado. O presente estudo
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corrobora com alguns dados encontrados na literatura, e sugere que alteracbes dos
marcadores, adiponectina, leptina e resistina, podem ser mediados pelo receptor PPARY.
Este estudo é o primeiro a demonstrar o efeito da mangiferina na expressao do

receptor CB; em tecido adiposo.

5. Concluséao
O estudo demonstrou um efeito profilatico do extrato de M. indica uma vez que
ele atenuou a adipogénese e modulou a expressdo dos fatores de risco metabolico. Ja a
mangiferina mostrou resultados inversos, estimulando a adipogénese. Isso sugere que o0
extrato modulou favoravelmente o sistema endocanabindide em ratos alimentados com
dieta de cafeteria, sugerindo o seu potencial terapéutico na sindrome metabdlica, por

meio do controle do risco metabdlico.
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ARTIGO 4: O EXTRATO DA FOLHA DE MANGAE A
MANGIFERINA MODULAM A EXPRESSAO DOS RECEPTORES
CB;, PPARY E DE ADIPOCINAS NO TECDO ADIPOSO
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O Extrato da Folha de Manga e a Mangiferina modulam a expressao dos

receptores CB1, PPARY e de adipocinas no tecido adiposo

Resumo

Introducéo: O extrato da folha de manga (Mangifera indica L) e a mangiferina possuem
propriedades farmacoldgicas tais como antioxidante e anti-inflamatdria, dentre outras. A
adipogénese é caracterizada como um processo inflamatorio devido ao acumulo de
tecido adiposo e um aumento significativo na secrecdo de citocinas. Os receptores CB; e
0 receptor PPARy es#io envolvidos na regulacdo da proliferacdo de adipdcitos e no
processo inflamatdrio. Objetivos: Avaliar o efeito da mangiferina e do extrato das folhas
de manga na expressao génica de receptores (CB; e PPARY) e adipocinas (adiponectina,
resistina e leptina), no tecido adiposo de ratos alimentados com dieta de cafeteria.
Material e Métodos: Ratos wistar receberam uma dieta adipogénica por 7 dias e foram
posteriormente tratados, por gavagem, com mangiferina e extrato da folha de manga
durante cinco dias. Ingestdo alimentar e peso corporal foram mensurados diariamente.
Ap0s eutanasia, 0 sangue foi retirado para obtengédo do soro para realizacdo das analises
bioquimicas e o tecido adiposo foi removido para verificar a expressao dos receptores
CB;, PPARy e dos marcadores leptina, resistina e adiponectina por RT-PCR.
Resultados: O extrato da folha de manga e a mangiferina diminuiram o peso corporal, a
massa do tecido adiposo e 0s niveis de triacilgliceréis ao mesmo tempo em que
aumentou significativamente o nivel de HDL. Os tratamentos com o extrato e a
mangiferina aumentaram a expressao dos receptores CB; ¢ PPARy e das citocinas
leptina e resitina, enquanto diminuiu a expressao da adiponectina. Concluséo: O extrato
das folhas de manga e a mangiferina modularam a expressao de genes associados aos

fatores de risco metabolico, mostrando um alto potencial bioativo na adipogénese.

Palavras-chave: Mangifera indica L., adiponectina, resistina, leptina, adipogénese,
fatores de risco metabolico.
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Abstract

Introduction: The leaf extract of mango (Mangifera indica L) and mangiferin have
pharmacological properties such as antioxidant and anti-inflammatory, among others.
Adipogenesis is characterized as an inflammatory process due to accumulation of
adipose tissue and a significant increase in the secretion of cytokines. The CB1 receptor
PPAR gamma and are involved in the regulation of adipocyte proliferation and
inflammation. Objectives: To evaluate the effect of mangiferin and extract of mango
leaves in gene expression of receptors (CB1 and PPAR gamma) and adipokines
(adiponectin, resistin and leptin) in adipose tissue of rats fed a cafeteria diet. Material
and Methods: Male Wistar rats received an adipogenic diet for 7 days and were
subsequently treated by gavage with mangiferin and mango leaf extract for five days.
Food intake and body weight were measured daily. After euthanasia, blood was
withdrawn to obtain the serum for carrying out the biochemical analyzes and adipose
tissue was removed to verify expression of CB1 receptors, PPAR gamma and markers
leptin, adiponectin and resistin by RT-PCR. Results: The leaf extract sleeve mangiferin
and reduced body weight, the mass of adipose tissue triglycerides levels and at the same
time significantly increased the level of HDL. Treatment with the extract and
mangiferin increased the expression of CB1 and PPAR gamma and cytokines leptin and
resitina while decreased expression of adiponectin. Conclusion: The extract of mango
leaves and mangiferin modulate the expression of genes associated with metabolic risk

factors, showing a high potential bioactive in adipogenesis.

Keywords: Mangifera indica L., adiponectin, resistin, leptin, adipogenesis, metabolic

risk factors.
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1. Introducéo

Produtos naturais tem sido o foco de diversos estudos por apresentarem efeitos
benéficos a salde humana (LINK; BALAGUER, 2010; RODEIRO et al., 2012). A
mangiferina é uma glicosilxantona encontrada em grande quantidade nas folhas, frutos e
casca da mangueira (Mangifera indica L.). O extrato da casca da mangueira e a
mangiferina possuem diferentes propriedades farmacoldgicas como atividade antiviral,
hipoglicemiante, antidiabética, analgésica, hepatoprotetora, imunomodulatoria,
antitumor, antioxidante, anti-HIV e antiinflamatéria (NUNEZ et al., 2009; LIU et al.,
2011; HOU et al., 2012).

A adipogénese é caracterizada pelo aumento do tecido adiposo, que por sua vez, é
responsdvel por secretar substancias bioativas denominadas adipocinas, como
adiponectina, resistina e leptina, que afetam diretamente a sensibilidade a insulina, a
inflamacéo, a resposta imune e o metabolismo lipidico (KAWAKAMI et al., 2012;
BREITFELD et al. 2012). A producdo desregulada dessas adipocinas, causada pelo
acumulo de tecido adiposo, estd envolvida no processo inflamatério da sindrome
metabolica e das doencas cardiovasculares (OHASHI et al., 2012; CHIBA et al., 2012;
ALEMANY, 2012).

O sistema endocanabindide é uma via fundamental no desenvolvimento da
obesidade e outras desordens metabdlicas. A inibi¢do do receptor CB; causa reducgéo do
peso corporal e ingestdo alimentar, melhora a resisténcia a insulina e dislipidemia em
individuos com sindrome metabodlica (QUARTA et al.,2010; KIM, et al., 2011; LIU et
al., 2012).

