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RESUMO

TOLEDO, Renata Celi Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2015.
Acdo da mangiferina e do extrato das folhas de manga Uba (Mangifera indica ho
estresse oxidativo e na inflamacdo em animais alimentados com dieta de cafeteria.
Orientador: José Humberto de Queiroz. Coorientador: Hércia Stampini Duarte Martino.

A dieta rica em gordura e carboidratos simples, e pobre em fibras é considerada um dos
principais fatores responsaveis pelo aumento da obesidade. Esta doenca esta associada com
a ocorréncia de estresse oxidativo, resisténcia a insulina e baixo grau de inflamacgéao
sistémica subclinica. Estudos mostram giangifera indica L tem um elevado potencial
bioativo, possuindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria, imunomodulatéria, entre
outras, as quais sao atribuidas especialmente a mangiferina, seu principal composto
bioativo. Estas propriedades funcionais demonstram o potencial destes compostos nha
prevencao e tratamento de varias desordens metabdlicas. Os receptores canabindides CB1
e 0s receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR) tém um papel central na
regulacdo da homeostase energética e na regulacdo do metabolismo de carboidratos e
lipidios; estando associados ainda com a reducédo do processo inflamatoério. Além desses
receptores as proteinas de choque térmico promovem um amplo estado anti-inflamatério,
uma vez que estas chaperonas bloqueiam os fatores de transcricdo pré-inflan@torios.
objetivo do presente estudo foi verificar o efeito antioxidante do extrato das folhas de
Mangifera indica (manga variedade Uba) e da mangiferina e a acdo destesm sobre
modulag&o génica de receptores e marcadores inflamatorios e anti-inflamatérios no tecido
hepatico e cerebral de animais alimentados com dieta de cafeteria. O efeito do extrato (250
mg/kg) e da mangiferina (40 mg/kg) foi avaliado de duas formas: ofertados juntamente
com a dieta hiperlipidica por oito dias e administrados por cinco dias apés sete dias de
ingestdo da dieta de cafeteria. Os resultados demonstraram que tanto o extrato da folha de
manga quanto a mangiferina exerceram efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios no figado
e cérebro de animais alimentados com dieta de cafeteria. O periodo canioiristracao

dos tratamentos foi suficiente para prevenir e reverter as alteracdes hepéticas e cerebrais
causadas pela dieta hiperlipidia, uma vez que, no geral, favoreceram o equilibrio redox
com aumento da atividade da superoxido dismutase e diminuicdo da peroxidacao lipidica e
interferiram sobre os marcadores inflamatérios com diminuicdo da expressdo e
concentracdo destes. Além disso, foi verificado que a acdo da mangiferina em diminuir a

expresséo génica de citocinas inflamatorias pode estar relacionada com a via de sinalizagéo



do receptor CB1 e PPAR, uma vez que o uso de antagonistas destes bloqueou o efeito anti-
inflamatério desta xantona. Portanto, o presente estudo reforca a importancia da
mangiferina e do extrato de folha de manga na prevencao e no tratamento de desordens

hepaticas e cerebrais decorrente da obesidade.
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ABSTRACT

TOLEDO, Renata Celi Lopes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2015.
Action of mangiferin and Uba mango leaves extract (Mangifera indica L) in oxidative
stress and inflammation in animals fed withcafeteria dietAdviser: José Humberto de
Queiroz.Co-Advisor: Hércia Stampini Duarte Martino.

The diet high in fat and simple carbohydrates and low in fiber is considered one of the
main factors responsible for the increase in obesity. This disease is associated with the
occurrence of oxidative stress, insulin resistance, and subclinical low degree of systemic
inflammation. The Mangifera indica L has a high potential bioactive having antioxidant,
anti-inflammatory and immunomodulatory properties, which are specially assigned
mangiferin, its major bioactive compound, presenting great potential in the prevention and
treatment of various metabolic disorders. The cannabinoid receptors CB1 and peroxisome
proliferator activated receptors (PPAR) have a central role in regulating the energy
homeostasis, regulation of carbohydrate and lipid metabolism, and reduce the
inflammatory process. The heat shock proteins promote a broad anti-inflammatory state,
since these chaperones block thme-ipflammatory transcription factors. The aim of this
study was to evaluate the antioxidant effect of the Mangifera indica leaves extract (mango
variety Ub4) and mangiferin and their action in the gene inflammatory and anti-
inflammatory modulation and of receptors and in the liver and brain of animals fed with
cafeteria diet. The effect of the extract (250 mg / kg) and mangiferin (40 mg / kg) was
evaluated in two ways: offered along with the high fat diet for eight days and administered
for five seven days after ingestion of a cafeteria diet. The results showed that both the
mango leaf extract as mangiferin exerted antioxidant and anti-inflammatory activity. The
study showed that the cafeteria diet intake and treatment for a short period of time were
sufficient to prevent and reverse the liver and brain changes caused by hyperlipidemia diet
since, in general, favored the redox equilibrium with increased superoxide dismutase
activity and lipid peroxidation decreased and interfere on inflammatory markers with
expression and concentration decreased of these. Furthermore, it was found that the action
of mangiferin to reduce inflammatory genes can be related to the signaling pathway of
CB1 and PPAR, since the receptors antagonists interfered in the anti-inflammatory effect
of xanthone. Therefore, this study reinforces the importance of mangiferin and mango leaf
extractin the prevention and treatment of liver and brain disorders resulting from obesity,

highlighting the need for further studies to confirm these effects

Xii



1. INTRODUCAO GERAL

A dieta rica em gordura saturada e agucares e pobre em fibras é considerada um dos
principais fatores responsaveis pelo constante aumento da incidéncia da obesidade em todo
o mundo. Esta doenca esta associada a ocorréncia de um processo inflamatoério crénico de
grau leve, sendo a resisténcia insulinica (RI), o possivel elo entre eles, uma vez que o
defeito da acéo deste hormdnio nos tecidos leva ao aumento do processo inflamatorio com
elevacdo da expressao génica e das concentracdes plasmaticas do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-), interleucina-6 (IL-6), entre outras citocinas inflamatorias.

E relatado que em desordens metabolicas associadas a obesidade, como o diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), ocorre uma baixa expressao do fator de choque térmico 1 (HSF-1)

e baixos niveis das proteinas de choque térmico (HSPs) nos tecidos insulino-sensiveis,

devido a sinalizacéo prejudicada da insulina nesta doenca. Ao contrario do que ocorre no

DM2 a ativacado do HSF-1 e a subsequente expressdo de HSP promove um amplo estado
anti-inflamatorio, uma vez que estas chaperonas bloqueiam os fatores de transcricdo proé-
inflamatorios como o fator nuclear kappa B (NB). Portanto, pressupde que um aumento

da HSPs deva diminuir a inflamac&o e melhorar a acédo da insulina.

A inflamacdo pode induzir ou agravar danos cerebrais atraves do aumento da
liberacdo de mediadores neurotdxicos, tais como 6xido nitrico sintetase (NOS) e espécies
reativas de oxigénio (EROS) assim como Tdykaterleucina (IL)-1p, IL-6, eicosandides.

O processo inflamatério pode ser controlado no organismo por diferentes
mecanismos como 0s associados aos receptores canabindides (CBs) e aos receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR).

Os receptores canabindides tém um pronunciado efeito inibitério na funcdo das
células imunes. Agonistas dos CBs sdo capazes de reduzir a inflamacédo que ocorre nas
doencas neurodegenerativas e/ou neuroinflamatérias, possivelmente por ativarem o0s
receptores CB modulando a producao de citocinas pro-inflamatérias pelas células da glia.

Os PPARs exercem uma grande variedade de func¢des fisiologicas, tendo um papel
central na regulacdo do metabolismo lipidico, na homeostase da glicose e na proliferacdo
celular e apoptose. A ativacdo do PPAR inibe a transcricdo de genes pro-inflamatoérios ao
impedir a sinalizagcdo do NiEB. Nos ultimos anos, estudos revelaram um papel crucial dos
PPARs na atenuacdo da neuroinflamagdo e morte neuronal do sistema nervoso central
(SNC) lesionado podendo estes efeitos neuroprotetores serem atribuidos a inibicdo das
citocinas dependentes de NB-(IL-1, IL-8, TNF).



Evidéncias sugerem haver uma interacéo funcional entre os receptores canabindides
e os PPARs, onde os endocanabinoides, ligantes do primeiro, podem ativar o segundo
desencadeando uma acao anti-inflamatoéria independente ou ndo dos CBs. Diante disto,
existe um grande interesse cientifico de isolar, identificar, e sintetizar compostos com
atividades farmacoldgicas, que possam ser empregados na prevencao e tratamento de
doencas. E relatado na literatura que uma grande variedade de produtos naturais apresenta
atividade sobre o SNC, sendo os estudos farmacologicos de extratos e produtos isolados,
gue exercem suas acdes através de interacbes com neurotransmissores, responsaveis pela
compreensao das bases neuroquimicas de muitas doencas.

A Mangifera indica é amplamente utilizada como planta medicinal, sendo
diferentes partes desta exploradas com variadas finalidades terapéuticas. O extrato aquoso
da casca de Mangifera indica tem sido utilizado como analgésico, anti-inflamatorio,
redutor do estresse oxidativo, etc. Entre os compostos bioativos presente no extrato da
Mangifera indica, a mangiferina € apontada como um dos principais responsaveis por
esses efeitos, além de apresentarem atividade antiviral, antitumoral, antidiabética,
antiobesidade e hipolipidemiante. O conjunto destas propriedades farmacoldgicas destaca a
mangiferina e o extrato da folha de manga com potencial valor no tratamento destas

desordens metabdlica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O elevado consumo de alimentos ricos em gordura saturada e acUcares e pobre em
fibras, associado a um estilo de vida sedentario sdo considerados os principais fatores
responsaveis pelo constante aumento da incidéncia da obesidade, a qual € apontada como
um dos mais expressivos fendmenos clinico-epidemiolégicos da atualidade (RADAK et
al., 2008). A Organizacdo Mundial de Saude estima que em 2014 em torno de 600 milhdes
de individuos apresentavam obesidade, com indice de massa corporat @MY/ m?, e
gue aproximadamente 1,9 bilhdes de pessoas apresentavam sobrepegdZﬁIM@Zmz)
em todo o Mundo, sendo o Brasil o quinto pais com maior nimero de individuos com
sobrepeso (WHO, 2015).

A obesidade € caracterizada por um acumulo de gordura que inicialmente ocorre no
tecido adiposo e posteriormente nos 6rgaos como figado, pancreas, cérebro e musculo
esquelético (RUIZ et al., 2009).



Varios estudos, utilizando ratos wistar, demonstraram que a obesidade pode ser
induzida por meio de dietas hipercaldricas e hiperlipidicas (dieta ocidental ou dieta de
cafeteria) (KRETSCHEMER et al., 2005; BURNEIKO et al., 2006), a qual é caracterizada
por induzir ndo somente o estoque de lipidios no tecido adiposo, mas também o estresse
oxidativo caracterizado pela inflamacao (MILAGRO et al., 2006; ECHARRI et al., 2009;
BELTOWSKI et al., 2009; BRUNETTIet al., 2009; RUIZ et al., 2009; SCOARIS et al.,
2010).

O acumulo excessivo de gordura no tecido adiposo promove a infiltracdo de
macrofagos ocacionando um quadro de inflamac&o crénica de grau leve neste tecido, a
qual se estende para outros 6érgaos como figado e cérebro (ALVES et al., 2012;
ALEMANY, 2013). Este estado inflamatorio crénico é refletido no SNC pela ativacéo de
astroglia e microglia e altos niveis de citocinas pro-inflamatorias no hipocampo, levando a
um declinio cognitivo (THIRUMANGALAKUDI et al., 2008).

Nos ultimos anos, estudos demonstraram uma forte relacdo entre a obesidade,
inflamacédo cronica e resisténcia a insulina. Adipocitos e macrofagos secretam citocinas
inflamatorias, como TNe; que ativam a c-jun N-terminal quinase (JNK) e a quinase
inibidora de kB (IKK) em 6rgéos sensiveis a insulina (figado, musculo esquelético e
tecido adiposo). A JNK e IKK prejudicam a funcao do receptor de insulina e interferem na
sua sinalizacédo levando a uma deposicéo de lipideos em excesso no figado e adipécitos,
elevando os niveis de metabdlitos lipidicos (ceramida e diacilglicerol). Estes lipideos
ativam diretamente a JNK e IKK, ampliando assim o defeito na sinalizacdo da insulina.
Portanto, o bloqueio na sinalizacdo destas quinases protege contra a obesidade induzida
por resisténcia a insulina (HOTAMISLIGIL, 2006; SHOELSON et al., 2006).

A sinalizacdo prejudicada da insulina reduz as proteinas de choque térmico
(HSP72). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta associado a uma baixa expressao do fator
transcricional de choque térmico 1 (HSF-1) e baixos niveis de HSP72 nos tecidos insulino-
sensiveis (ATALAY et al, 2004; BRUCE et al., 2003; KAVANAGH et al, 2008). Em
modelos animais diabéticos a restauracdo dos niveis de insulina aumenta as HSPs,
enquanto que a interrupcao da sua cascata de sinalizacdo impede a translocagao nuclear do
HSF-1 por fosforilagcdo deste fator, diminuindo assim a expressao destas proteinas (CHU et
al., 1998).

Chung e colaboradores (2008) demonstraram que a inducdo de super expressao de
HSP70 impediu a ativacdo de JNK e o desenvolvimento de resisténcia a insulina em ratos

alimentados com dieta rica em gordura, apresentando estes animais um quarto de gordura
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corporal da linhagem selvagem. As chaperonas, HSPs, reduziram a inflamacéo e

restauraram a homeostase da glicose em um modelo de rato de diabetes mellitus tipo 2
(OZCAN et al., 2006). Estes achados identificam um papel essencial da HSP70 em

bloquear a inflamacédo e impedir a resisténcia a insulina na obesidadeNGCElUal.,

2008; HOOPER; HOOPER, 2009).

As HSPs, proteinas de choque térmico ou Heat Shock Proteins, sdo polipeptideos
altamente conservados e agrupados em familias, de acordo com suas sequéncias de
aminoacidos e com seus pesos moleculares (MAYER; BUKAU, 2005; GABAI
SHERMAN, 2003. Essas proteinas sao consideradas “chaperonas” moleculares atuando
em mecanismo que conferem protecdo ao organismo, uma vez que, sem fazer parte da
estrutura final das proteinas, desempenham fun¢Bes importantes evitando interacdes
incorretas entre elas, auxiliando na sua sintese, montagem final e na translocacdo destas
para os compartimentos celulares (MAYER; BUKAU, 2005).