Assim como o0s receptores CB;, 0 receptor Peroxisome proliferator-activated
receptor gama (PPARY) esta envolvido na regulacdo da diferenciacdo de adipdcitos, na
sensibilidade a insulina e no processo inflamatorio (O’SULLIVAN; KENDALL, 2010;
POULSEN et al., 2012). A ativacdo do PPARY desencadeia atividades antinflamatorias
em varios tipos de células pela modulagéo da expressdo de genes pro-inflamatorios, por
meio da reducdo da producéo de citocinas, metaloproteases e proteinas inflamatdrias de
fase aguda (FUNG et al., 2012; XU et al.,, 2012). Nesse sentido, a utilizacdo de
antagonistas do receptor CB; e agonistas do receptor PPARyapontada como
coadjuvantes no tratamento dessas desordens metabdlicas.

Né&o foi encontrado na literatura trabalhos sobre o efeito da mangiferina e do extrato
de folha de manga na modulacdo de genes no adipocito os quais estdo envolvidos no

risco metabdlico de obesidade e sindrome metabdlica.
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Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da mangiferina e
do extrato das folhas de manga Uba (Mangifera Indica L.) na adipogénese em ratos, por
meio da expressdo génica dos receptores CB; e PPARy e dos marcadores inflamatrios,

adiponectina, leptina e resistina.

2. Materias e Métodos

2.1.  Obtencéo do extrato da folha de manga e da mangiferina

As folhas de M. indica, variedade Uba, foram coletadas em pomar localizado na
Zona da Mata Mineira, no municipio de Vicosa - MG. As folhas foram secas em
temperatura ambiente, trituradas e o pulverizado obtido utilizado para obtengdo do
extrato. A excicata foi depositada no Herbéario da Universidade Federal e Vigosa (VIC
nC 37.611).

O extrato etandlico das folhas de M. indica (Uba) foi obtido a partir de 1.472,2g da
droga vegetal seca por percolagcdo. O extrato obtido foi concentrado a vacuo em
evaporador rotativo, em temperatura maxima de 60°C e o solvente residual removido
por liofilizacdo, com rendimento de 400g de extrato etanolico de Mangifera indica.

Para o isolamento da mangiferina foram utilizados 582,559 da folha seca e triturada.
A amostra foi desengordurada em soxhlet, utilizando como solvente o éter de petrdleo,
durante 12 horas, sendo em seguida submetida & extracdo exaustiva por percolagdo com
etanol 95%. O extrato etanolico obtido foi concentrado em evaporador rotativo, em
temperatura maxima de 60°C e liofilizado, obtendo-se 360g de extrato. Em seguida, o
mesmo foi submetido a sucessivos processos de recristalizagdo com acetato de etila
obtendo-se 21g de mangiferina. Todo o procedimento de purificagdo foi acompanhado
por cromatrografia de camada delgada empregando mangiferina padrdo (Sigma) como
referéncia. A pureza do composto foi avaliada por HPLC comparando-se com o0
cromatograma ao padrédo de mangiferina (sigma) (ANEXO 2). A metodologia utilizada
nesses processos foi adaptada de MURUNGANANDAN et al. (2002).

2.2. Ensaio Biologico

2.2.1. Animais e tratamentos
Durante todo o periodo experimental, 0os animais permaneceram em gaiolas
coletivas, apropriadas, com ventilagdo adequada e em ciclos de luminosidade

(claro/escuro) de 12 horas e uma temperatura média de 22°C. O peso corporal individual
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dos animais e a ingestao alimentar foram acompanhados diariamente a fim de verificar a
evolugéo ponderal dos animais submetidos aos diferentes tratamentos.

Para a indugdo da adipogénese utilizou-se uma dieta do tipo cafeteria
manipulada no préprio laboratorio. A distribuicdo caldrica da dieta foi de 9,8% de
proteinas, 31,3% de carboidratos e 58,8% de lipidios, sendo constituida dos seguintes
alimentos: paté de presunto, batata palha, bacon, mortadela, biscoito maisena,
achocolatado, leite em po integral e ragdo comercial nas proporgdes de 2:1:1:1:1:1:1:1.
Durante todo o experimento, os animais foram alimentados com a dieta de cafeteria e
agua ad libitum.

O extrato obtido das folhas de manga da variedade Uba, bem como a
mangiferina isolada do mesmo, foram administrados durante 5 dias aos ratos Wistar, por

gavagem, nas concentracdes de 250 mg/kg e 40 mg/kg, respectivamente.

Todos os procedimentos e andlises foram realizados no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular e no Departamento Nutricdo e Saide da UFV, apos
aprovacdo do Comité de Etica da UFV (processo n°. 86/2011 - ANEXO 1).

2.2.2. Desenho experimental

Foram utilizados no estudo 64 ratos wistar, machos, com idade de 4 semanas. O
estudo durou 21 dias. Os animais foram divididos em 8 grupos, constituido de 8 animais
(n=8), conforme descrito no Quadro 1. Os animais foram alimentados antes do inicio do
experimento, por 8 dias, com dieta comercial e agua ad libitum para adaptacdo. Apds
esse periodo, 0s animais receberam dieta de cafeteria, por 7 dias, para 0
desenvolvimento da adipogénese. ApoOs esse periodo, juntamente com a dieta de
cafeteria, foram introduzidos os tratamentos propostos por 5 dias.

No 16° dia, os animais dos grupos G4 e G5, nos quais 0 processo inflamatorio ja
foi instalado receberam o extrato das folhas de manga (250mg/kg) e a mangiferina
(40mg/kg). Os demais grupos (G6, G7 e G8) também receberam a mangiferina. Foram
administrados em um grupo (G6) um antagonista do receptor PPARy, o GW9662 (3
mg/kg) e em outro grupo (G7) um antagonista irreversivel do receptor CBj, 0
rimonabant (10 mg/kg), e por fim, em outro grupo (G8) foi administrado ambos o0s
antagonistas, nas mesmas concentracbes, a fim de verificar se 0 mecanismo de
bioatividade da mangiferina envolve os dois receptores. Trés grupos foram mantidos
para controle (G1, G2 e G3), no qual os animais foram alimentados com ragéo
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comercial (G1), dieta de cafeteria (G2) e dieta de cafeteria com DMSO (G3), e, em
substituicdo a mangiferina, os animais dos grupos controles, G1 e G2, receberam &gua
por gavagem e o grupo G3 recebeu DMSO.

O peso e o consumo alimentar dos animais foram verificados diariamente para

ajuste da dose da mangiferina e do extrato e para avaliacdo da evolucdo ponderal.

Quadro 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais e tratamentos.

Periodo Grupos Tratamentos

Controle Gl Ragéo comercial
G2 Dieta de Cafeteria (DC)
G3 DC + DMSO
G4 DC + 250 mg/kg Extrato

Tratamento G5 DC + 40 mg/kg Mangiferina

G6 DC + 40 mg/kg Mang. + GW9662
G7 DC + 40 mg/kg Mang. + Rimonabant
G8 DC + 40 mg/kg Mang. + GW9662 + Rimonabant

DC: Dieta de cafeteria; Mang: mangiferina; DMSO: dimetilsufoxido; GW 9662: antagonista do receptor
PPAR v; Rimonabant: antagonista do receptor CB;.

2.2.3. Analises bioquimicas séricas
No final do experimento (21° dia), os animais foram submetidos a jejum de 12

horas e em seguida eutanasiados sob anestesia com tiopental sédico administrado intra
venoso (i.v.) em dose inicial de 30mg/Kg ou em concentracgdo suficiente para produzir a
auséncia do reflexo corneal. Apos a auséncia do reflexo corneal, foi administrado i.v.
uma solugdo saturada de cloreto de potéssio para garantir a ndo consciéncia do animal.
O sangue foi coletado diretamente da aorta abdominal e as amostras foram
centrifugadas a 1000g, durante 10 minutos, para a obtencdo do soro e realizacdo das
analises. As dosagens séricas de glicose, triacilglicerdis e colesterol total e fracdes
foram realizadas utilizando Kits especificos da marca Bioclin® no equipamento
especifico para esse tipo de analise, 0 BS200. Foi também coletado e pesado o tecido
adiposo total (visceral e subcutaneo) dos animais submetidos aos diferentes tratamentos

para analises da expressédo génica.
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2.3. Andlises da expressdo génica dos receptores CB; e PPARYy, adiponectina,
leptina e resistina no tecido adiposo por RT- PCR

O tecido adiposo total dos ratos submetidos aos diferentes tratamentos foi
utilizado para analise da expressdo dos genes. Os animais foram agrupados de 2 em 2
para a extracdo do mRNA, tendo assim um subgrupo com n=4.

O mRNA do tecido adiposo foi extraido utilizando kit SV total RNA isolation
system (Promega), conforme instru¢cdo do fabricante. O RNA total foi usado para
sintese de cDNA usando o Kit MMLV- Reverse Transcriptase (Invitrogen). A
quantificacdo da expressdo génica foi realizada por RT-PCR utilizando o equipamento
AB Step One Real Time PCR System (Applied Biosystems). Foi utilizado o reagente
2X SYBR Green Méster Mix (Applied Biosystem) obtendo um volume final para cada
reacdo de 12,5uL. Os parametros utilizados na corrida foram 15 min a 95° C e em
seguida 40 ciclos de 95° C (15s), 60° C (30s) e 72° C (30s), seguido pela analise da
curva de melting. Os iniciadores foram: Adiponectina (Fw-
AATCCTGCCCAGTCATGAAG, Rv- CATCTCCTGGGTCACCCTTA), resistina
(Fw- CTACATTGCTGGTCAGTCTCC, Rv- GCTGTCCAGTCTATGCTTCC),
Leptina (Fw- CCAGGATGACACCAAAACCCTC, Rv-
ATCCAGGCTCTCTGGCTTCTGC), PPRAY (Fw-
CATTTCTGCTCCACACTATGAA, Rv- CGGGAAGGACTTTATGTATGAG) e CB;
(Fw- GGGTAGTCCCTTCCAAGAAAAG, Rv- GTCCATAAAGTTCTCCCCACACQ).

A quantificacdo da expressdo génica foi calculada em relacdo ao controle
enddgeno f3 -actina (Fw-GTGGTGGTGAAGCTGTAGCCACGC, Rv-
CCTCTGAACCCTAAGGCCAACCQG).

2.4. Andlises estatisticas
Foi utilizado o software Sigma Plot para analise descritiva dos dados e para 0s

testes de comparacdo de grupos independentes. Para avaliacdo da distribuicdo das
varidveis foi realizado o teste de Kolmogorov-Sminorv. Como as variaveis
apresentaram distribuicdo normal foi realizada andlise paramétrica seguida do teste

Tuckey. O nivel de significancia adotado foi de 95% com valor de p < 0,05.
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3. Resultados
3.1.  Ganho de peso e evolugdo ponderal
Os resultados mostraram que houve diferenga significativa no peso do tecido
adiposo dos grupos tratados com o extrato da folha de manga e da mangiferina, bem
como no consumo alimentar dos grupos que foram tratados com o rimonabant e
rimonabant com GW 9662, quando comparados aos animais que foram alimentados
com a dieta de cafeteria (TABELA 1).

Tabela 1 — Consumo alimentar e ganho de peso durante os 5 dias de tratamento e
massa de tecido adiposo total (TA) final dos ratos alimentados com dieta de cafeteria
submetidos aos diferentes tratamentos.

Grupo Consumo (g/dia) Peso () TA (9)
G1 22,63+8,87° 15,48+0,47° 0,26+0,05°
G2 30,87+6,72° 17,32+1,24° 1,82+0,55%°
G3 22,05+7,39° 14,12+1,41" 1,130,14
G4 19,20+7,14° 12,40+1,85% 1,03+0,40"
G5 18,63+7,84° 13,88+1,16° 1,070,21°°
G6 16,5145,13° 14,37+1,76" 1,1240,17°
G7 8,90+2,98° 9,77+0,64° 0,49+0,11°
G8 6,99+2,22° 10,81+1,15° 0,7620,29%

TA: Tecido adiposo total (visceral e subcutdneo); G1: racdo comercial, G2: dieta de
cafeteria (DC), G3: DMSO + DC, G4-DC + extrato de folha de manga, G5: DC +
mangiferina, G6-DC + mangiferina + GW9662, G7: DC + mangiferina + rimonabant, G8:
DC + mangiferina + GW9662 + rimonabant. Médias seguidas de letras diferentes sao
estatisticamente significativas pelo teste de tuckey (p<0,05).

Comparando-se 0 grupo em que 0s animais receberam somente dieta comercial
com 0 grupo em que os animais foram tratados com a dieta de cafeteria nota-se que
houve um aumento significativo do acumulo de tecido adiposo. O grupo que foi tratado
com a dieta de cafeteria apresentou o maior ganho de peso comparado ao grupo controle
G1, onde, esse ganho de peso foi relativo ao tecido adiposo, o qual foi mais elevado no
grupo G3 em quase seis vezes. Os dados encontrados demonstram a eficacia da dieta
utilizada na inducdo da adipogénese. Os grupos que receberam o rimonabant, G7 e G8
mostraram um ganho de peso inferior comparado aos grupos que receberam dieta de
cafeteria. Consequentemente, o peso do tecido adiposo foi estatisticamente inferior nos
grupos G7 e G8 comparado aos grupos que receberam dieta de cafeteria G2 e G3,
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mostrando que a dose do antagonista do receptor CB;, o rimonabant, utilizado no estudo
foi adequada.
3.2.  Parametros Bioquimicos