As HSPs sao encontradas em pequenas concentracbes e em diferentes
compartimentos dentro das células, sendo em caso de injuria desencadeadas respostas
intracelulares, que se inicia com a reducdo transitoria da sintese de proteinas néo vitais,
seguida por um aumento na transcricdo, traducdo e expressdo de genes especificos que
levam ao aumento da concentracdo das HSPs (WISCHMEYER, 2002; BURG et gl., 2007

A ativacao dessas proteinas € um dos principais mecanismos para 0 aumento da
capacidade da célula de sobreviver a alteracdes na sua homeostase em decorréncia da
exposicao a agentes estressores (GABAI; SHERMAN, 2002).

As proteinas HSPs atuam em diversos processos anti-apoptético (BURG et al.,
2007), na inibicdo de vias de sinalizacao intracelular, tais como a da proteina quinase
ativada por mitogenos (MAPK) e do NiB (SINGLETON et al., 2005), reduzindo a
ativacao de sinais de traducéo e expressao de citocinas pro-inflamatorias, tais cdfho a IL-

e 0 TNFea. As HSPs diminuem ainda o nivel do glutamato nas sinapses impedindo assim a
translocacdo do NkB ao nucleo levando ao bloqueio desta via (SINGLETON et al.,
2005). Portanto, com o aumento da expressdo da proteina HSP obtém-se um efeito anti-
inflamatorio devido ao bloqueio dos fatores de transcrigdo pré-inflamatério, BB,

e consequentemente com inibicdo da expressao de marcadores inflamatérios ¢fmo IL-
IL-6, TNF, iNOS (TAWFIK et al., 2012.

O NF«B no SNC atua tanto em condi¢des de injuria, modulando processos
inflamatorios e de apoptose, como também esta presente constitutivamente em neurbnios

participando de func¢des fisiologicas do SNC. A quantidade deB\ik forma ativa pode
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variar de acordo com a atividade sinaptica, sendo que a aplicagdo do neurotransmissor
excitatorio, glutamato e do agonista glutamatérgico NMDA (N-methyl-Daspartate) em
células granulares de cerebelo é capaz de ativar a translocacgéo @ aNFutcleo,
enquanto a utilizacdo de antagonistas de receptores excitatorios diminui a ativacéo
sinaptica basal do fator de transcricdo (GUERRINI et al., 1995). De acordo com estudos, a
via de sinalizacdo do NkB, parece ter grande importancia em doencas neuroldgicas
podendo as proteinas envolvidas nesta via serem potenciais alvos para intervencoes
terapéuticas nestas enfermidades.

A patogénese da resisténcia a insulina (RI) tem como fator principal o aumento da
concentracdo plasmatica de acidos graxos livres (AGL) que por meio de agfes especificas
levam a inibicAo dos receptores responsaveis pela sinalizacdo da insulina, além de
induzirem o estresse oxidativo, a inflamacdo e a reatividade vascular subnormal (LE
MARCHAND-BRUSTEL, 2003; TRIPATHY et al., 2003). A RI frequentemente coexiste
como um estado subagudo pro-inflamatério crénico (ROCHE, 2004), onde as citocinas
pro-inflamatorias derivadas do tecido adiposo séo a via chave no desenvolvimento desta
resisténcia (WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003), a qual se caracteriza por um ciclo
vicioso de lipolise, devido a ativacéo constante da lipase hormonio sensivel nos adipécitos,
ocasionando em um aumento de acidos graxos livres (AGL), resisténcia a insulina e
inflamacéo (PACKER; SIES, 2007; FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

Véarios estudos apontam para uma associacdo entre a obesidade e o estado
inflamatoério, mostrando que na obesidade ocorre um aumento significativo nas
concentracdes plasmaticas de mediadores inflamatérios coma, TINF (KERN et al.,

2001; PRADHAN et al., 2001; XU et al., 2003; DANDONA et al., 2004), os quais podem
ser reduzidos por uma variedade de fatores incluindo dieta (ESPOSITO, 2004), exercicios
(DEVARAJ et al., 2004) e farmacoterapia, como no uso do bloqueador dos receptpres CB
como o rimonabanto (DESPRES et, @D05), e uso dos agonistas de PPARa ¢ PPARy
(ESPOSITO, 2006).

O sistema endocanabindide (SECB) é um importante sistema de sinalizagdo
enddgena que atua na regulacdo da homeostase energética e no metabolismo, sendo esta
acao localizada, ativada e inativada rapidamente (FRANCISCHETTI; ABREU, 2006).
Este sistema € constituido pelos receptores canabinoide® (CB), os endocanabindides
e as enzimas que catalisam sua biossintese e degradacdo (MATOS et al.,, 2006;
SVIZENSKA, et al., 2008) e agem no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso
periférico (SNP) (TANASESCU; CONSTANTINESCU, 2010). As substancias agonistas

5



endogenas, 2AG (2-aracdonoil glicerol) e anandamida (N-aracdonoil etanolamina), sao
bem conhecidas e foram designadas como endocanabindides (ECB), os quais atuam nos
receptores CBe CB (DAMIANI; DAMIANI, 2011). Estes receptores sao polipeptidios

com sete hélices transmembrana simples que séo ativados pela proteina G e inibidos pela
adenilato ciclase (AC), diminuindo a producdo de AMP ciclico (AMPc); abertura dos
canais de K e transmissdo de sinais e fechamento dos canais ‘del@ando a um
decréscimo na liberagcédo de neurotransmissores (JOY et al., 1999, SARNE; KEREN, 2004;
HOWLETT; MUKHOPADHYAY, 2000; TANASESCU; CONSTANTINESCU, 2010).

Os receptores GBsdo encontrados em varias areas do cérebro (hipotalamo,
hipofise, nucleos da base, cerebelo, sistema nervoso entérico), figado, tecido adiposo,
musculo esquelético e trato gastrintestinal. Ja os receptore®<i® localizados nas
células do sistema imunolégico como as células B e T, micréglia, baco e tonsilas
(PACHER et al., 2006; PACHER; MACKIE, 2012).

A ativacéo do receptor GRlesencadeia efeito orexigeno e maior motivacao para a
alimentacdo. Nos tecidos periféricos, os receptoreseSBio 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. Atualmente dispbe-se de ferramentas farmacolégicas que bloqueiam o
receptor CB1, suprimindo assim o apetite (DAMIANI; DAMIANI, 2011).

Os canabindides sdo terpenos fendlicos bioativos presentes na Cannabis sativa,
qual contém mais de 60 destes compostos quimicos como o A8-tetraidrocanabinol (AS8-

THC) e o A9-tetraidrocanabinol (A9-THC) (SVIZENSKA et al., 2008). Devido as
propriedades terapéuticas dos canabindides existe um grande interesse cientifico no papel
bioldgico e fisiolégico que estes desempenham nos seres humanos (TANASESCU;
CONSTANTINESCU, 2010), havendo atualmente progressos ha compreensdao do
mecanismo de distribuicdo, armazenagem e eliminacdo dos canabindides e seus
metabolitos (HONORIO et al., 2006).

Os endocanabindides, 2-AG e anandamida, sdo derivados de &cidos graxos de
cadeia longa (PUFASs), especificamente o acido araquiddnico, sendo respectivamente
sintetizados pela N-acilfosfatidiletalonamina-fosfolipase D seletiva (NAPE-PLD) e a lipase
sn-1-diacilglicerol-seletiva fosfolipase (DAG Lipase) (MCALLISTER; GLASS, 2002;
FRANCISCHETTI; ABREU, 2006) e hidrolisados pelas enzimas lipase sn-1-
diacilglicerol-seletiva fosfolipase (DAG Lipase) e N-acilfosfatidiletalonamina-seletiva
(FAAH) (MATOS et al., 2006; MARZO; MATIAS, 2005).



Diferentemente do usual os endocanabindides agem como mensageiros cerebrais
retrogrados (CHRISTIE et al., 2001; PETROCELLIS et al., 2004; MATOS et al., 2006),
uma vez que o estimulo comec¢a no neurdnio pos-sindptico e a excitacdo neuronal
desencadeia sinais que estimulam varias fosfolipases, iniciando a sintese dos
endocanabindides que séo liberados na fenda sinaptica e se difundem para estimular os
receptores CBnos terminais pré-sinapticos neuronais (MARZO; MATIAS, 2005). Os
ECB sédo prontamente sintetizados e liberados para as células, onde e quando forem
necessarios nao sendo, portanto armazenados (CHRISTIE et al., 2001; MATOS et al.,
2006). Estudos demonstraram uma associacao entre o polimorfismo no gene da FAAH e a
obesidade em humanos, uma vez que esta enzima, quando inativada, pode determinar
maior atividade do sistema ocasionando um efeito orexigeno podendo levar a obesidade e a
sindrome metabdlica (SIPE et al., 2005).

Além do SECB o organismo dispbe de outro sistema relacionado a homeostase
energética, conhecido como Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma
(PPARs), o qual exerce varias funcgles fisioldgicas, sendo de grande importancia na
regulacdo do metabolismo lipidico, na homeostase da glicose e na proliferacdo celular e
apoptose. Estes receptores respondem a uma variedade de sinais biolégicos, como acidos
graxos, eicosanoides, ligantes sintéticos (JANKE et al., 2006), estatinas (JASINSKA et al.,
2007), antagonistas do acido retindico (SCHUPP et al., 2007), flavondides (SALAM et al.,
2008) e compostos de frutas citricas (KUROYANAGI et al., 2008).

Os agonistas de PPAR, as tiazolidinodionas (pioglitazona e rosiglitazona) séo
drogas sensibilizadoras da acdo da insulina que estimulam a diferenciacdo de adipdcitos
pequenos, que apresentam maior sensibilidade a este hormdnio, e a apoptose dos
adipdcitos maiores, que sao 0s principais responsaveis pela liberacdo de &cidos graxos
livres, secrecdo de TN&e IL-6 (LARSEN et al., 2003). Estes medicamentos exercem
seus efeitoatravés da ligagdo ao PPARY, o qual se liga a elementos de resposta no DNA e
regulam diversos genes relacionados ao metabolismo de carboidratos, inflamacéao,
trombose, funcdo endotelial e crescimento celular (SCHIFFRIN, 2005). As outras
isoformas de PPARs (PPARa, PPARP/3) também sdo ativadas por acidos graxos, sendo
expressas em diversos locais onde o catabolismo destes acidos € alto como figado, coracéo,
rins e musculo esquelético (BERGER, 2002).

Todos os trés isotipos de PPARs sdo expressos no SNC de ratos durante a
embriogénese. Os PPARP/6 permanecem altamente expressos neste tecido, sendo

encontrados em neurbnios de numerosas areas do cérebro de roedores adultos, ja a
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expressdo de PPARa e PPARy diminui no cérebro apos o nascimento e sdo localizados em
areas mais restritas deste 6rgao (BRAISSANT et al., 1996; MORENO et al., 2004).

A localizacdo de PPARs também tem sido investigada em culturas de células
neurais. PPARP/d sdo expressos em oligodendrocitos imaturos onde a sua ativacao
promove diferenciacdo, e maturacao da mielina. O isotipo PRARIsoforma dominante
em microglia. Os astrécitos possuem todos os trés isotipos PPAR, embora a diferentes
graus, dependendo da area do cérebro e idade do animal (CRISTIANO et al., 2001).

O papel dos PPARs no SNC esta relacionado principalmente ao metabolismo
lipidico, no entanto, esses receptores tém sido implicados na diferenciacdo e morte de
células neurais. A expressdo do PPARs em relacdo a inflamacdo e neurodegeneragdo no
cérebro vém sendo extensivamente estudada, tendo sido sugerido que os PPARs possam
regular, por meio de varios mecanismos, as vias inflamatdrias e oxidativas, apresentando
0S agonistas destes receptores importante papel na neuroprotecédo. Por exemplo, a ativacéo
PPARa pode induzir a expressdo e ativacdo de enzimas antioxidantes, tais como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e de glutationa peroxidase (GSH)
(TOYAMA et al., 2004).

Estudos com ratos demonstraram que a administracdo de um agonista altamente
seletivo de PPARa, WY 14643, 30 minutos antes da isquemia cerebral, diminuiu a
producdo de EROs e a peroxidacéo lipidica, além de protegerem contra a deplecdo de GSH
(COLLINO et al., 2006). Ratos knockout de PRAdpresentaram aumentos significativos
do estresse oxidativo e da peroxidacao lipidica (POYNTER; DAYNES, 1998).

Estudos in vitro demonstraram que o pré-tratamento com agonistas deg PPAR
protegeu linhagem de células do hipocampo de ratos contra estresse oxidativo induzido por
glutamato ou peréxido de hidrogénio (AOUN et al., 2003).

Os agonistas PPARNnterrompem parcialmente a cadeia respiratoria mitocondrial,
interferindo tanto no transporte de elétrons quanto na geracdo de anion superoxido,
contribuindo na inibicdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio. Outro mecanismo
através do qual os agonistas de PPARs podem fornecer neuroprotecdo € por baixa
regulacdo da resposta inflamatodria. A duracdo e consequéncias dos eventos inflamatorios
podem ser moduladas de diferente intensidade dependendo da isoforma envolvida do
PPAR e seu agonista (COLLINO et al., 2006).

Os PPARs podem suprimir as atividades de muitas familias distintas de fatores de

transcricdo, sendo os fatores afetados e os mecanismos envolvidos diferentes para cada



isotipo de PPAR, embora um mecanismo comum de neuroprotecdo de PPARa e PPARYy

parece envolver a inibicdo da MAPK p38 e ativacéo e translocacdo nuclearxdi NF-

proteina inibidora IkBa, que ¢ um indicador da atividade transcricional de NF-xB, é
aumentada no cérebro de ratos submetidos a isquemia cerebral e completamente bloqueada
por rosiglitazona confirmando que a administracdo de ligantes deyRBAB end6genos

quanto sintéticos inibe a sinalizacdo de ¥-(PEREIRA et al., 2006).

Embora os dados clinicos sejam limitados, uma grande variedade de provas obtidas
em modelos animais mostra que a ativacdo de PPAR pode ser uma estratégia eficiente
contra danos no cérebro. As acdes neuroprotetoras parecem estar principalmente
relacionadas com a reducao dos danos oxidativos, bem como dos efeitos anti-inflamatorios
e anti-apoptéticos (FUNG et al., 2012).

A atividade anti-inflamatéria desencadeada pelos PPARs pode estar diretamente ou
indiretamente ligada aos canabindides existindo uma pequena similaridade estrutural entre
estes e os ligantes de PPAR (O’SULLIVAN; KENDALL, 2010). Portanto a ativacéo de
PPAR pode ocorrer por diferentes mecanismos, como por exemplo, as estatinas podem
aumentar a funcdo de PPAR pela ativacdo da via MAPK (YANO et al., 2007), ou pela
estimulacao dos receptores canabindides (UPHAM et al., 2003; DEMUTH; MOLLEMAN,
2006).

Em lesGes no SNC ocorre ativacao da via de sinalizac®-dd3 estimulando a
transcricdo de genes pro-inflamatorios e pré-apoptéticos, porém na presenca de agonistas
dos receptores PPAR e de canabindides como o dexanabinol e o Rimonabanto®, ocorre
uma inibicdo da producdo e liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, mediadores proé-
apoptoticos e do estresse oxidativo impedindo assim a sinalizacao«® é&-ocorréncia
de uma lesédo cerebral secundaria (STAHEL et al., )2008 entanto ainda ndo esta
esclarecido se as drogas derivadas dos canabindides sdo capazes de atenuar o processo
inflamatério de doencas cronicas.

Sugere-se que 0s canabindides agem tanto nos receptores CBs quanto nos
receptores PPARSs, apresentando efeito benéfico no processo inflamatério envolvido em
diversas desordens metabolicas (RANDALL et al., 2007), sendo que antagonistas dos
receptores CBcomo o Rimonabanto®, mostraram modular negativamente a resposta
inflamatéria em modelos de endotoxemia e peritonite em camundongos interferindo na
liberacdo e expressdo de citocinas e outras moléculas inflamatorias, assim como
diretamente sobre o recrutamento de leucocitos para o sitio inflamatério (SMITH et al.
2000; 2001). Portanto, o processo inflamatorio pode ser controlado por meio destes
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receptores, 0s quais podem ser ativados tanto por ligantes sintéticos quanto pelos derivados
de plantas, onde uma grande variedade de extratos vegetais e seus compostos bioativos
isolados agem como ligantes principalmente dos receptores PPARSs.

A Mangifera indica (familia Anacardiaceae) € uma fruta nativa do sudeste asiatico,
mais precisamente da india, onde é cultivada ha mais de quatro mil anos. O Brasil foi o
primeiro pais da América a cultivar a mangueira que foi trazida pelos portugueses no
século XVI (FILHO et al., 2004).

A manga figura entre as frutas tropicais de maior expressdo econdmica nos
mercados brasileiro e internacional. O Brasil ocupa o0 sétimo lugar entre 0os maiores
produtores mundiais de manga. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
em 2013, o Brasil apresentou uma producdo de 1.163.000 de toneladas, sendo Minas
Gerais 0 quarto maior produtor nacional, ficando atras somente dos Estados da Bahia, de
Séo Paulo e de Pernambuco (IBGE, 2015). A manga da variedade Uba bastante conhecida
em algumas regides do Brasil, sobretudo em Minas Gerais, destaca-se industrialmente na
fabricacdo de sucos por possuir excelentes qualidades de sabor, aroma e coloragdo apos o
processamento industrial (FARAONI et al., 2009).

Esta fruta apresenta elevado valor nutricional, sendo uma fonte rica em
carotendidesp-caroteno, vitamina A e C e compostos fendlicos. Dentre as variedades de
manga, Tommy Athins, Palmer, Haden e Ub4, a polpa desta ultima apresentou os maiores
teores destes compostos antioxidantes (RIBEIRO et al., 2007). Foram ainda identificados
um total de doze flavondides e xantonas em polpas, cascas e caro¢os destas variedades,
sendo a Uba a que apresentou maior atividade antioxidante (RIBEIRO et al., 2008), além
de propriedades imunomoduladora (MAKARE et al., 2001), antimutagénica (BOTTING et
al., 1999; PRASAD et al., 2007) e anticarcinogénica (PERCIVAL et al., 2006).

Mangifera indica, além de ser comercialmente importante, € amplamente utilizada
como planta medicinal, principalmente na Africa, india e Cuba, sendo diferentes partes
desta planta exploradas com diversas finalidades terapéuticas, como no tratamento da dor,
artrite, diabetes, infeccbes cutaneas e parasitarias, entre outras (SHARMA et al., 1971,
SINGH, 1986; COE; ANDERSON, 1996; ROSS, 1999). O extrato aquoso da casca do
tronco da Mangifera indica apresenta altos teores de polifendis (NUNEZ-SELLEZ et al.,
2007), sendo comercializado como fitoterapico por apresentar propriedades antioxidantes,
analgésicas, anti-inflamatorias e imunomodulatérias (MARTINEZ et al., 2001; GARCIA
et al., 2002; LEIRO et al., 2004b; GARRIDO et al., 2004; PARDO-ANDREU et al.)2008
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Pesquisas demonstram que o extrato das folhas de M. indica, foco do presente
estudo, apresentam, in vitro, propriedades antioxidante, anti-apoptética e antibacteriana e,
in vivo, atividades gastroprotetora e hipoglicemiante (SHARMA et al., 1997;
ADERIBIGBE et al., 1999; BBOSA et al., 2007; SEVERI et al., 2009, OLABINRI et al.,
2009; LING et al., 2000SANGEETHA et al., 201D

Entre os compostos bioativos presente no extrato da Mangifera indica, destaca-se a
mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixanto@®-beta-D-glicosideo), uma glicosil xantona
presente em uma grande variedade de vegetais superiores como o0s pertencentes as familias
Gentianaceae e Anacardiaceae (PARDO-ANDREU et al., 2005).

Estudos tanto in vitro quanto in vivo indicam que a mangiferina apresenta uma
grande variedade de propriedades farmacolégicas, como anti-obesidade (GIRON et al.,
2009; SANGEETHA et al, 2010), antidiabética (ICHIKI et al, 1998;
MURUGANANDAN et al., 2002, GIRON et al., 2009) e hipolipemiante (NAIR; DEVI,
2006), anti-inflamatoéria (LEIRO et al., 2004a; PRABHU et al., 2009), antioxidante
(SANCHEZ et al., 2000; GOTTLIEB et al., 2006; PRABHU et al., 2006; PARDO-
ANDREU et al., 2008), antitumoral, imunomodulatéria (GUHA et al.,, 1996),
hepatoprotetora (DAR et al., 2005) e neuroprotetora (GOTTLIEB et al., 2006; CAMPOS-
ESPARZA et al., 2009).

O conjunto destas propriedades farmacoldgicas destaca a mangiferina e o extrato
da folha de manga com potencial valor no tratamento das desordens relacionadas a
obesidade, principalmente a ocasionada pela ingestdo de dieta rica em gordura, cuja
ingestao frequente, independente do quadro instalado da obesidade, pode estar relacionada
a varios efeitos deletérios ao organismo.

A compreensdo minuciosa dos fatores que promovem o quadro clinico da
inflamacéo no inicio do desenvolvimento da obesidade é fundamental para o progresso das
intervengbes preventivas e terapéuticas nesta doenca. Diante disso, devido as inUmeras
propriedades farmacolégicas atribuidas ao extrato da folha de manga e principalmente a
mangiferina, estes aparecem como potencial terapéutico no controle e tratamento de
diferentes desordens metabdlicas. O presente estudo baseia-se na hipbtese de que a
mangiferina e o extrato da folha de manga possam ser ligantes do recep®p(€BlO

receptor PPARY, apresentando efeitos benéficos no processo inflamatorio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar o efeito da mangiferina e
do extrato de folhas de manga (Mangifera indica L. variedade Ubd) na modulacdo génica
da inflamacao no cérebro e no figado de animais alimentados com dieta de cafeteria. Além
disso, teve o intuito de avaliar a associacdo do processo inflamatério com a via dos

receptores CBe dos receptores PPAR-
3.1. Objetivos Especificos

» Avaliar, no cérebro e no figado dos animais, o efeito da mangiferina e do extrato de

folha de manga na (s):

e Expressédo génica dos receptores EB°PARe, das citocinas IL-10 e TNFe, do
NF«B (p65), e da proteina HSP 70.

e Ativacdo do fator de transcri¢do NFkB (p65) por meio da técnica Elisa.

e ConcentracOes de TNde IL-10 por citometria de fluxo.

e Peroxidacao lipidica por determinacédo da concentracao de malondialdeido.

e Defesa antioxidante pela determinacdo da atividade da superéxido dismutase.

12



CAPITULO 1: EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO EXTRATO DA
FOLHA DE MANGIFERA INDICA L E DA MANGIFERINA EM FIGADO
DE RATOS ALIMENTADOS COM DIETA DE CAFETERIA
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Efeito anti-inflamatorio do extrato da folha de Mangifera indica L e da

mangiferina em figado de ratos alimentados com dieta de cafeteria

Effect anti-inflammatory of the leaf extract of Mangifera indica L and mangiferin on the
liver of mice fed a high fat diet

RESUMO

A dieta de cafeteria devido ao seu alto teor de gordura e acgucares simples pode levar a
obesidade e a um quadro de inflamacdo. O acumulo de gordura nos tecidos desencadeia
um estresse oxidativo, induzindo a uma resposta inflamatoria cronica de grau leve, a qual é
favorecida pela baixa expressao da proteina HSRO82eceptores canabindidéB; e os
receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR) estdo envolvidos na
sensibilidade a insulina e no processo inflamatorio, podendo o primeiro comportar-se como
pré ou anti-inflamatério, enquanto o segundo desencadeia atividades anti-inflamatérias. O
extrato da folha de manga e a mangiferina, principal composto bioativo deste, possuem
propriedades farmacoldgicas antioxidante, anti-inflamatoria, dentre outras. O objetivo do
estudo foi avaliar o efeito do extrato da folha de manga, variedade Uba e da mangiferina
sobre a prevencdo de alteracfes no tecido hepatico decorrente da ingestdo de dieta rica em
gordura. O estudo foi composto por trés grupos; DC: dieta de cafeteria, DC + extrato da
folha de manga (250 mg/kg) e DC + mangiferina (40 mg/kg), os quais receberam os
tratamentos por oito dias. Foram realizadas as analises hepaticas de: peroxidacéao lipidica
(MDA), atividade da superdxido dismutase (SOD), expressao géei¢dSP72,CBy,

PPAR<¢, NFKB, IL10, TNF-0, concentragcao de IL-10 e TNFe atividade d&F«kB (p65).

O grupo que recebeu mangiferina apresentou um aumento na expressdo do mRNA de
PPAR+#, CB; e HSP70, diminuiu 0 mRNA de IL10, mas nao alterou 0o mRNA de dhF-

NFkB. O extrato de folha de manga diminuiu a expressdo do mRNA de CB1, aumentou
PPAR<, reduziu IL10 e ndo alterou a expressao génica de HSP70, NFkB e TNF-a. No

entanto, ambos os tratamentos diminuiram a atividadSR (p65), aumentarama
concentracdo de IL10 e atividada 80D, mas nao alteraram concentragcdo de MDA no
figado dos animais. Portanto, o presente estudo destaca o potencial do extrato da folha da
manga Uba e mangiferina na prevencao da inflamacdo hepatica causada pela dieta rica em

gordura.
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Palavra chave:Mangifera indica L., mangiferina, extresse oxidativo, inflamacao, dieta de

cafeteria.

ABSTRACT

The cafeteria diet with high fat and simple sugars may lead to obesity and inflammation.
The accumulation of fat in the tissues leads to oxidative stress, which triggers an
inflammatory response chronic mild, which is favored by the low expression of the protein
HSP 72. The CBand PPAR alpha receptors are involved in the insulin sensitivity and
inflammations, allowing the second behave as pro or anti-inflammatory, while the first
trigger has anti-inflammatory activities. The leaf extract of Mangifera indica and
mangiferin, the main bioactive compound, have pharmacological properties like
antioxidant and anti-inflammatory activities, among others. The objective of the study was
to evaluate the effect of mango leaf extract and mangiferin isolated from the same, to
prevent changes in the liver caused by eating a diet high in fat. Three animal groeips we
fed a cafeteria diet (DC); DC + extract (250 mg/kg); and DC + mangiferin (40 mg/kg).
After 8 days, were evaluated, lipid peroxidation (MDA), superoxide dismutase (SOD)
genic expression of HSP-70, EB°PAR«, NFkB, IL10, TNF-a, concentration of IL-10

and TNFe. The mangiferin group showed increased mMRNA expression for RR AR,

and HSP72; null mRNA; alteration for TNEFandNF«kB; and reduced mRNA for IL-10.

The extract group showed reduced mRNA expression for &l IL-10; increased
expression for PPAR: and null gene expression alteration for HSP72¢BJfand TNFe.

Both treatments led to SOD activity and IL-10 increases, p65 reduction and with no effect
on MDA concentration. The present study highlights the potential of mango leaf extract

Ubé& and mangiferin to prevent liver inflammation caused by fat-rich diets.

Keyword: mangiferin, leaf extract of Mangifera indica, superoxide dismutase, lipid

peroxidation, inflammation, cafeteria diet.
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1. INTRO DUCAO

A prevaléncia da obesidade tem aumentado em todo o mundo, tornando-se um dos
maiores problemas de salde publica da atualidade. A etiologia da obesidade € multifatorial
por estar associada a fatores genéticos, ambientais e a alterac6es no sistema neurolégico,
endocrino e imunolégico. A obesidade é considerada um fator primariol para a instalacédo
de distarbios metabdlicos e doencas cronicas, como resisténcia a insulina, hipertenséo e
sindrome metabdlica estando associada com estresse oxidativo e inflamacg&o cronica de
baixo grau (EGGER; DIXON, 2009; REAVEN, 1988; SCOARIS et al., 2010; PACKER,;
SIES, 2007.

Homeostase energética e lipidica pode ser controlada pelo sistema
endocannabinoide (receptor canabind@®) e pelos receptores ativados por proliferador
de peroxissoma (PPAR$FRANCISCHETTI; ABREU, 2006; BERMUDEZ-SILVA et
al., 2010). Os canabinoides, além de exercer acdo sobre o metabolismo energético com
aumento do apetite e do armazenamento de gordura, estes ainda apresentam efeitos sobre
véarios processos fisiolégicos como a diminuicdo da inflamag&o, da ansiedade e da
memoria (CROWE et al., 2014).