A Tabela 2 mostra que o colesterol total ndo variou significativamente entre os
grupos, no entanto, a fracdo HDL apresentou valores significativamente maiores nos
grupos que receberam o extrato e a mangiferina comparados com 0s grupos controles
dieta de cafeteria (G2) e dieta de cafeteria com DMSO (G3). Os niveis séricos de
triacilglicerdis foram significativamente menores nos grupos que receberam o extrato da
folha de manga e a mangiferina comparados ao grupo que recebeu dieta de cafeteria,
enquanto somente 0 grupo que recebeu a mangiferina apresentou diferenga comparada
ao grupo que também recebeu a dieta de cafeteria e DMSO. Ja os niveis de glicose do
grupo G2 foram estatisticamente superiores aos demais grupos controle e de
tratamentos. Os grupos em que os animais foram tratados com o rimonabant G7 e G8
apresentaram uma reducdo significativa na concentracdo de triacilglicerois e glicose,
enguanto os niveis de HDL foram estatisticamente superiores comparados que recebeu
dieta de cafeteria e DMSO. Em contrapartida, 0 grupo em que os ratos receberam o GW

9662 (G6) houve um aumento significativo da glicose sanguinea e dos triacilglicerois.

Tabela 2 — Parametros bioquimicos dos ratos alimentados com dieta de cafeteria

submetidos aos diferentes tratamentos por 21 dias.

Grupo CT HDL TG Glicose
Gl 101,33+6,34 | 28,00+1,70° | 71,2046,76° | 119,00+14,31°
G2 100,16+10,45 | 28,50+3,31" | 81,20+4,912 134,80+2,572
G3 107,50+9,70 | 30,30+1,77%" | 59,00+3,36° 115,30+8,29°
G4 106,16+11,82 | 35,25+1,16° | 61,40+5,70° 115,80+4,24°
G5 115,83+11,66 | 33,20+1,81° | 68,40+6,00 115,50+1,84°
G6 106,91+11,88 | 29,20+1,31° | 70,00+6,89" 128,20+5,24°
G7 113,50+13,06 | 38,00+2,62° | 44,30+7,94° 81,80+6,44°
G8 109,5048,12 | 32,60+3,02° | 53,20+2,54° 111,20+5,67¢

G1: racdo comercial, G2: dieta de cafeteria (DC), G3: DMSO + DC, G4-DC + extrato de folha de manga,
G5: DC + mangiferina, G6-DC + mangiferina + GW9662, G7: DC + mangiferina + rimonabant, G8: DC
+ mangiferina + GW9662 + rimonabant. CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; TG:
triacilglicerdis. Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo teste de tuckey
(p<0,05).
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3.3.  Andlises da expressdo génica dos receptores CB; e PPARy,

adiponectina, leptina e resistina no tecido adiposo por RT- PCR

Houve diferenca significativa na expresséo do mRNA da adiponectina nos
diferentes grupos (Figura 1).

Os grupos em que os animais foram tratados com o extrato de folha de manga
(0,46%0,17) e a mangiferina (0,78+0,08) reduziram significativamente a expressdo da
adiponectina quando comparado ao grupo que recebeu dieta de cafeteria e DMSO (G3).

Quando comparamos 0s grupos controle ragdo comercial (1,16+0,26), dieta de
cafeteria (1,34%0,36) e dieta de cafeteria e DMSO (1,52+0,26) verifica-se que nao existe
diferenca significativa entre eles, mostrando que o DMSO e a dieta de cafeteria utilizada
no periodo experimental, ndo interferiram nesses paramentros. A expressdo génica dos
grupos que receberam o rimonabant G7 (5,07+0,46) e G8 (4,70+0,43) foram
estatisticamente superiores comparados aos controles. Em contrapartida, o grupo em
que os animais foram tratados com o antagonista PPARy apresentou diferenca
significativa comparado aos grupos controle, sugerindo que a mangiferina anula o efeito

do GW 9662 e/ou compete pelo mesmo sitio de ligacéo.
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Treatments

Figura 1 — Expressao génica do mRNA da adiponectina no tecido adiposo dos ratos

submetidos aos diferentes tratamentos. G1: racdo comercial, G2: dieta de cafeteria (DC), G3:
DMSO + DC, G4-DC + extrato de folha de manga, G5: DC + mangiferina, G6-DC + mangiferina +
GW9662, G7: DC + mangiferina + rimonabant, G8: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabant. Médias

seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05).

Como mostrado na Figura 2, 0s grupos que receberam o extrato de folha de
manga (6,46+0,50) e a mangiferina (6,89+0,58) apresentaram valores de expressao de
MRNA de leptina estatisticamente mais elevados comparado aos grupos que receberam
dieta de cafeteria (5,21+1,01) e dieta de cafeteria com DMSO (4,85+0,71).
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Figura 2 — Expressdao génica do mRNA da leptina no tecido adiposo dos ratos

submetidos aos diferentes tratamentos. Gi: racdo comercial, G2: dieta de cafeteria (DC), G3:
DMSO + DC, G4-DC + extrato de folha de manga, G5: DC + mangiferina, G6-DC + mangiferina +
GW9662, G7: DC + mangiferina + rimonabant, G8: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabant. Médias

seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05).

Comparando o grupo que recebeu ragdo comercial (G1) com os grupos dieta de
cafeteria (G2) e dieta de cafeteria e DMSO (G3) percebe-se houve uma reducgéo
significativa da expressdo da leptina, enquanto os grupos G2 e ndo apresentaram
diferenga significativa, mostrando que a dieta utilizada no periodo do estudo afetou a
expressdo d da leptina e que o veiculo DMSO ndo interfere nesse pard@metro. A presenca

dos antagonistas dos receptores CB; ¢ PPARY, isolados ou combinados, & afetou o
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efeito dos tratamentos com o extrato de folha de manga e a mangiferina, sugerindo que

CB; e PPARYy ndo estdo relacionados a expressdo da leptina.

A expressdo de mRNA da resistina (Figura 3), foi significativamente mais
elevado no grupo que foi tratado com mangiferina (6,63+0,46) quando comparado aos
grupos controle. J& o extrato da folha de manga nédo apresentou nenhuma alteragédo. Os
grupos controle, em que o0s animais receberam racdo comercial (3,75+£0,89), dieta de
cafeteria (3,22+0,44) e dieta de cafeteria com DMSO (4,13+0,47) ndo apresentaram
diferenca significativa entre eles, mostrando que a dieta de cafeteria, no tempo
estudado, e a utilizacdo do DMSO ndo inteferiram nesse parametro. No grupo em que 0s
animais foram tratados com os antagonistas do PPARy G6 (6,19+0,63) e do CB; G7
(5,99+0,33) a expressédo da resistina foi estatisticamente superior comparado aos grupos
controles. Em contrapartida, no grupo em que foram administrados ambos os receptores
(3,97+0,90) ndo houve diferenca significativa comparado com o controle. Isso sugere
que o efeito da mangiferina em aumentar a expressdo da resistina foi anulado na

presenca dos dois antagonistas.
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Figura 3 — Expressdo génica do mRNA da resistina no tecido adiposo dos ratos

submetidos aos diferentes tratamentos. G1: racdo comercial, G2: dieta de cafeteria (DC), G3:

DMSO + DC, G4-DC + extrato de folha de manga, G5: DC + mangiferina, G6-DC + mangiferina +
GW9662, G7: DC + mangiferina + rimonabant, G8: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabant. Médias

seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05).