OsPPARs ao serem ativados pelos seus ligantes naturais (acidos graxos saturados e
insaturados e seus derivados as prostaglandinas e leucotrienos) exercem acdo o
metabolismo energético de modo a promover a oxidacédo de acidos graxos, a diferenciacao
de adipocitos, a sensibilidade a insulina, e a atividade anti-inflamatéria (HERMSDORFF;
MONTEIRO, 2004; MICHALIK et al., 2006

O acumulo excessivo de gordura no tecido adiposo induz estresse oxa&lativo
infiltracdo de macréfagos neste tecido, ocacionando uma inflamacao crénica de grau leve
com ativacdo de vias inflamatorias que levam a resisténcia a insulina (ALVES et al., 2012;
ALEMANY, 2013). A Inflamagéo crdnica sistémica associada a obesidade tem sua origem
em uma disfuncdo do tecido adiposo, tais como mudancas na secrecdo de adipocinas,
estresse oxidativo, hipdéxia deste tecido, entre outros (FORSYTHE et al., 2008; HEREDIA
et al., 2012). O figado € um Orgado mais afetado na obesidade, onde a gordura intra-
abdominal metabolicamente ativo, pode induzir a inflamacgéo e, portanto, a doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (RODRIGUEZ-HERNANDEZE et al., 2013).

O processo inflamatorio é regulado por um mecanismo de feedback negativo, onde
a secrecdo de citoquinas anti-inflamatdrias € seguida pela reducdo da acumulacdo de

espécies de oxigénio reactivas (EROS). O sistema de defesa antioxidante celulas(enzim
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e elementos de baixo peso molecutambém é ativado paliaitar o desenvolvimento de
inflamacéo cronica (BULLO et al.,, 2005). Quando a disponibilidade de antioxidantes
encontra-se limitada, o dano por espécies reativas pode resultar no estresse oxidativo,
causando leséao tecidual direta, peroxidacéo lipidica das membranas celulares, carbonilacdo
das proteinas e alteracdo do DNA (RIBEIRO et al., 2005).

A primeira linha de defesa contra os radicais livres no organismo ocorre pela acao
das superoxido dismutases (EC 1.15.1.1), que por dismutacdo do anion superoxido produz
o peroxido de hidrogénio, o qual € convertido em agua pela acdo da catalase e/ou
glutationa peroxidase. Além dessas enzimas, 0 organismo dispde de outros sistemas
antioxidantes, como a inducdo de sintese de proteinas de choque térmico, HSP 70 (Heat
Shock Proteins), as quais tém sua expressao aumentada em variadas condi¢des de estresse
metabolico (VELLOSA et al., 2007).

A relacdo da HSP 70 com a inflamacédo € controversa na literatura. Varios estudos
sugerem que esta chaperona exerce um papel pro-inflamatério por induzir o fluxo
intracelular de calcio e ativar NFkB (ASEA et al., 2002; BASU et al.,, 2001). Em
contrapartida outros estudos relatam que a HSP 70 exerce um papel citoprotetor, uma vez
gue regula negativamente a transcricdo do gene ol pif-recrutar o fator de transcri¢do
HSF1 (FERAT-OSORIO et al., 2014).

Chung e colaboradores (2008) demonstram que seres humanos, obesos, resistentes
a insulina tém reduzida expressdo da proteina HSP 70 e aumento da fosforilacdo da
proteina c-Jun N-terminal quinase (JNK). Fatores estes responsaveis pelo ciclo vicioso de
inflamacé&o e resisténcia a insulina na obesidade. Portanto, com 0 aumento da expresséo da
proteina HSP 70 obtém-se um efeito anti-inflamatério devido ao bloqueio dos fatores de
transcricdo proé-inflamatério, conidFkB (SINGLETON et al., 2005).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o consumo de antioxidantes na
dieta esta inversamente relacionado a incidéncia de doencas crbnicas. Estes antioxidantes
desempenham um importante papel na regulacédo redox, atenuando a inflamacdao, através
da diminuicdo da atividade de fatores de transcricéo, tais &fidB, que podem ser
ativados pelas EROS (JACKSON et al., 1998; CHUANG; MCINTOSH et al.,)2011

Produtos naturais vém sendo utilizados na medicina popular por apresentarem
varias acdes como atividade antidiabética, hipolipemiante, anti-inflamatoria, anti-
obesidade, dentre outras propriedades farmacologicas. Diante disto, vem se desencadeando
o interesse de varias pesquisas cientificas na tentativa de isolar, identificar, e sintetizar

compostos com atividades farmacolégicas, que possam ser empregados na prevengao e
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tratamento de doencas relacionadas ao metabolismo energético total, como por exemplo,
novos agonistas para receptores PPARs (BRITO et al., 2013).

Em estudo anterior comprovou-se que a polpa, a casca e 0 carogo de manga da
variedade Uba apresentam um alto teor de antioxidantes, sendo este constituido por um
total de 12 flavonoides e xantonas (RIBEIRO et al., 2008). O extrato aquoso da casca da
mangueira (Mangifera indica L.) é estudado ha algum tempo, sendo relatado, entre outros,
o seu efeito anti-inflamat6rio e antioxidante, os quais sdo direcionados principalmente a
mangiferina. No entanto, pesquisas relatam que a acdo farmacologica exercida pela
mangiferina ndo apresenta a mesma intensidade que a dos diferentes tipos de extratos,
indicando que existe um sinergismo entre os diversos componentes bioativos (GARRIDO-
SUAREZ et al., 2010

O conjunto destas propriedades farmacoldgicas sugere que a mangiferina e o
extrato da folha de Mangifera indica L. tenham potencial valor na prevencao e tratamento
das alteracdes fisiologicas que ocorrem no tecido hepatico em decorrencia da sindrome
metabdlica e das doencas cardiovasculares.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da mangiferina e
do extrato das folhas de Mangifera indica L, em impedir o surgimento de estresse
oxidativo e inflamacdo hepatica em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, tipo

cafeteria.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Obtencéao do extrato e da mangiferina

As folhas de Mangifera indica L., variedade Uba, foram coletadas no municipio de
Vicosa, Minas Gerais, Brasil,aexsicata, depositada no Herbario da Universidade Federal
de Vigosa (VIC n 37.611). As folhas foram secas a temperatura ambiente e trituradas
obtendo-se um pulverizado que foi utilizado para obtencdo do extrato etanolico 95% por
percolacdo exaustiva e concentracdo a vacuo em evaporador rotativo, a0O60°C.
concentrado foi entédo liofilizado, com um rendimento final de aproximadamente 27% a
partir da droga vegetal seca.

Para o isolamento da mangiferina foi feito o mesmo procedimento de obtencédo do
extrato, sendo a amostra anteriormente desengordurada em soxhlet, utilizando como

solvente o éter de petrdleo, durante 12 horas. Apds esse processo, o extrato foi submetido a

18



sucessivas recristalizacdes com acetato de etila tendo um rendimento final de 3,6% de
mangiferina a partir da droga vegetal seca. O procedimento de purificacdo foi monitorado
por cromatrografia de camada delgada e a pureza do composto avaliada por HPLC
comparando-se o cromatograma ao padréo de mangiferina (Sigma Aldrich). A metodologia

utilizada nesses processos foi adaptada de Muruganandan et al., 2002.

2.2.Ensaio Biolégico

O estudo foi realizado apds ser aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Vigosa (protocolo n°® 28/2012). Foram utilizados 24 ratos Wistar, machos, com
25 dias de idade, submetidos a um periodo experimental de duas semanas. Os animais
foram divididos em trés grupos constituidos de oito animais cada (n= 8). Tanto o extrato
das folhas de manga da variedade Ub4, como a mangiferina isolada, foram oferecidos aos
animais por gavagem, na concentracdo de 250 mg/Kg e 40 mg/Kg, respectivamente,
utilizando como veiculo o composto dimetilsulfoxi (DMSO).

Os animais foram distribuidos em gaiolas coletivas, com ventilagdo apropriada, e
mantidos em sala climatizada com temperatura média de 22°C e foto periodo (claro/escuro)
de 12 horasOsratos foram alimentados, durante sete dias, com racdo comercial, e a partir
dai foi ofertada a dieta de cafeteria e os tratamentos por um periodo de oitA dias.
distribuicdo caldrica da dieta continha 9,8% de proteinas, 31,4% de carboidratos e 58,8%
de lipidios, sendo constituida dos seguintes alimentos: paté de presunto, batata palha,
bacon, mortadela, biscoito maisena, achocolatado, leite em pé integral e racdo comercial
nas proporcoes de 2:1:1:1:1:1:1:1. Durante todo o experimento, os animais foram
alimentados com a dieta e agua ad libitum.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais G1 (cafeteria + DMSO),
G2 (cafeteria + extrato) e G3 (cafeteria + mangiferina).

Apos oito dias de tratamento, os animais foram submetidos ao jejum de 12 horas e
em seguida eutanasiados e o figado coletado, pesado e armaz&®@opara as analises
de peroxidacdo lipidica por malondialdeido, atividade da superoxido dismutase,
concentracdo de IL10 e TNE-analise deNFkB p65 e expressédo génica de marcadores
inflamatorios CB;, PPARy, NFkB, HSP72]L-10 e TNFe).
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2.3.Andlises
2.3.1. Peso Relativo do Figado

Este parametro € também denominado de indice hepatossomatico (IHS), sendo

determinado pela relacéo entre o peso do figado e o peso corporal, segundo a féormula:

IHS = (peso do figado / peso corporal) x 100

2.3.2. Parametros avaliados no homogeneizado de figado

O homogeneizado do figado foi preparado com 500 mg do tecido em 5 mL de
tampéo Tris (0,01 M, pH 7,4) utilizando um homogeneizador com banho de gelo. Em
seguida, os homogeneizados foram centrifugados sob refrigeracdo e o sobrenadante
retirado e armazenado a -80°C. Este homogeneizado foi utilizado para as andlises de
malondialdeido e atividade da superéxido dismutase.

- Concentracdo de malondialdeido (MDA):A determinacdo de MDA foi feita pelo teste

de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico) (KOHN; LIVERSEDGE, 1944).
Foram adicionados em 400 pl de sobrenadante do homogeneizado, 1 ml de &cido
tricloroacético 20% e 400 pl de acido tiobarbittrico 1,6%. A mistura foi incubada por 1

hora, a 95°C, sendo em seguida acrescentados 1,6 ml de n-butanol, e centrifugada por 10
minutos a 3000 r.p.m com a retirada da fase orgéanica, na qual foi determinada a
absorvancia em 510, 532, e 560 nm. Para o calculo dos valores finais utilizou-se a seguinte
equacdao, proposta para minimizar a interferéncia dos pigmentos heme e da hemoglobina na
dosagem de MDA (PYLES et al., 1993):

MDA 3= 1,22[(As32) - (0,56)(As10) + (0,44)(Ase0)]

A concentragédo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade
molar & = 1,56 x 18mol L™ cm™ (BUEGE; AUST, 1978), sendo os resultados expressos
em nmol de MDA por miligramas de proteina (MDA/PTN). A proteina total do

homogeneizado do figado foi quantificada, segundo o método de Bradford (1976).
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- Atividade da superoxido dismutase (SOD)A quantificacdo desta enzima € dada em
unidades relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de enzima que
inibe em 50% a velocidade de oxidagédo do pirogalol. No meio de reacdo foram utilizados
20 puL de homogeneizado de figado, 8uL de pirogalol 24 mmol/L e 4 puL de catalase 30
pmol/L, completando para 200 pL com tampéo Tris-HCI-EDTA 0,01 M (pH 7,4). Os
calculos foram realizados segundo a equacéo linear obtida pela curva padrdo, a qual teve
cinco concentracdes de SOD (2BU). A leitura de absorvancia foi feita a 420 nm, sendo

os resultados expressos em U de SOD / mg de proteina (MARKLUND, 1985).

Determinacéo de citocinas por citometria de fluxo: As citocinas foram medidas na
fracdo citoplasmatica do tecido hepético. Utilizou-se o Mi#-PER nuclear and
cytoplasmic extraction (Pierce Biotechnology / Thermo Fisher ScientifiaViAG, EUA),

com o qual separose 0 extrato nuclear e o citoplasmatico do homogeneizado de figado
Estas fracbes foram armazenadas a -80°C até a analise por citometria deAdluxo.
concentracbes dHd.-10 e TNFe foram realizadas pelo método de imunocitoquimica
utilizando anticorpos especificos conjugados com particulas fluorescente (Rat Cytokine
capture beads). Para esta andlise utilizou-se kits comerciais (BD Bioci€AGESUA),
seguindo protocolos do fabricante. Os resultadgd (pl) foram obtidos utilizandse o
software FCAP Array (BD BiocienceSA, EUA).

Analise de NFkB (p65): A atividade de p65 foi determinada utilizando um kit especifico
NFkB (p65) Transcription Factor Assay (Cayman Chemical), segundo instru¢cdes do
fabricante. O extrato nuclear, uQ, foi incubado durante a noite em placa de 96 pocos
contendo uma sequéncia especifica de dsDNA, na qual ocorre a ligacaaRIqpeb)

contido na amostra. Este € entdo detectado por incubagdo com um anticorpo primario
especifico para a forma ativada p65, que €, em seguida, incubada com anticorpo anti-
IgG conjugado com peroxidase. A quantidade deB\{§65) foi avaliada a 450 nmam
espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo Scientific), sendo o resultado obtido de acordo

com a absorvancia do controle positivo.

2.3.3. Expressédo de Génica de HSP72, GBPPARa, NFkB, TNF-a, IL10: A extracdo
de RNA total foi realizada utilizando o reagente Trizol (Invitrogeh, USA), sendo a
concentragdo e pureza avaliados em espectrofotometro Multiskan Go (Thermo Scientific,
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DE, USA) e a integridade do RNA por eletroforese em gel de agarose. Para a sintese do
cDNA, utilizou-se o kit M-MLV Reverse transcriptase (Invitrogen Brasil Ltda.), seguindo

o protocolo do fabricante. A quantificacdo relativa da expressao génica foi realizada por
reacdo em cadeia da polimerase da transcricdo reversa em tempd +ealR) utilizando

0 equipamento AB StepOne Real Time PCR System e o reagente 2X SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems, CA, USA). O volume final de cada reacao foi de 10 pl, sendo 2
pl do cDNA; 0,8 pl da mistura dos iniciadores a 2,5 pM (senso e antisenso), 5,0 pl do
reagente Sybr Green 2,2 pl de agua ultra pura. Os parametros utilizados ndaramda

15 min a 95° C e em seguida 40 ciclos de 95° C (15s), 60° C (30s) e 72° C (30s), seguido
pela andlise da curva de melting. Os iniciadores foram: HSP72 (Fw-
AGGCCAACAAGATCACCATC, Rv-TAGGACTCGAGCGCATTCTT), CB (Fw-
ATATTCTCTGGAAGGCTCACAGCC, Rv-GAGCATACTGCAGAATGCAAACACOQ),

NFkB (FW-CTTCTGGGCCATATGTGGAGA, Rv-TCGCACTTGTAACGGAAACG),
PPARe (Fw-CCTGCCTTCCCTGTGAACT, RV-ATCTGCTTCAAGTGGGGAGA),
TNF-o (Fw- ACGGCATGGATCTCAAAGAC, Rv- AGATAGCAAATCGGCTGACG),

IL10 (Fw- ACTACCATAGCCACAACGCA,Rv- TTTCTGTTTCCTACGGCGCT). Foi
utilizado como controle endégeno o gene GAPDH (Fw-GGTTGTCTCCTGTCACTTC,
Rv-CTGTTGCTGTAGCCATATTC). Os iniciadores foram desenhado utilizando o
programa Primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), de acordo com os requisitos para PCR em tempo real.

2.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo. Para analise descritiva
dos dados e testes de comparacéo de grupos independentes sdibizottware Sigma Plot
11.0. Para avaliacdo da distribuicdo das variaveis foi realizado o teste de Kolmogorov-
Sminorv, sendo aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-wallis em comparacdes de
variancias multiplas e o teste de Wilcoxon para comparacao de dois grupos independentes
quando as distribuicbes ndo apresentaram normalidade. Para as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal foi realizada andlise de variancia ANOVA seguida do teste de Tukey
ou Dunnett para variaveis multiplas e o teste T para dois grupos independentes. O nivel de

significancia adotado foi de 95% com valor de p < 0,05.
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3. RESULTADOS

No experimento onde se avaliou o efeito do extrato da folha de manga e da
mangiferina na prevencao das alteracdes fisioldgicas relacionadas a ingestdo da dieta tipo
cafeteria verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre estes grupos no teor de
malondialdeido (tabela 1). Os grupos que receberam os tratamentos apresentaram maior
atividade da SOD que o controle, sendo a mangiferina a que mais intensificou esta defesa
antioxidante. O indice hepatossomatico (IHS) foi menor no grupo que recebeu o extrato

juntamente com a dieta de cafeteria.

Tabela 1. Proteina total, concentracdo de malondialdeido, atividade da superéxido
dismutase do tecido hepatico e IHS de ratos alimentados com dieta de cafeteria e

submetidos a diferentes tratamentos por 8 dias.

Grupos PTN (mg/mL) MDA (nMol/mg PTN) SOD (U/mg PTN) IHS
DC 5,63+ 0,30% 1,16 + 0,09? 34,28 + 12,77 4,79 £ 0,42
DC + EFM 5,41+ 0,3F 1,01+0,17 84,02+ 3,62° 3,94 + 0,42
DC + MANG  5,57+0,5F 1,02 +0,16% 101,48 + 12,77 4,62 +0,38

Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam difesegrgficativa pelo teste de Tukey (p<0,05). PTN: Phoa total; MDA:
Malondialdeido; SOD: atividade da superéxido dissettaHS: indice hepatossomatico (peso relativo do figgdeso do figado/peso
corporal)x100); DC: dieta de cafeteria + DMSO; DEFRM: dieta de cafeteria + extrato da folha de mg@g§a mg/kg) DC + MANG:

dieta de cafeteria + mangiferina (40 mg/kg).

A mangiferina demonstrou exercer efeito sobre o mMRNA da HSP72, elevando
significativamente a sua expressdo, enquanto o extrato nao interferiu na expressao do

MRNA desta chaperona (figura 1).
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Figura 1 — Expressdo génica da HSP 72 no tecido hepatico de ratos submetidos a
diferentes tratamentos, durante 8 diasControle: Dieta de cafeteria (DC) + DMSO; DC

+ EFM: DC + extrato de folha de manga; DC + MANG: DC + mangiferina. Médias
seguidas de letras iguais ndo apresentam diferencga significativa (p<0,05).

Os tratamentos influenciaram significativamente a expressdo do mRNA dos
receptores CB1 e PPAR¢figuras 2 ¢ 3).

mRNA CB1
1]
<

Figura 2. Expressdo génica do receptor endocanabindide CB1 no figado de ratos
submetidos a diferentes tratamentosDC: Dieta de cafeteria (DC) + DMSO; DC + EFM
DC + extrato de folha de manga; DC + MANG: DC + mangiferina. Médias seguidas de

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

Como mostrado na figura 2, o grupo que recebeu o extrato de M. indica, apresentou
expressdo do receptor €Bgual ao grupo controle. Ja os animais tratados com a
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mangiferina apresentaram uma elevacao significativa da expressao destes receptores
comparados aos demais grupos.

Ambos os tratamentos aumentaram a expressao génica do receptoo,PseARe
a mangiferina a que demonstrou exercer um maior efeito, sendo diferente tanto do controle
guanto do grupo que recebeu o extrato de M. indica (figura 3).

mRNA PPAR - ¢z

Figura 3. Expresséo génica do receptor PPA&R no figado dos ratos submetidos aos
diferentes tratamentos.DC: Dieta de cafeteria (DC) + DMSO; DC + EFM: DC + extrato
de folha de manga; DC + MANG: DC + mangiferina. Médias seguidas de letras iguais ndo

apresentam diferencga significativa (p<0,05).

N&do houve diferenca significativa na expressdo do mRNANEeB entre os

grupos. Entretanto, os animais que receberam os tratamentos apresentaram menor atividade
de NF«B (p65) (Figura 4).
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Figura 4. Expressio génica e atividade de NFkB p65 nuclear no figado dos ratos
submetidos aos diferentes tratamentoga) Expressédo de mRNAde NFkB p65 por
quantificacao relativa (QRT-PCR). (b Atividade de NFkB (p65) (unidade relativa)

no extrato nuclear hepatico.DC: Dieta de cafeteria (DC) + DMSO; DC + EFM: DC

+ extrato de folha de manga; DC + MANG: DC + mangiferina. Médias seguidas de

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

Os tratamentos nao interferiram na expressao e concentracdo de rid\ffgado
dos animais, apesar dos grupos de tratamentos demonstrarem uma tendéncia em reduzir

tanto a expressdo quanto a concentracdo desta citocina proé-inflamatéria (Figura 5).
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Figura 5. Concentracdo e expressdo génica de TNFno figado dos ratos
submetidos aos diferentes tratamentos. (a) Concentracdo citosoOlica de TMF-

(pg/ml). (b) Expressdao do mRNA @ TNF-a por quantificacdo relativa (qRT-
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PCR). DC: Dieta de cafeteria + DMSO; DC + EFM: DC + extrato de folha de manga,;
DC + MANG: DC + mangiferina. Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam

diferenca significativa (p<0,05).

Em relacéo a citocina IL-10, os animais que receberam os tratamentos mostraram
uma expressao do gene mais baixa do que o grupo controle, enquanto que a sua

concentracéo foi significativamente mais elevada.

120 -

1L-10 {pg/ml.)

miRNA IL10

Figura 6. Expressdo e concentracdo de IL10 em figado de ratos submetidos aos
diferentes tratamentos. (a) Concentracédo citosélica de IL10 (pg/ml). (b) Expressédo do
MRNA de IL10 por gquantificacdo relativa (QRT-PCR). DC: Dieta de cafeteria +
DMSO; DC + EFM: DC + extrato de folha de manga; DC + MANG: DC + mangiferina.

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

A contradicdo entre a expressao génica e a concentracdo de IL-10 no tecido
hepatico dos animais que receberam a dieta de cafeteria pode ser devido a alguma alteracao
a nivel pés transcricional desta citocina, visto que apesar de ter um valor de mRNA
elevado em comparacao aos tratamentos a sua concentracéo citosolica é significativamente
inferior. Portanto, o extrato de folha de marmga mangiferina interferem nesta citocina

anti-inflamatoria elevando a sua concentracao hepatica.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo, avaliando os efeitos hepéticos da ingestdo de dieta hiperlipidica
por um periodo de oito dias, demonstrou que o extrato da folha de manga e a mangiferina
administrados por gavagem, ndo alteraram a concentracdo de MDA, podendo isto ter
ocorrido pelo fato do periodo experimental ter sido curto para provocar uma peroxidacéo
lipidica no figado dos animais. No entanto, ambos os tratamentos aumentaram a atividade
da SOD demonstrando o potencial destes em reforcar a defesa antioxidante hepatica de
animais expostos a dieta hiperlipidica.

Os animais que receberam o extrato apresentaram um peso relativo do figado (IHS)
menor que os demais grupos, o que pode estar relacionado a uma menor deposi¢cao de
gordura no figado indicando um efeito benéfico do extrato neste 6rgao.

Em estudo anterior avaliando duas concentracfes de polpa de manga da variedade
Uba na dieta, foi demonstrado que a ingestao na quantidade de 10% aumentou o teor de
MDA e apresentou uma tendéncia em aumentar o peso relativo do figado, enquanto que a
ingestdo de 3% de polpa de manga apresentou menor IHS que o grupo anterior (TOLEDO
et al., 2013), demonstrando queagiode compostos bioativos sobre o figado sdo dose
dependete. Isso também pode ser verificado no presente estudo, onde o extrato de folha
de manga diminuiu o IHS e assim como a mangiferina apresentou uma tendéncia em
diminuir a peroxidacao lipidica.

Pardo-Andreu e colaboradores (2008) avaliando os efeitos do extrato aguoso d
casca do caule de mangueira (Vimang®) nas concentracdes de 50, 100, 250 mg/kg de peso
corporal de ratos e de 40 mg/kg de mangiferina, por sete dias antes e sete dias apés a
inducdo de estresse, verificaram aquextrato e a mangiferina reduziram a peroxidacao
lipidica hepatica, as transaminases séricas (aspartato amino-transferase e alanina amino-
transferase) e aumentaram a atividade da superéxido dismutase e glutationa peroxidase,
sendo a mangiferina e a concentracdo de 250 mg/kg de extrato os que apresentaram
melhores resultados contra o estresse oxidativo.

Trabalhos com ratos Wistar machos relatam que a administragcdo de mangiferina
impede o desequilibrio redox e leva a uma diminuicdo de mediadores inflamatorios
(MARQUEZ et al., 2012; DAS et al., 2012).

No presente estudo verificou-se que os animais tratados com o extrato da folha de
manga, por 8 dias, apresentaram aumento da expressdo de mRNA do receptarePPAR-

uma tendéncia em elevar o mRNA de ;C8 da HSP72. Ja a mangiferina elevou
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expressivamenta transcricdo de ambos os receptores e da HSP72. Estes dados indicam
que tanto o extrato quanto a mangiferina favoreceram a acgéo anti-inflamatéria no figado
dos animais, visto que estes receptores e a chaperona HSP72 tem importante papel na via
de sinalizacao anti-inflamatoria. Os tratamentos nédo interferiram na expressdo de mRNA
de TNFa e deNFxB e levaram a uma reducdo de mRNA de IL10. No entanto, apesar do
tratamento ndo ter diminuido a concentracdo de d Nérificou-se uma menor atividade

de NKB (p65) e maior concentracdo da IL10 demonstrando o efeito anti-inflamatorio
tanto do extrato da folha de manga quanto da mangiferina no figado dos animais.

Em estudo anterior desta equipe, avaliando o efeito destes mesmos tratamentos
sobre o tecido adiposo, verificou-se que o extrato reduziu a expressdo de mRNAede CB
aumentou o mRNA de PPARY, enquanto a mangiferina elevou a expressao de mRNA de
CB1 e diminuiu 0o mMRA de PPARy (BRITO, 2013). J& no presente estudo a mangiferina
aumentou a expressao tanto de PRARanto dos receptores canabindides CB;. Enquanto
0 extrato apesar de ter aumentado o0 mMRNA de P&®AR> alterou a expressdo de CB;j.

Estes resultados demonstram que a acdo da mangiferina pode ser diferente de acordo com
o tecido, visto que ela elevou o mRNA de PPARa no figado, enquanto reduziu a sua
expressao no tecido adiposo.

Estudo com ratos alimentados com dieta rica em gordura e suplementados com
polpa de manga a 1% na dieta mostrou que os efeitos induzidos por esta foram semelhantes
ao demonstrado pelo agonista de PPAR com modulacdo de genes relacionados com o
metabolismo lipidico e glicidico no figadono tecido adiposo, além de ter provocado
reducdo da deposicdo de gordura (LUCAS et al., 2011). Wilkinson et al (2008) relataram
gue 0s compostos da manga, como a mangiferina, podem alterar a transcricdo dos PPARs
contribuindo com beneficios positivos para a saude por meio da sinalizacdo desencadeada
por estes receptores.

Na literatura sdo encontrados estudos que identificam um papel essencial da HSP70
em bloquear a inflamag&o e impedir a resisténcia a insulina na obesidade. Recentemente
foi descoberto que a chaperona HSP70 é necessaria para a degradacdo da p65 inibindo
assim a via de sinalizacdo do NFkB (TANAKA et al.,, 2014). Chung e colaboradores
(2008) demonstraram que a indugéo de super expressao de HSP70 impediu a ativagéo de
JNK e o desenvolvimento de resisténcia a insulina em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica, apresentando estes animais um quarto de gordura corporal da linhagem
selvagem. As chaperonas, HSPs, reduziram a inflamacao e restauraram a homeostase da

glicose em um modelo de rato de diabetes melittus tipo 2 (OZCAN et al., 2006). Portanto,
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a inducdo de proteinas de choque térmico, HSP70, pode diminuir a inflamagédo e
resisténcia a insulina na obesidade e diabetes melittus tipo 2 (HOOPER; HOOPER, 2009;
SIMAR et al., 2012).

Este dado esta de acordo com o presente estudo, no qual a mangiferina elevou a
expressdo de mRNA HSP72 e o extrato demonstrou uma tendéncia a isto, levando a uma
menor atividade d&NFkB (p65) demonstrando o potencial efeito anti-inflamatério do
extrato da folha de manga e da mangiferina nas condi¢goes experimentais.

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo tanto o extrato da folha de
manga quanto a mangiferina demonstraram exercer efeitos benéficos sobre o figado de
animais alimentados com dieta hiperlipidica, uma vez que apresentaram atividade anti-
inflamatéria e antioxidante. Além disso, a mangiferina demonstrou exercer um efeito
maior, visto que aumentou a expressao da HSP72. Portanto, este trabalho demonstra um
potencial papel do extrato da folha de manga e principalmente da mangiferina na
prevencdo do processo inflamatério e do estresse oxidativo desencadeado pela dieta

hiperlipidica.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

ALEMANY, M. Relationship between energy dense diets and white adipose tissue

inflammation in metabolic syndromiutrition Research. 33:1-11, 2013.