A Figura 4 mostra que o grupo que recebeu a mangiferina (13,32+£1,72)
aumentou significativamente a expressdo do mRNA do receptor PPARy ¢ omparado aos
demais grupos e que o grupo que recebeu o extrato da folha de manga nao apresentou
efeito. Nao houve diferenca significativa entre os grupos que foram tratados com ragéo
comercial (G1), dieta e cafeteria (G2) e dieta de cafeteria com DMSO (G3) mostrando
que a dieta de cafeteria e 0 DMSO durante os 8 dias de estudo ndo alteraram a
expressao do PPARy. O grupo que recebeu o antagonista GW 9662 (6,63+0,13)
comcomitante com a mangiferina apresentou uma reducéo significativa na expresséo do

receptor comparado aos grupos controle G2 (8,38+0,73) e G3 (7,15+1,09), sugerindo
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que a mangiferina atua nas vias de sinalizagdo de expressdo do receptor CB; e do
receptor PPARy. A utilizagdo dos respectivos antagonistas rimonabant e GW 9662,
isolados ou em conjunto, indica que o desenho e 0 modelo experimental utilizados no
estudo funcionaram e que a dosagem do antagonista utilizado no estudo foi eficaz na
inibicdo do PPARY.
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Figura 4 — Expresséo génica do mRNA do receptor PPARy no tecido adiposo dos ratos

submetidos aos diferentes tratamentos. G1: racdo comercial, G2: dieta de cafeteria (DC), G3:

DMSO + DC, G4-DC + extrato de folha de manga, G5: DC + mangiferina, G6-DC + mangiferina +
GW09662, G7: DC + mangiferina + rimonabant, G8: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabant. Médias

seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05).
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A expressdo do mRNA do receptor do sistema endocanabindide, o CB;, (Figura

5) foi estatisticamente diferente entre 0s grupos.
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Figura 5 - Expressdo génica do mRNA do receptor endocanabindide CB; no tecido

adiposo dos ratos submetidos aos diferentes tratamentos. G1: ragio comercial, G2: dieta de

cafeteria (DC), G3: DMSO + DC, G4: DC + extrato de folha de manga, G5: DC + mangiferina, G6: DC +
mangiferina + GW9662, G7: DC + mangiferina + rimonabant, G8: DC + mangiferina + GW9662 +

rimonabant. Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05).

A dieta de cafeteria aumentou a expressao do mRNA de CB;, mostrando um
efeito inflamatorio, sendo este aumento abolido com o uso do extrato mas ndo com o
uso da mangiferina. A utilizacdo do veiculo DMSO diminuiu a expressdo de CB;, mas
mesmo assim, os efeitos da mangiferina (13,42+0,27) e do extrato de folha de manga
(8,74+0,11) foram estatisticamente superiores. Dessa forma, as comparagdes foram
feitas entre os grupos de tratamento e o grupo que recebeu dieta de cafeteria e DMSO.
O grupo que recebeu o antagonista do receptor PPARy (12,62+0,05) apresentou uma
maior expressdo do receptor CB; comparado ao grupo que recebeu dieta de cafeteria e
DMSO, sugerindo que o efeito da mangiferina em aumentar a expresséo de CB; ndo foi
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anulado pela presenca do antagonista de PPAR que  para a mangiferina atuar no
aumento da expressdo de CB; ela utiliza vias independentes da acéo de PPAR. O uso
do inibidor de CB; nos grupos G7 (4,87+£0,60) e G8 (5,69+0,33), na dose utilizada,
diminuiu significativamente a expressédo do mRNA do receptor comparado com 0s
grupos que receberam dieta de cafeteria (13,89+0,41) e dieta de cafeteria e DMSO
(6,44+0,03) indicando que o efeito da mangiferina foi anulado na presenga do
antagonista de CB;.

O veiculo DMSO alterou alguns a concentracdo serica de triacilglicerois e a

expressao do receptor CB;.

4. Discussao

Os dados descritos demonstram o efeito do tratamento com extrato da folha de
manga e da mangiferina no ganho de peso, na ingestdo alimentar, na reducdo do tecido
adiposo, nos parametros bioquimicos e na expressao de mMRNA de diferentes receptores
e marcadores envolvidos na adipogénese.

O consumo alimentar, o ganho de peso e o0 peso do tecido adiposo foram
significativamente superiores comparando 0 grupo que recebeu dieta comercial (G1)
com 0 grupo que recebeu dieta de cafeteria (G2), mostrando que a administracdo da
dieta de cafeteria, mesmo em um curto periodo de tempo, aumenta 0s parametros
analisados, estimulando assim a adipogénese. Ratos tratados com dieta rica em gordura,
a fim de estimular a adipogénese e induzir a obesidade, apresentaram um aumento
significativo no ganho de peso, ingestdo alimentar e acimulo de tecido adiposo (LIU et
al., 2011; LUO et al., 2011; YANG et al., 2012; MACEDO et al., 2012; GUZMAN-
RUIZ et al., 2012). Esses dados sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo,
onde confirma qua a ingestdo de dieta com alto teor de lipidios (45% a 60% de gordura)
altera os parametros ganho de peso, ingestdo alimentar e acimulo do tecido adiposo.
Contudo, deve-se ressaltar que o presente estudo foi realizado durante 21 dias, incluindo
nesse tempo a adaptacdo, a inducédo e o tratamento, e os resultados encontrados foram
semelhantes aos estudos realizados em periodos experimentais que variaram de 5
semanas a 3 meses.

Comparando 0s grupos em que 0s animais receberam dieta de cafeteria (G2) e
dieta de cafeteria com DMSO (G3), verifica-se que houve uma diminui¢do no consumo

alimentar, ganho de peso e peso do tecido adiposo, indicando que o0 DMSO interfere
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nesses paramentros. Dessa forma, as comparagdes serdo feitas entre os grupos de
tratamento e o grupo controle G3, uma vez que 0 mesmo recebeu o veiculo DMSO.

Os grupos em que os animais receberam o extrato da folha de manga (G4) e a
mangiferina (G5) apresentaram reducéo significativa no consumo alimentar comparado
ao grupo controle G3. Estudo utilizando extrato aquoso de Salacia reticulata, planta
popularmente conhecida e usada na terapia para o diabetes mellitus e que tem como
principal composto bioativo a mangiferina, mostrou que 0 grupo que recebeu esse
extrato apresentou uma reducdo significativa do ganho de peso, ingestdo alimentar e
peso do tecido adiposo (KISHIMO et al., 2009). Os grupos (G7 e G8) em que 0s
animais foram tratados com o antagonista de CB31, o rimonabant, o consumo alimentar,
0 peso corporal e o peso do tecido adiposo foram significativamente inferiores
comparados ao grupo que receberam a dieta de cafeteria com DMSO. Ratos obesos
induzidos com dieta rica em gordura (55%) tratados com 10 mg/kg/dia de rimonabant,
mesma dose utilizada no presente estudo, diminuiram significativamente o peso, a
ingestdo alimentar e a massa de tecido adiposo (LIU et al., 2010; MO®LH®]J et al., 2010;
BOUSTANY-KARI et al., 2011; AHMED et al., 2012), mostrando que essa dose
utilizada é suficiente para alterar esses paramentros. Segundo Duvivier et al. (2009),
ratos tratados com rimonabant na mesma dose utilizada no presente estudo, por 3 meses,
diminuiram o consumo e o ganho de peso nos primeiros dias, contudo, ao passar do
tempo, esses parametros se estabilizam ou até mesmo voltam ao normal. Estudos
realizados em ratos tratados com antagonistas do receptor endocanabinéde CB; como
NESS038C6, CP-945,598, AM4113, MJ15 mostraram que assim como 0 rimonabant,
houve uma diminuicéo significativa do ganho de peso, ingestdo alimentar e acimulo de
tecido adiposo (CHEN et al., 2010; LIN et al., 2010; HADCOCK et al,. 2010; CLUNY
et al., 2011; MASTINU et al., 2012). Os dados encontrados no estudo, assim como 0s
dados descritos na literatura, demosntram que a utilizacdo do antagonista do receptor
CB3, o0 rimonabant, diminui o consumo alimentar, o ganho de peso e a gordura corporal
atenuando o processo adipogénico e consequentemente contribuindo para uma melhora
do quadro inflamatério caracteristico da obesidade.

Assim como o consumo alimentar, o pardmetro bioquimico HDL colesterol,
também demonstrou o efeito benéfico do extrato da folha de manga e do composto
bioativo mangiferina.

Comparando o grupo que recebeu racdo comercial (G1) e o grupo que recebeu

dieta de cafeteria (G2) percebe-se um aumento significativo nos triacilglicerdis e na
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glicose, indicando que a dieta de cafeteria ofertada durante o periodo experimental
alterou esses parametros. Estudos em que ratos foram alimentados com dieta rica em
gordura demonstraram que houve um aumento significativo do colesterol total, dos
triacilglicerdis e da glicose (LIU et al., 2011; YANG et al., 2012; LUO et al., 2012;
MACEDO et al., 2012). Em contrapartida, comparando o grupo G2 com 0 grupo que
recebeu dieta de cafeteria e DMSO (G3) nota-se uma diminuicdo significativa nesses
mesmos parametros, mostrando que assim como no ganho de peso, 0 DMSO também
interfere em alguns parametros bioquimicos. Dessa forma, a discussdo € baseada no
grupo G3 para comparacgdo dos resultados dos tratamentos.

O HDL foi significativamente superior nos grupos de tratamento extrato da folha
de manga (G4) e mangiferina (G5), comparado ao controle que foi tratado com dieta de
cafeteria e DMSO (G3). Comparando os grupos de tratamento extrato de folha de
manga (G4) e mangiferina (G5) com o grupo controle G3, que também recebeu o
DMSO, nota-se que houve um aumento significativo dos triacilglicerdis circulantes em
ambos os grupos. Os parametros colesterol total e glicose ndo foram alterados
comparando os grupos G4 e G5 ao controle G3. Estudo utilizando a Salacia reticulata,
planta utilizada no tratamento do diabetes mellitus, tendo como principal composto
bioativo a mangiferina, mostrou que o grupo de animais que recebeu extrato aquoso
dessa planta ndo apresentou nenhuma diferenca entre os parametros analisados,
colesterol total, triacilglicerdis e glicose (KISHIMO et al., 2009; SHIMADA et al.,
2011). Os grupos de tratamento que receberam o antagonista do receptor CB; (G7 e G8)
comparados ao grupo que recebeu a dieta de cafeteria e DMSO apresentaram um
aumento significativo dos niveis de HDL comparado ao grupo que recebeu dieta de
cafeteria e DMSO. Pode-se associar tal efeito devido ao tratamento com rimonabant que
reduziu o consumo alimentar e consequentemente diminuiu o acumulo do tecido
adiposo. Estudo denominado “Rimonabant na Obesidade” realizado com voluntarios de
diferentes lugares dos Estados Unidos mostrou que o tratamento de pessoas obesas com
o rimonabant aumenta significativamente os niveis da fragdo HDL comparado ao grupo
de pessoas que ndo receberam o tratamento (JENSEN, 2007), demonstrando que, assim
como no presente estudo, a utilizacdo desse antagonista apresenta efeito hipolipemiante.
Ja no grupo em que os animais receberam o antagonista do receptor PPARhouve um
aumento significativo da concentracdo de triacliglicerois e glicose comparada ao grupo
G3. Estudos onde sdo utilizados agonistas do receptor PPARy no tratamento de ratos

que receberam dieta rica em gordura mostraram que houve uma reducao significativa do
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colesterol total e dos triacilglicerdis e que a fracdo HDL foi estatisticamente superior no
grupo de tratamento (CHOI et al., 2007; BHATTARAI et al., 2010; PITA et al., 2012).
Esses estudos demonstram que o0s resultados encontrados no presente estudo
corroboram com a literatura.

Os resultados da expressdo génica demonstram que em alguns parametros
estudados, a mangiferina e o extrato da folha de manga apresentam um efeito benéfico
sobre a adipogénese.

A expressdao do mRNA da adiponectina no tecido adiposo foi significativamente
inferior nos grupos em que os animais foram tratados com o extrato da folha de manga
(G4) e a mangiferina (G5) comparados ao grupo controle que recebeu dieta de cafeteria
e DMSO (G3). Nao houve diferenca na expressdao da adiponectina entre oS grupos
controle. Células de adipocitos 3T3-L1 tratadas com extrato aquoso de Salacia
reticulata, onde o composto bioativo mais abundandte é a magiferina, mostraram que
houve uma reducdo significativa na expressdo da adiponectina (SHIMADA et al.,
2011). Comparando 0s grupos que receberam o rimonabant, a expressdo génica da
adiponectina foi estatisticamente superior nos grupos (G7 e G8) que receberam o
antagonista do receptor CB; o0 rimonabant comparado ao grupo controle G3. A
utilizagdo do rimonabant e do antagonista do receptor CB;, o NESS038C6, no
tratamento de ratos com risco cardiometabdlico, aumentou a expressao da adiponectina
no tecido adiposo (LAZZARI et al., 2011; PANG et al., 2011; MASTINU et al., 2012).