ALVES, N.E.G.; VALDES, S.T.; SILVEIRA, C.M.M.; MARTINO, H.S.D.; MILAGRO,
F.l.. MORENO-ALIAGA, M.J.; RIBEIRO, S.M.R. Studies on Mechanistic Role of
Natural Bioactive Compounds in the Management of Obesity An Ovenliber.Open
Nutraceuticals Journal. 5:193-206, 2012.

ASEA, A.; REHLI, M.; KABINGU, E.; BOCH, J.A.; BARE, O.; AURON, P.E,;
STEVENSON, M.A.; CALDERWOOD, S.K. Novel signal transduction pathway utilized
by extracellular HSP70: role of toll-like receptor (TLR) 2 and TLR#e Journal of
Biological Chemistry. 277(17):1502815034, 2002.

30



BASU, S.; BINDER, R.J.; RAMALINGAM, T.; SRIVASTAVA, P.K. CD91 is a common
receptor for heat shock proteins gp96, hsp90, hsp70, and calreticuhnnity . 4(3):303
313, 2001.

BERMUDEZ-SILVA, F. J.; VIVEROS, M. P.; MCPARTLAND, J. M.; RODRIGUEZ DE
FONSECA, F. The endocannabinoid system, eating behavior and energy homeostasis: the
end or a new beginningarmacology Biochemistry& Behavior. 95:375-382, 2010.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein dye bindingnalytical
Biochemistry. 72:248-254, 1976.

BRITO, L.F. Efeito do extrato das folhas de manga Uba (Mangifera indica L.) e da
mangiferina na modulagéo da expressao dos receptores CB1, PPARadipocinas em
ratos alimentados com dieta de cafeteriaVigcosa: UFV, 2013. Tese (doutorade)

Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, 2013.

BRITO, L.F.; TOLEDO, R.C.L.; CARVALHO, |L.M.M.; LEITE, J.P.V.; RIBEIRO,
S.M.R.; PELUZIO, M.C.G. ; QUEIROZ, J.H. Produtos naturais ativadores de PPAR e
marcadores associados ao processo inflamatorio na Sindrome MetaR#idata
Brasileira de Plantas Medicinais.15(3):449-466, 2013.

BUEGE, J. A.; AUST, S. D. Microsomal lipid peroxidatidviethods in Enzymology 52:
302-310, 1978.

BULLO, M.; CASAS AGUSTENCH, P.; CORREING, P.A.; ARANCETA, J.; SALAS-
SALVADOR, J. Inflammation, obesity and comorbidities: the role of dieblic Health
Nutrition : 10(10A), 11641172, 2006.

CHUNG, J.; NGUYEN, A. K.; HENSTRIDGE, D. C.; HOLMES, A. G.; CHAN, M. H.;
MESA, J. L.; LANCASTER, G. I.; SOUTHGATE, R. J.; BRUCE, C. R.; DUFFY, S. J,;
HORVATH, I.; MESTRIL, R.; WATT, M. J.; HOOPE, P. L.; KINGWELL, B. A.; VIGH,

L.; HEVENER, A.; FEBBRAIO, M. A. HSP72 protects against obesity-induced insulin
resistanceProceedings of the National Academy of Sciencel)5:17391744, 2008.

31



CHUANG, S.; MCINTOSH, M. K. Potential mechanisms by which polyphenol-rich
grapes prevent obesity-mediated inflammation and metabolic diseHsesAnnual
Reviews of Nutrition. 31: 155-176, 2011.

CROWE, M.S., NASS, S. R.; GABELLA, K. M.; KINSEY, S. G. The endocannabinoid
system modulates stress, emotionality, and inflammaBoain Behavior and Immunity,
2014.

DAS, J.; GHOSH, J.; ROY, A.; SIL, P.C. Mangiferin exerts hepatoprotective activity
against D-galactosamine induced acute toxicity and oxidative/nitrosative stress wia Nrf2
NF«kB pathwaysToxicology and Applied Pharmacology260:35-47, 2012.

EGGER, G.; DIXON, J. Obesity and chronic disease: always offender or often just
accompliceBritish Journal of Nutrition . 102:12381242, 20009.

FERAT-OSORIO, E.; SANCHEZ-ANAYA, A.; GUTIERRZ-MENDOZA, M.; BOSCO-
GARATE, |.; WONG-BAEZA, |.; PASTELIN-PALACIOS, R.; PEDRAZA-ALVA, G.;
BONIFAZ, L. C.; CORTES-REYNOSA, P.; PEREZ-SALAZA, E.; ARRIAGA-PIZANO,

L.; LOPEZ-MACIAS, C.; ROSENSTEIN, Y.; ISIBASI, A. Heat shock protein 70 down-
regulates the production of toll-like receptor-induced pro-inflammatory cytokines by a heat
shock factor-1/constitutive heat shock element-binding factor-dependent mechanism.
Journal of Inflammation. 11(19), 2014.

FORSYTHE, L. K.; WALLACE, J. M.; LIVINGSTONE, M. B. Obesity and
inflammation: the effects of weight losNutrition Research Reviews 21 (2): 117-133,
2008.

FRANCISCHETTI, E. M.; ABREU, V. G. O sistema endocanabindide: Novas
perspectivas no controle de fatores de risco cardiometabdliqoivos Brasileiros de
Cardiologia. 87:548-558, 2006.

GARRIDO-SUAREZ, B.B.; GARRIDO, G.; DELGADO, R.; BOSCH, F.; RABI, M.D.C.
A Mangifera indica L. extract could be used to treat neuropathic pain and implication of
mangiferin.Molecules 15:9035-9045, 2010.

32



HEREDIA, F. P.; GOMEZ-MARTINEZ, S.; MARCOS, A. Obesity, inflammation and the
immune systemProceedings of the Nutrition Society71 (2): 332-338, 2012.

HERMSDORFF, H.H.M.; MONTEIRO, J.B.R. Gordura visceral, subcutanea ou
intramuscular: onde esta o problemAPquivos Brasileiros de Endocrinologia &
Metabologia. 48(6):803-811, 2004.

HOOPER, P. L.; HOOPER, P. L. Inflammation, heat shock proteins, and type 2 diabetes.
Cell Stress and Chaperonesl4:113-115, 2009.

KOHN, H.l., LIVERSEDGE, M. On a new aerobic metabolite whose production by brain
is inhibited by apomorphine, emetine, ergotamine, epinephrine and manakiiorrel of

Pharmacology and Experimental Therapeutic82: 292-300, 1944.

LUCAS, E. A,; LI, W.; PETERSON, S. K., BROWN, A.; KUVIBIDILA, S.; PERKINS-
VEAZIE, P.; CLARKE, S. L.; SMITH, B. J. Mango modulates body fat and plasma
glucose and lipids in mice fed a high-fat diBtitish Journal of Nutrition . 106:1495
1505, 2011.

MARQUEZ, L.; GARCIA-BUENO, B.; MADRIGAL, J.L.M.; LEZA, J. C. Mangiferin
decreases inflammation and oxidative damage in rat brain after &wepean Journal
Nutrition . 51:729-739, 2012.

MARKLUND, S. Pyrogallol autooxidation. InHandbook of Methods for Oxygen
Radical Research(CRC Press Boca Raton FL), p.243-247, 1985.

MICHALIK, L.; AUWERX, J.; BERGER, J.P.; CHATTERJEE, V.K.; GLASS, CK,;
GONZALES, F.J.; GRIMALDI, P.A.; KADOWAKI, T.; LAZAR, M.A.; O'RAHILLY, 40
S.; PALMER, C.N.A. et al. International Union of Pharmacology. LXI. Peroxisome

Proliferator-activated receptofBharmacological Reviews58:726-741, 2006.

MURUGANANDAN, S.; GUPTA, S.; KATARINA, M.; LAL, J; GUPTA, P.K.
Mangiferin protects the streptozotocin-induced oxidative damage to cardiac and renal
tissues in ratsToxicology. 176:165173, 2002.

33


http://jpet.aspetjournals.org/
http://jpet.aspetjournals.org/

OZCAN, U.; YILMAZ, E.; OZCAN, .L; FURUHASHI, M.; VAILLANCOURT, E;
SMITH, R. O.; GORGUN, C. Z.; HOTAMISLIGIL, G. S. Chemical chaperones reduce ER
stress and restore glucose homeostasis in a mouse model of type 2 dBtietese.
313:11371140, 2006.

PACKER, L.; SIES, H. Oxidative stress and inflammatory mechanisms in obesity,
diabetes, and the metabolic syndrome. CRC Press; 12 ed344p, 2007.

PARDO-ANDREU, G. L.; BARRIOS, M. F.; CURTI, C.; HERNANDEZ, |.; MERINO,
N.; LEMUSA, Y.; MARTINEZ, J.; RIANO, A.; DELGADO, R. Protective effects of
Mangifera indica L extract (Vimang), and its major component mangiferin, on iron-
induced oxidative damage to rat serum and lidrarmacological Research57:79-86,
2008.

PYLES, L.A; STEJSKAL, E.J.; EINZIG, S. Spectrophotometric measurement of plasma 2-
thiobarbituric acid-reactive substances in the presence of hemoglobin and bilirubin
interference.Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine.
202(19), 1993.

REAVEN, G.M. Role of insulin resistance in human diseBsabetes.37(12):1595-1607,
1988.

RIBEIRO, S. M. R.; QUEIROZ, J. H.; PELUZIO, M. C. G.; COSTA, N. M. B.; MATTA,
S. L. P.; QUEIROZ, M. E. L. R. A formacéo e os efeitos das espécies reativas de oxigénio
no meio biolégicoBioscience Journal.21(3):133-149, 2005.

RIBEIRO, S. M. R.; BARBOSA, L. C. A; QUEIROZ, J. H.; KNODLER, M;
SCHIEBER, A. Phenolic compounds and antioxidant capacity of Brazilian mango
(Mangifera indica L.) varietieszood Chemistry.110:620-626, 2008.

RODRIGUEZ-HERNANDEZ, H, SIMENTALMENDIA, LE, RODRIGUEZ-RAMIREZ,

G, REYES-ROMERO, M. A. Obesity and Inflammation: Epidemiology, Risk Factors, and

Markers of Inflammationinternational Journal of Endocrinology. 2013:1-11, 2013.

34



SIMAR, D.; JACQUES, A.; CAILLAUD, C. Heat shock proteins induction reduces stress
kinases activation, potentially improving insulin signalling in monocytes from obese
subjectsCell Stress and Chaperonesl7:615621, 2012.

SCOARIS, C.R.; RIZO, G.V.; ROLDI, L.P.; MORAES, S.M.F.; PROENCA, AR.G,;
PERALTA, R.M.; NATALI, M.R.M. Effects of cafeteria diet on the jejunum in sedentary
and physically trained ratBlutrition . 26:312-320, 2010.

SINGLETON, K. D.; BECKEY, V. E.; WISCHMEYER, P. E. Glutamine prevents
activation of NFkB and stress kinase pathways, attenuates inflammatory cytokine release,
and prevents acute respiratory distress syndrome (ARDS) following sé&jisigk
24(6):583-589, 2005.

TANAKA, T.; SHIBAZAKI, A.; ONO, R.; KAISHO, T. HSP70 mediates degradation of
the p65 subunit of nuclear factoB to inhibit inflammatory signalingScience Signaling.
7(119), 2014.

TOLEDO, R. C. L.; BRITO, L. F.; RIBEIRO, S. M. R; PELUZIO, M. C. G.; SIQUREIR

C. L. M.; QUEIROZ, J. H.. Efeito da ingestdo da polpa de manga (Mangifera indica L.)
sobre os parametros bioquimicos séricos e integridade hepatica emBraszsence
Journal. 29(2):516-525, 2013.

VELLOSA, J. C. R.; BARBOSA, V. F.; OLIVEIRA, O. M. M. de F. Pesquisa de produtos
naturais: plantas e radicais livr&gv. Eletr. de Farm UNESP, 4 (2):119-130, 2007.

WILKINSON, A. S.; MONTEITH, G.R.; SHAW, P. N.; LIN, C-N.; GIDLEY, M. J.,
ROBERTS-THOMSON, S. J. Effects of the mango components mangiferin and quercetin
and the putative mangiferin metabolite norathyriol on the transactivation of peroxisome
proliferator-activated receptor isoform¥ournal of Agricultural and Food Chemistry.
56(9):30373042, 2008.

35



CAPITULO 2: ACAO DO EXTRATO DE FOLHAS DE MANGA E
MANGIFERINA NA MODULACAO DE GENES ANTI-
INFLAMATORIOS HEPATICOS VIA SINALIZACAO DOS
RECEPTORES CB, E PPARu
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Acao do extrato de folhas de manga e mangiferina na modulacdo de genes anti-

inflamatorios hepaticos via sinalizacao dos receptores GB PPARw

Action of the mango leaf extract and mangiferin in the modulation of anti-

inflammatory genes in liver signaling pathway PPARBnd CB receptors

RESUMO

A Mangiferina indicae amangiferina apresentam diversas propriedades farmacoldgicas
podendo apresentar efeitos benéficos na obesidade, diabetes, inflamacéo, etc. Estas
alteracbes metabdlicas podem ser controladas por mecanismos como 0 sistema
endocanabindide e receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (RPARS).
estudo teve como objetivo avaliar a acdo do extrato de folhas de manga (variedade Uba) e
da mangiferina em reverter possiveis alteracdes oxidantes e inflamatorias no tecido
hepético causadas pela ingetédo de dieta hiperlipidica verificando se a acdo da mangiferina
possa estar relacionada aos receptoresedBPARa. Ratos wistar foram divididos em 7
grupos experimentais (DC: dieta de cafeteria; DCOM: racdo comercial; DC + EFM (250
mg/kg de extrato); DC + MANG (40 mg/kg de mangiferina); MANG + GW (3 mg/kg de
GW9662); MANG + RNT (10 mg/kg de Rimonabanto) e MANG + GW + RNT). Os
animais receberam a dieta de cafeteria por 7 dias, seguido de 5 dias de tratamento
juntamente com a DC. O extrato diminuiu a concentracdo de malondialdeido (MDA), de
TNF-a, e a expressdo génica de NFkB, TNF-a, CB;, aumentou a atividade da superéxido
dismutase (SOD), o mRNA de HSP72 e de PRARnio alterou a concentragdo de IL-

10, apesar de ter diminuido o mRNA desta citocina. A mangiferina apresentou 0 mesmo
efeito do extrato, no entanto, n&o alterou o MDA e redaatividade de NFkB (p65). A
administragdo do GW9662 (antagonista de PPAR) diminuiu a atividade da SOD e a
expressdo génica de PPARe de IL-10, aumentou a atividade de NFxB (p65), a
concentracdo e expressdo de TdNE-ndo alterou os niveis de MDA e a expressdo de