Os resultados da expressao génica do mRNA da leptina demosntraram que houve
uma reducdo significativa da expressdo nos grupos que receberam a dieta de cafeteria
(G2) e a dieta de cafeteria com DMSO (G3), sendo que ndo houve diferenga entre os
grupos G2 e G3. Esses dados sugerem que a dieta de cafeteria utilizada no estudo
alterou a expressdo génica da leptina e que o veiculo DMSO néo interfere nesse
pardmetro. Os dados da literatura ndo corroboram com os resultados encontrados.
Estudo realizado com voluntarios que apresentaram sobrepeso mostrou que 0S mesmos
apresentaram um aumento significativo na expressdo da leptina no tecido adiposo
comparados com pessoas eutroficas (LECKE et al., 2011). Criancas obesas e com risco
cardiometabdlico também apresentaram um aumento significativo na expressdo da
leptina (RIO-CAMACHO et al., 2013). Os grupos de tratamento extrato da folha de
manga (G4) e mangiferina (G5) apresentaram um aumento estatisticamente significativo
na expressdo da leptina ao grupo que recebeu dieta de cafeteria e DMSO. A expressao

da leptina nos grupos os tratados com os antagonistas dos receptores PPARy e CB;
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administrados isolados (G6, G7) ou combinados (G8) nédo foi afetado pelo efeito dos
tratamentos com o extrato de folha de manga e a mangiferina, sugerindo que CB; e
PPARYy ndo estdo relacionados a expressao da leptina.

Assim como a adiponectina, a expressdo génica da resistina no tecido adiposo dos
animais tratados com racdo comercial, dieta de cafeteria e dieta e cafeteria com DMSO
ndo foi alterada, mostrando que a utilizacdo da dieta escolhida no estudo e o veiculo
DMSO ndo ateram esse parametro. A literatura relata dados diferentes aos encontrados
no presente estudo. Ratos alimentados com dieta rica em gordura (60%) por 10 semanas
apresentaram um aumento significativo na expressao génica da leptina e resitina e uma
diminuicdo significativa da expresséo da adiponectina (CATTA-PRETA et al., 2012).
Resultado semelhante é encontrado em ratos alimentados com dieta rica em gordura que
diminuiram significativamente a expressdo da adiponectina e da resistina e aumentaram
a expressao da leptina (CHOI et al., 2007; STROUBINI et al., 2009; LUO et al., 2011;
LIU et al., 2011; YANG et al., 2012; WANG et al., 2012; MACEDO et al., 2012).
Contudo, a diminuigéo da ingestdo de gordura aumenta significativamente a expresséo
da adiponectina (DING et al., 2012) e diminui a expressao da resistina no tecido adiposo
(FERNANDEZ et al., 2009). Ja 0 grupo em que os animais foram tratados com o extrato
da folha de manga (G4) também ndo apresentaram diferenca na expressdo da resistina.
Ja o grupo tratado com a mangiferina (G5) aumentou significativamente a expressédo da
resitina, ambos comparados ao grupo de controle dieta de cafeteria e DMSO. Esses
dados sugerem a mangiferina com uma potencial atividade preventiva de risco
metabolico. Nos grupos em que os animais foram tratados com seus antagonistas (G6 e
G7), GW 9662 e rimonabant respectivamente, a expressdo da resistina foi
estatisticamente superior, sendo que a administracdo combinada desses antagonistas
(G8) néo alterou a expressdo comparado ao G3. Os dados sugerem que a mangiferina
ativa o receptor CB; e o receptor PPARY e que eles podem estar correlacionados, assim
como descrito em revisdo realizada por Addario et al. (2013), onde essa correlacdo foi
também sugerida.

Assim como a expressdo génica da resistina e da adiponectina no tecido adiposo, a
expressao do mRNA do receptor PPARy dos animais tratados com racdo comercial
(G1), dieta de cafeteria (G2) e dieta e cafeteria com DMSO (G3) ndo foi alterada,
mostrando que a dieta de cafeteria e o veiculo DMSO ndo alteram a expressao desse
receptor. Contudo, os dados obtidos ndo corroboram com a literatura, onde ratos

alimentados com dieta rica em gordura apresentaram uma expressao do receptor PPARy
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estatisticamente inferior comparada ao grupo controle (DUQUE-GUIMARAES et al.,
2009). Em estudo realizado com células de adip6citos 3T3-L1 tratadas com um produto
final da peroxidacdo lipidica, o 4-hidroxinonenal mostrou que a expressdo génica do
receptor PPARYy foi estatisticamente superior (WANG et al., 2012a). No grupo em que
os animais foram tratados com o extrato da folha de manga (G4), esse paramentro
também ndo foi alterado. Em contrapartida, os animais que receberam a mangiferina
(G5) apresentaram uma expressdo do receptor PPARy no tecido adiposo
estatisticamente superior comparado ao grupo que recebeu dieta de cafeteria e DMSO,
sugerindo a ativacdo do receptor pela mangiferina. A utilizacdo do seu antagonista, o
GW 9662 (G6) diminuiu significativamente a expressdo de PPARy comparado ao G3,
mostrando que a dose do antagonista utilizada no estudo foi adequada, assim como
demosntrado por Goyal et al. (2010). Células de adipocitos 3T3-L1 tratadas com
extrato aquoso de Salacia reticulata, que apresenta como principal composto a
mangiferina, mostraram que houve uma inibigdo estatisticamente significativa do
receptor PPARy (SHIMADA et al., 2011). J& a utlilizagcdo do antagonista combinado
com o rimonabant, ndo apresentou diferenca na expressao. A utilizacdo de agonistas do
receptor PPARY apresentam atividade anti-inflamatoria, antioxidante e antiadipogénica,
e em processos inflamatdrios ocorre um aumento na expressdo do mRNA do PPAR
sugerindo que ele seja estimulado para combater a inflamagdo (SUEYOSHI et al., 2010;
AROZAL et al., 2011). No presente estudo, o aumento da expressio do mRNA do
PPARy no grupo em que os animais foram tratados com a mangiferina demonstrou uma
atividade protetora dos riscos metabdlicos e da adipogénese desse receptor, devido a sua
ativacdo pelo composto bioativo estudado.