MRNA de HSP72 e CB O rimonabanto (antagonista de CB1) aumentou a atividade de
NF«B (p65), diminuiu a expressao génica de IL-10 e dos receptores PPARe nio alterou

a transcricdo dos gend&«kB, HSP72, CB; € TNFa e a concentragao deste ultimo. Ja a
administrago de ambos antagonistas aumentou a expressdo do mRNA de NF«B (p65),

TNF-o, HSP72, PPAR-a ¢ a atividade de NFxB (p65), reduziu a concentracdo de IL-10, e

nao interferiu na expresséo dos receptores @Badministracdo do extrato de folhas de
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manga e da mangiferina mostraram atividade antioxidante com diminuicdo da peroxidacao
lipidica e aumento da atividade da SOD e atividade anti-inflamatéria com diminui¢do da
expressdao do fator de trancrigdo NF«B e da citocina TNF-o. Verificou-se que a acéo da
mangiferina em diminuir os marcadores inflamatoérios parece envolver a via de sinalizacao
do receptor PPAR, uma vez que o uso de antagonista deste bloqueou o efeito da
mangiferina levando a um aumento da concentracdo e transcricdo de€elddFatividade

do NF«B (p65) e diminuicdo de mRNA de IL-10

Palavra chave:Mangifera indica, mangiferina, inflamacao, antioxidante, receptores CB
e PPAR

ABSTRACT

Mangifera indica and mangiferin have various pharmacological properties and may have
beneficial effects in obesity, diabetes, inflammation, etc. The body has mechanisms as the
endocannabinoid system and peroxisome proliferator activated receptor (PPARS) that can
control the metabolic changes. The study aimed to evaluate the action of mango leaf
extract (variety Uba) and mangiferin in reverse oxidants and inflammatory changes in the
liver caused by high fat diet verifying that the action of mangiferin can be relatedlto CB
and PPAR receptors. Rats wistar were divided into 7 groups (DC: cafeteriaDdi€dM:
commercial diet DC + BFM (250 mg/kg de extract); DC + MNG (40 mg/kg de
mangiferin); MANG + GW (3 mg/kg de GW9662); MNG + RNT (10 mg/kg de
Rimonabanto) e MING + GW + RNT). The animals received cafeteria diet for 7 days
followed by treatment 5 days. The extract decreased the levels of malondialdehyde
(MDA), the TNF<a concentration, and the gene expression okBJFTNF-o, CB;,
increased the activity of superoxide dismutase (SOD), the HSP72 mRNA and PPAR-
MRNA, and did not alter the concentration of IL-10, although it decreased the mRNA of
cytokines. The mangiferin had the same effect of the extract, however, did not alter the
MDA and decreased NB (p65) activity. The administration of GW9662 (PPAR
antagonist) decreased SOD activity and the gene expression of d&RAR-IL-10,
increased the NdB (p65) activity and the concentration and expression of dN#&nd did

not alter the MDA levels and the HSP72 mRNA and CB1 mRNA. The rimonabaat (CB
antagonist) led to increased RB{p65) activity, decreased gene expressiofLei0 and
PPAR« receptors, and did not alter the transcription okBIFHSP72, CB and TNFe

38



and the concentration of the latter. The administration of both antagonists increased
expression of NEB mRNA, TNFa mRNA, HSP72 mRNA and theF«B (p65) activity

and decreasel -10 concentration and did not affect the expression afré8eptors. The
administration of mangiferin and mango leaf extract showed antioxidant activity, with
decreased lipid peroxidation and increased SOD activity, and anti-inflammatory activity
with decreased expression of NB- and TNFe. It has been found that the action of
mangiferin to reduce inflammatory markers appears to involve signaling pathway PPAR
receptor, since the use of these antagonists blocked the effect of mangiferin leading to an
increased concentration and expression of TN&dNF«kB activity (p65) and decreased
IL-10 mRNA.

Key works: Mangifera indica, mangiferin, inflammation, antioxidant,;@G8d PPARe
receptor.

1. INTRODUCAO

A Mangifera indica é amplamente utilizada como planta medicinal, principalmente
na Africa, india e Cuba. Diferentes partes desta planta sdo exploradas com diversas
finalidades terapéuticas, como no tratamento da dor, artrite, diabetes, infec¢cdes cutaneas e
parasitarias, entre outras (WATT; BREYER-BRANDWIJK, 1962; COE; ANDERSON,
1996; ROSS, 1999). O extrato aquoso da casca do caule da mangueira contendo elevado
teor de polifendis € comercializado em Cuba como fitoterapico, suplemento alimentar e
cosméticos (NUNEZ-SELLEZ et al., 2007), os quais apresentam propriedades
antioxidante, analgésica, amflamatoria e imunomodulatoria (MARTINEZ et al., 2001,
GARRIDO et al., 2004; NUNEZ-SELLEZ et al., 2Q0FARDO-ANDREU et al., 2008

Estudos demonstram que o extrato das folhas de M. indica, foco do presente estudo,
apresenta, in vitro, propriedades antioxidante, anti-apoptética e antibacteriana e, in vivo
atividades hepatoprotetora e hipoglicemiante (BBOSA et al., 2007; SEVERI et al., 2009,
OLABINRI et al., 2009; LING et al., 2009).

Este conjunto de propriedades farmacolégicas da Mangifera indica
desempenhado principalmente pela acdo da mangiferina, seu principal composto bioativo.
A mangiferina € uma xantona C-glicosilada (2-C-b-D-glicopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxil-

xantona) encontrada principalmente nas familias Gentianaceae e Anacardiaceae. Ela esta
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presente em diferentes partes da mangueira, sendo nas folhas jovens e na cagea do ca
onde estdo em maior quantidade (BARRETO et al., 2008).

A mangiferina e os diferentes tipos de extratos de M. indica sdo propensos a agirem
em diversas doencas cronicas como diabetes, obesidade e sindrome metabdlica devido as
suas propriedades hipoglicemiante, antioxidante, anti-inflamatéria, anti-obesidade, entre
outras.

A obesidade é caracterizada por um quadro de inflamacéo crbnica de grau leve,
porém ndo menos agressiva (NEWSHOLME; BITTENCOURT, 2014). O acumulo de
gordura no tecido adiposo desencadeia um estresse metabdlico, o qual inicialmente ocorre
neste tecido e se estende para outros orgdos, como o figado (ALVES et al., 2012;
ALEMANY, 2013). Uma série de fatores relacionados a obesidade, como acidos graxos
livres, colesterol, acimulo de gordura e morte de adipositos ativam o inflamassoma
(complexo multiprotéico intracelular), resultando na infiltracdo de macrofagos no tecido
adiposo, os quais liberam citocinas pro-inflamatorias, estabelecendo a inflamag&o cronica
na obesidade (KANNEGANTI; DIXIT2012 NEWSHOLME; BITTENCOURT, 2014).

A relacéo entre a obesidageinflamacéo cronica a resisténcia a insulina ocorre
como em um “ciclo vicioso”. Adipdcitos e macréfagos secretam citocinas inflamatorias,
como TNFe, que ativam a c-jun N-terminal quinase (JNK) e a quinase inibidora\if&B
(IKK) em 6rgaos sensiveis a insulina (figado, muasculo esquelético e tecido adiposo). A
JNK e IKK prejudicam a fungéo do receptor de insulina levando a uma deposi¢cao de
lipideos em excesso no figado e nos adipdcitos. Estes lipideos ativam diretamente a JNK e
IKK, ampliando assim o defeito na sinalizacdo da insulina, além de ativar a via de
sinalizacao inflamatoria ddiFkB, responsavel pela inducdo da expressdo de citocinas
inflamatérias, perpetuando o cigidOTAMISLIGIL, 2006; SHOELSON et al., 2006).

Chung e colaboradores (2008) demonstraram que seres humanos, obesos,
resistentes a insulina tém reduzida expressao da proteina HSP 72 e aumento da fosforilacao
de JNK no musculo esquelético. Em situacdes de estresse metabdlico e inflamacdo o
organismo aumenta a expressdo das proteinas HSP70, as quais exercem importantes
funcdes citoprotetoras. Estudos relatam que a baixa expressdo da HSP72 leva ao
desenvolvimento da inflamacdo prejudicando a via de sinalizacdo insulinica (HOOPER,;
HOOPER, 2009). Portanto, a inducéo da expressao desta proteina € importante para limitar
ou interromper o ciclo envolvendo a obesidade, inflamacdo e resiténcia insulinica

promovendo reducdo da glicemia e da gordura corporal (MORAES et al.,, 2011,
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JOHNSON & FLESHNER, 2006; CHUNG et al., 2008; RODRIGUES-KRAUSE et al.,
2012).

Estes achados identificam um papel essencial da HSP72 em bloquear a inflamacao
e impedir a resisténcia a insulina tanto na obesidade genética quanto na ocasionada pelo
alto teor de gordura na dieta. Este tipo de dieta esta relacionada com um processo
inflamatorio caracterizado pelo aumento da expressao deoTd\dfivagdo da via NFkB
com inibicdo da sinalizacdo do IRS-1 levando a resisténcia a insulina. Qu BNF-
reponsavel ainda por diminuir a oxidacao de acidos graxos nos hepatdcitos aumentando o
nivel de triacilglicerol e consequentemente intensificando a inibicdo do IRS-1 (GALIC et
al., 2008).

Varios estudos apontam para uma associacdo entre a obesidade e o estado
inflamatoério, mostrando que na obesidade ocorre um aumento significativo nas
concentracdes plasmaticas de TNEIL-6 (XU et al., 2003; DANDONA et al., 2004), os
quais podem ser reduzidos por uma variedade de fatores como dieta (ESPOSITO, 2004),
exercicios (DEVARAJ et al., 2004), farmacoterapia, e também pelo uso de blogseador
dos receptores GBcomo o Rimonabanto (DESPRES et al., 2005; DAVIS, 2006), e de
agonistasle PPARa e PPARy (ESPOSITO, 2006).

Os receptores canabindides 1G8 CB, juntamente com osndocanabindides e as
enzimas responsaveis pela sua biossintese e degradacdo, constituem o sistema
endocanabinoide (SECB) (MATOS et al., 2006; SVIZENSKA, et al., 2008). Este sistema
apresenta grande importancia na sinalizacao endégena atuando na regulacdo da homeostase
energética e do metabolismo (FRANCISCHETTI; ABREU, 2006). A ativacdo patoldgica
do SECB esta implicada no desenvolvimento de obesidade abdominal, pois eatimula
lipogénese nos tecidos periféricos e altera o metabolismo de glicose, com reducdo da
sensibilidade a insulina. (DAMIANI; DAMIANI, 2011). Esses efeitos podem ser reduzidos
pelo uso de bloqueadores dos receptores GB entanto, a utilizagdo clinica destes é
problematica devido aos graves efeitos neuropsiquiatricos, como depressao e tendéncia ao
suicidio (BERMUDEZ-SILVA et al., 2010). Além da acdo do SECB no metabolismo, 0s
canabinodides apresentam efeito anti-inflamatério por promover apoptose em células
imunes (RIEDER et al., 2010)

Outro importante sistema relacionado a homeostase energética e ao metabolismo
lipidico e glicidico é composto pelos Receptores Ativados por Proliferadores de
Peroxissoma (PPARS). Estes receptores respondem a uma variedade de sinais biolégicos,

como acidos graxos, eicosandides (JANKE et al., 2006), estatinas (JASINSKA et al.,
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2007), antagonistas do acido retindico (SCHUPP et al., 2007), flavondides (SALAM et al.,
2008) e compostos de frutas citricas (KUROYANAGI et al., 2008). A isofdiaRa, é

ativada por &cidos graxos, sendo expressas em diversos locais onde o catabolismo destes
acidos é alto (figado, coracéao, rins e musculo esquelético) (BERGER, 2002). Os PPARs
interferem na expressdo génica de modo a promover a oxidacdo de acidos graxos,
diferenciacdo de adipocitos, sensibilidade a insulina e atividade anti-inflamatoria
(HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004; PEREIRA et al., 2006).

A atividade anti-inflamatoria desencadeada pelos PPARs pode estar diretamente ou
indiretamente ligada aos canabindides existindo uma pequena similaridade estrutural entre
estes e os ligantes de PPAR (O’SULLIVAN; KENDALL, 2009). Portanto, a ativacao de
PPAR pode ocorrer tanto por seus ligantes naturais (YANO et al., 2007), quanto pela
estimulacao dos receptores canabindides (UPHAM et al., 2003; DEMUTH; MOLLEMAN,
2006). Dadas as ac¢bes anti-inflamatorias dos agonistas de PPARs, bem como dos
antagonistas dos receptofeB;, estes podem ser alvos potenciais no combate a obesidade
(1ZZO et al., 2009) e ao processo inflamatario.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato de folhas de
Mangifera indica (variedade Uba) e da mangiferina em reverter possiveis alteracfes
oxidantes e inflamatodrias causadas pela ingestdo de dieta hiperlipidica. Além de verificar
se a agcdo da mangiferina possa estar relacionada aos receptot@PAERo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéao do extrato e da Mangiferina

O extrato etandlico 95% de folhas de Mangifera indica (variedade Uba) foi obtido
por meio da maceracédo estatica do pulverizado das folhas com etanol 95% por 24 horas,
seguida de extracdo exaustiva por percolacédo, e concentracdo em evaporador rotativo a
60°C. O extrato foi liofilizado obtendseum rendimento final de aproximadamente 27% a
partir da droga vegetal seca. A matéria-prima foi coletada no municipio de Vicosa, Minas
Gerais, ea exsicata, depositada no Herbario da Universidade Federal de Vigosa°(VIC n
37.611).

A mangiferina foi isolada a partir do pulverizado das folhas de Mangifera jndica

sendo este inicialmente desengordurado por 12 horas, em soxhlet, utilizando como
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solvente o éter de petréleo, passando em seguida pelos mesmos passos da obtencédo do
extrato. Este foi entdo liofilizado, sendo submetido a cinco recristalizacées com acetato de
etila seguidas de outras duas com etanol 95%. Foram feitas filtracbes a vacuo nos
intervalos de cada recristalizacao para troca do solvente. O procedimento de purificacao foi
acompanhado por cromatografia de camada delgada utilizando como fase mével uma
mistura de acetato de etila, acido formico, acido acético e agua (15:2:2:1) e como solvente

0 metanol. A pureza do composto foi avaliada por HPLC utilizando como padrdo
mangiferina comercial da marca Sigma Aldrich (adaptado de MURUNGANANDAN et

al., 2002).