A dieta de cafeteria (G2) aumentou a expressdao do mRNA de CB; comparado ao
grupo que recebeu racdo comercial (G1). A utilizacdo do veiculo DMSO diminuiu a
expressdo de CB;, demonstrando que a utilizacdo desse veiculo interfere na expressao
desse receptor. Os grupos em que o0s animais foram tratados com o extrato da folha de
manga (G4) e a mangiferina (G5) aumentaram significativamente a expressdo do
MRNA do receptor CB; comparado ao grupo que recebeu dieta de cafeteria e DMSO
(G3). O grupo que foi tratado com o antagonista de CB; (G7), o rimonabant, apresentou
uma reducao significativa na expressédo de CB;. J& 0 grupo que recebeu o antagonista de
PPARy (G6) aumentou significativamente a expressédo do receptor CB;. Contudo, a
utilizacdo dos antagonistas combinados, ndo demonstrou alteracdo na expressao do

mMRNA do receptor CB;. Esses dados sugerem que a mangiferina ativa ambos 0s
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receptores, PPARY e CBj, sugerindo um efeito atenuante da adipogénese. A utilizacao
do rimonabant e do antagonista do receptor CB;, 0 NESS038C6, no tratamento de ratos
obesos diminuiu significativamente a expressao do mRNA da leptina e aumentou a
expressao da adiponectina, porém ndo houve diferenca na expressao génica do receptor
CB; no tecido adiposo (LAZZARI et al., 2011; PANG et al., 2011; MASTINU et al.,
2012). Segundo Vigoa et al. (2009), o bloqueio do sistema endocanabindide melhora os
riscos cardiometabodlicos e a obesidade. Contudo, estudos recentes demonstram que a
utilizacdo do rimonabant e do agonista do receptor CB;, 0 WIN 55,212-2, comportam-
se como anti-inflamatorios e modulam o sistema imune, e que tais efeitos sdo obtidos
devido a ativagdo do receptor CB; (LAGO et al., 2012; TAUBER et al., 2012;
MALFITANO et al., 2012; KAPLAN, 2013).

Isso sugere que existe uma interacdo entre 0s receptores, uma vez que, cOmo
demonstrado anteriormente, na auséncia dos antagonistas de YPRARB 1, a

mangiferina aumenta a expressao de ambos 0s receptores.

5. Concluséo

O estudo monstrou que a mangiferina e o extrato da folha de manga atenuaram os
fatores de risco metab6lico, uma vez a mangiferina diminuiu a expressao da
adiponectina, da leptina e do receptor PPARy e aumentou a expresséo do receptor CBy,
enquanto o extrato da folha de manga diminuiu a express@o da resistina e do receptor
CB; e aumentou a expressdo da adiponectina e do receptor PPARy. Esses resultados
sugerem que os receptores PPARy e CB; sé@o ativados pela mangiferina e podem estar

relacionados.
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ANEXO 1

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

‘J COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS
ampus Universitdrio - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-3783

CERTIFICADO

A Comissfio de Etica para Uso de Animais (CEUA) / UFV

certifica que o projeto n.° 86/2011, intitulado “Efeito da mangiferina e do
extrato das folhas de manga Ubd (mangifera indica ) na modulacéo da expressdo dos
receptores CB,, PPAR gama e nos marcadores inflamatérios em animais com

Sindrome metabdlica”, coordenado pelo professor Luiz Humberto de Queiroz,
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, esta de acordo com
o Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacéio Animal (COBEA) e com a legislagfio vigente, tendo sido
aprovado por esta Comissido em 16/11/2011.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the
process number 86/2011, “Effect of mangiferin and the extract of Ubd
mango (Mangifera indica L) in modulating the expression of CBI
receptors, PPAR gamma and inflammatory markers in animals with
metabolic syndrome”, is in agreement with the Medical Veterinary
Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for Animal
Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA) and with actual Brazilian legislation. This

Institutional Commission on November 16, 2011 approved this process.

Vi(;osa7 16 de novembro de 2011.

P'ro essor Claudio César Fonseca
Comissdo de Etica para o Uso de Animais da UFV - CEUA
Coordenador
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ANEXO 2

Anélise da mangiferina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A quantificacdo de mangiferina no extrato da folha de manga foi realizada de
acordo com Ling et al. (2009), em aparelho HPLC Shimadzu LC-2AD (Shimadzu®,
Japéo), equipado com detector de arranjo diodo SPD-M20A, coluna Cyg (150 x 4,6mm,
4,6um), com pe -coluna Cig. A fase movel consistiu de solvente A: agua acidificada
com 0,3% de acido acético P.A. e solvente B: acetonitrila (grau HPLC). O gradiente
iniciou-se com 10% do solvente B e 90% do solvente A por 5 minutos, seguido de 20%
do solvente B e 80% do solvente A por 15 minutos, 100% do solvente B por 15 minutos
e finalizacdo com 10% do solvente B e 90% do solvente A por 10 minutos para
lavagem e restabelecimento das condicdes iniciais da coluna. O comprimento de onda
usado para deteccdo foi de 254 nm e a temperatura da coluna foi de 40 °C. O fluxo foi
de 1 ml/min e o volume injetado foi de 50 pl. Realizou-se a quantificacdo pelo método
de padrdao externo com mangiferina, sendo injetados cinco diferentes volumes de
solucdo do padrdo a 1mg/ml. Os volumes e massas injetados do padrdo e as &reas dos
picos obtidos estdo descritos na Tabela abaixo. A curva padrdo da mangiferina esta
representada na Figura 1. Dissolveu-se 1mg do extrato em 1,5 ml em solugdo metanol

grau HPLC/agua destilada (2:1), filtrando-o em seguida.

Tabela 1 —-Volumes e massas do padrdo mangiferina injetados no HPLC e areas de picos
obtidas

Volume injetado (ul) Massa injetada (1Q) Area do pico
5 3,33 11661089
10 6,66 24156048
15 9,99 36572766
20 13,32 48616870
25 16,65 58459838
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Figura 1 - Curva padrdo da mangiferina e equacao obtida a partir da injecdo no HPLC

de diferentes massas de mangiferina

Isolamento da mangiferina e confirmacéao estrutural

O processo de purificacdo do extrato etandlico obtido das folhas de Mangifera
indica forneceu 21g de mangiferina, sendo o rendimento de 3,60% a partir da droga
seca e 5,83% a partir do extrato. O composto apresentou cromatograma no HPLC com
pico Unico (TR 8.2 min) e espectro UV obtido por arranjo fotodiodo compativel com
padréo (Figura 2).
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Figura 2 - Cromatograma e espectro UV da mangiferina purificada a partir de folhas de M. indica. Condicdes: detector de arranjo diodo; coluna
C18; fase mavel: solvente A 0,3 % acido acético P.A. e solvente B acetonitrila grau HPLC; gradiente: 10% de B por 5 min, 20% de B por 15,
100% de B por 15 min, 10% de B por 10 min; fluxo:1ml/min, volume injetado: 50 pl
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