2.2. Ensaio Biolégico

2.2.1. Dieta Hiperlipidica

A dieta de cafeteria (tabela 1) foi preparada manualmente e oferecida ad libitum aos
animais durante todo o experimento. A distribuicdo calérica da dieta foi de 9,8% de

proteinas, 31,4 % de carboidratos e 58,8 % de lipidios.

Tabela 1 Composicao da dieta de cafeteria Kgg/de dieta).

Ingredientes Quantidade (g)
Paté de presunto 223
Batata frita palha 111
Bacon 111
Mortadela 111
Biscoito doce maisena 111
Achocolatado em p6 sabor chocold 111
Leite integral em po6 111
Racao comercial 111

Proporcao de 2:1 do paté de presunto para os outresliegtes na dieta.

2.2.2. Desenho Experimental

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Vicosa
(protocolo n° 28/2012).

43



No estudo foram utilizados 56 ratos Wistar, machos, com 25 dias de idade, que
apos oito dias de adaptacdo com dieta comercial receberam por sete dias a dieta de
cafeteria para induzir altera¢des no tecido hepético.

Tabela 2Distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupos Tratamentos
DC Dieta de Cafeteria + DMSO
DCOM Racao Comercial
DC + EFM DC + 250 mg/kg Extrato
DC + MANG DC + 40 mg/kg Mangiferina
MANG + GW DC + 40 mg/kg Mang. + GW9662
MANG + RNT DC + 40 mg/kg Mang. + Rimonabanto

MANG + GW + RNT  DC + 40 mg/kg Mang. + GW9662 + Rimonabantc

GW9662 antagonista do receptor PPAR (3 mg/kg). Rimonabantaganista irreversivel do receptor CB1 (10 mg/kg)

ApoOs este periodo 0s grupos receberam, por cinco dias, juntamente com a dieta de
cafeteria, seus respectivos tratamentos (tabela 2). Todos os tratamentos foram oferecidos
por gavagem usando como veiculo dithsulfoxido (DMSO).

AplOs o periodo experimental os animais foram eutanaziados, sendo o figado
coletado, pesado e armazenado a -80°C para as analises de estresse oxidativo (peroxidacao
lipidica e atividade da superdxido dismutase), de marcadores pré e anti-inflamatdrios
(TNF-a, NF«B, IL-10), da HSP72 e dos receptores, EBPPAR.

2.3. Anélises

2.3.1. Peso Relativo do Figado:

Determinado pela relagcdo entre o peso do figadm peso corporal. Este
parametro € também denominado de indice hepatossoméatico B8 definido pela

formula:

IHS = (peso do figado / peso corporal) x 100
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2.3.2. Parametros avaliados no homogeneizado de figado

Para as determinacbes da concentracdo de malondialdeido e da atividade da
superoxido dismutase (SOD) as amostras de figado foram homogeneizadas sob
refrigeracdo em tampéao Tris-HCI 0,01M, pH 7,4 na proporcdo de 5 mL de tamp&o por 500
mg de tecido, seguida de centrifugacdo a 10.000 xg por 15 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram armazenados a -80°C. A determinacdo de proteina foi pelo método
descrito por Bradford (1976).

- Atividade de SOD

A determinacdo da atividade da SOD foi baseada na inibicdo da reacdo de auto-
oxidagdo do pirogalol, em meio basico. A quantificagdo da SOD é dada em unidades
relativas, uma vez que ndo se consegue determinar a concentracdo da enzima em termos de
substrato consumido por unidade de tempo. A reacdo foi composta gé 2@
homogeneizado de figadou® de pirogalol a 24 mmol/L e 4L de catalase a 3@mol/L,
completando para 200 de tampé&o Tris 0,01 M (pH 7,4), sendo a reacgao incubada por 5
minutos a 37°C e a leitura realizada em espectrofotobmetro a 420 nm. Através da curva
padrdo, com cinco concentracdes distintas de SOD (1U - 5U), foi obtida a equacéo da reta
para realizacdo dos calculos. Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteina,
sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a
velocidade de oxidacéo do pirogalol (MARKLUND, 1995).

- Determinacdo da Lipoperoxidacdo: Esta foi analisada pela quantificacdo de
malondialdeido (MDA) pelo teste de TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbiturico)
(KOHN; LIVERSEDGE, 1944). O meio de reagcao contedl® il de homogeneizado de

figado, 1 ml de acido tricloroacético 20% e 400 pl de acido tiobarbitdrico 1,6% foi
incubado a 95°C / lhora, sendo adicionados 1,6 ml de n-butanol, e centrifugado a 3000
r.p.m / 10 min. A leitura foi realizada em 510, 532, e 560 nm. Para o célculo dos valores
finais utilizou-se a seguinte equacdo, proposta para minimizar a interferéncia dos

pigmentos heme e da hemoglobina na dosagem de MDA (PYLES et al., 1993):

MDA 3= 1,22 [(As32) - (0,56) (As10) + (0,44) (Aso)]
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A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade
molar & = 1,56 x 16mol L™ cm™ (BUEGE; AUST, 1978), sendo os resultados expressos

em nmol de MDA / mg de proteina.

- Quantificacdo deNFkB p65, TNF-a e IL-10: Preparou-se o homogeneizado de figado
utilizando o kit NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction (Pierce Biotechnology /
Thermo Fisher Scientific Ind/A, EUA), com o qual se separou a fracdo nuclear e
citoplasmatica.

A determinacdo da atividade de p65 foi realizada no extrato nuclear do
homogeneizado utilizando o kiWFxkB (p65) Transcription Factor Assay (Cayman
Chemical), seguindo as instru¢des do fabricante. A quantidadewd® 5 foi avaliada
450 nmem espectrofotomero (Multiskan Go, Thermo Scientific), sendo o resultado dado
em unidades arbitrarias de acordo com a absorvancia do controle positivo.

As concentracbes di.-10 e TNFe foram medidas por citometria de fluxo pelo
método de imunocitoquimica com anticorpos especificos conjugados a particulas
fluorescente (Rat Cytokine capture beads) utilizando kits comerciais (BD Bioci€#ges,
EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Os resultados (pd) /fforam analisados
utilizando o softwar®D FCAP Array (BD BiocienceA, EUA).

2.3.3. Expressédo Génica de HSP72, GBPPARa, NFkB, TNF-a, IL10

Inicialmente foi extraido o RNA total do tecido hepatico pelo método Trizol
(Invitrogen,CA, USA), sendo este quantificado em espectrofotometro a 260enm,
analisado quanto a pureza pela relacao 260nm e 289muanto a integridade por
eletroforese em gel de agarose. Foram utilizados 2 pg de RNA para a sintese do cDNA
com o kit M-MLV Reverse transcriptase (Invitrog€#, USA), seguindo o protocolo do
fabricante. A quantificacao relativa da expressao génica foi realizada por meio da reacéo
reversa da cadeia de polimerase (RT-PCR) utilizando o equipamento AB StepOne Real
Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA) e o reagente 2X SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystem). Foram analisadas as transcricobes de HSP72 (Fw-
AGGCCAACAAGATCACCATC, Rv-TAGGACTCGAGCGCATTCTT), CB (Fw-
ATATTCTCTGGAAGGCTCACAGCC, Rv-GAGCATACTGCAGAATGCAAACACOC),
NFkB (FW-CTTCTGGGCCATATGTGGAGA, Rv-TCGCACTTGTAACGGAAACG),
PPARe. (Fw-CCTGCCTTCCCTGTGAACT, RV-ATCTGCTTCAAGTGGGGAGA),
TNF-0 (Fw- ACGGCATGGATCTCAAAGAC, Rv- AGATAGCAAATCGGCTGACG),
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IL10 (Fw- ACTACCATAGCCACAACGCA, Rv- TTTCTGTTTCCTACGGCGCT). Foi
utilizado como controle endégeno o gene GAPDH (Fw-GGTTGTCTCCTGTCACTTC,
Rv-CTGTTGCTGTAGCCATATTC).

2.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrao. Para analise descritiva
dos dados e testes de comparagao de grupos independentes séiizoftware Sigma Plot
11.0. Para avaliacdo da distribuicdo das variaveis foi realizado o teste de Kolmogorov-
Sminorv, sendo aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-wallis em comparacdes de
variancias multiplas e o teste de Wilcoxon para comparacao de dois grupos independentes
quando as distribuicbes nao apresentaram normalidade. Para as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal foi realizada andlise de variancia ANOVA seguida do teste dedlukey
Dunnett para variaveis multiplas e o teste T para dois grupos independentes. O nivel de

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

3. RESULTADOS

No experimento onde se avaliou a acdo do extrato da folha de Mangifera indica L,
variedade Uba, e da mangiferina em reverter as alteracdes provocadas pela dieta de
cafeteria no figado (tabela 4) verificou-se que esta dieta provocou lipoperoxidacdo no
tecido hepatico. Os grupos que receberam os tratamentos diminuiram a concentracdo de
MDA a valores iguais ao do grupo que recebeu a racdo comercial. A administracdo de
ambos os antagonistas tenderam elevar o nivel de MDA a valores proximos ao apresentado

pela dieta de cafeteria.

Com relacdo a atividade da superoxido dismutase, o grupo que recebeu a
mangiferina teve um aumento quase quatro vezes maior que o grupo que recebeu a dieta de
cafeteria. A administracdo do antagonista do receptor PPAR (GW9662) reverteu o efeito
da mangiferina reduzindo bruscamente a atividade da SOD levando a valores semelhantes
ao dos animais que receberam a dieta de cafeteria. O antagonista do receptor CB1
(rimonabanto) e ambos os antagonistas também diminuiram a atividade desta enzima
antioxidante, porém com menos intensidade. O extrato aumentou a atividade da SOD
comparada ao grupo controle, no entanto, este valor foi inferior aos dos demais grupos
(tabela 3).
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Tabela 3. Proteina total, concentracdo de malondialdeido, atividade da superoxido

dismutase do tecido hepético e IHS de ratos alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias

e submetidos aos diferentes tratamentos, do 8° ao 13° dia.

Grupos PTN MDA SOD IHS
DCOM 6,85+1,26 064 +0,14  41,22+7,27° 6,40 +0,4C
DC 6,25+0,56*° 1,68+05%  16,97+0,63 7,500,227
DC + BFM 590+0,91* 0,76 +0,12  26,20+53% 6,03 +0,55°
DC + MANG 5,36+0,44* 1,00+0,14° 66,91+3,96 6,52 +0,40°
MANG + GW 5,95+0,57* 1,08+0,09° 1845+1,41 5,89 +0,21°
MANG + RNT 552+0,41* 1,01+0,19° 61,375+2,9F 546+0,17
MANG + GW + RNT 5,98+0,87* 1,32+0,28°® 59,09+3,09 5,430,471

Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam difesigmgizcativa segundo teste de Tukey (p<0,05). Para os grupos queeraoe
a mangiferina feseo teste de Dunnetp€ 0,001). PTNImg/mL): Proteina total; MDA (nMol/mg PTN): Malondiailo; SOD (U/mg
PTN): atividade da superoxido dismutase; IHS: indice heysatnatico (peso relativo do figado= peso do figadofm@gwmral). DCOM
ragdo comercialDC: dieta de cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeterextrato de folha de Mangifera indica (250 mg/kg degpdo
animal), DC + MANG (dieta de cafetedamangiferina (40 mg/kg de peso)), MANG + GW9662: B@angiferina + antagonista de
PPAR (3 mg/kg de peso do animal), MANG + RNT: DC + maergifi + rimonabanto (antagonista de CB1: 10 mg/kged® jplo

animal) e MANG + GW + RNT: DC + mangiferina + GW9662imonabanto

Os animais que receberam a mangiferina junto com o rimonabanto e ambos os
antagonistas apresentaram reducdo do IHS (tabela 4), o que pode indicar que estes
compostos podem alterar o funcionamento do figado com efeito maléfico ao organismo,
visto que este 6rgao tem papel primordial no metabolismo.

Os tratamentos com extrato de folhas de M. indica e mangiferina demonstraram
interferir sobre os marcadores inflamatorios analisados neste estudo.

A expressao de mRNA de NF«B foi menor em todos os grupos que receberam os
tratamentos, com excec¢ao do grupo em que foram administrados ambos os antagonistas, o
qual apresentou expressdo aumentada, sendo esta igual a dos animais que receberam a

dieta de cafeteria. No entanto, somente 0 grupo que recebeu a mangiferina teve menor
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atividade de NF«xB (p65), sendo este efeito revertido ao ser administrado os antagonistas

dos receptores PPAR e CBI1. O extrato apesar de diminuir a expressio de NF«xB ndo

diminuiu a atividade de NFkB (p65) (figura 1).

12 4 0,5 5

mRNA NFkB

Unid. relativa NFKB P65

Figura 1. Expressio de mRNA de NFkB e atividade de p65 no tecido hepatico de

ratos alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° dia(a) Expressao génica de &B- (p65) por quantificacao
relativa (QRT-PCR). (b) Atividade deF«kB (p65) (unidades ordinarias) no extrato nuclear
hepatico. Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa, segundo
teste de Tukey (p<0,05). DCOM: racdo comercial, DC: dieta de cafeteria, DC + EFM:
dieta de cafeteria + extrato de folha de Mangifera indica (250 mg/kg de peso do animal),
DC + MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40 mg/kg de peso)), MANG + GW9662:
DC + mangiferina + antagonista de PPAR (3 mg/kg de peso do animal), MANG + RNT:
DC + mangiferina + rimonabanto (antagonista de;:C® mg/kg de peso do animal) e
MANG + GW + RNT: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabanto.

Os tratamentos com o extrato de folha de M. indica e mangiferina demonstraram
diminuir significativamente tanto a expressdo de mRNA de d@N§uanto a sua
concentracdo hepatica comparada ao grupo que recebeu a dieta de cafeteresteendo
valores iguais aos dos animais que ndo receberam esta dieta. Verificou-se que a
administracdo do antagonista do receptor PPAR (GW9662) provocou um aumento

expressivo da concentracdo e do mRNA de TiNEenquanto o antagonista de {CB
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(imonabanto) n&o interferiu nestes parametros. No grupo que recebeu ambos o0s
antagonistas a expressdo do mRNA de BiNBt aumentada valores acima do grupo da

dieta de cafeteria, porém a concentracao foi igual & apresentada pelo grupo da mangiferina
(figura 2a e 2b).
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Figura 2. Concentracédo e expressdo de mRNA de TNEno tecido hepatico de ratos
alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° dia(a) Expressdo de mRNA de TNEpor quantificacdo
relativa (QRT-PCR). (b Concentragdo de TNE-no extrato citoplasméatico do tecido
hepatico. Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa, segundo
teste de Tukey (p<0,05). DC: dieta de cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de
folha de Mangifera indica (250 mg/kg de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria
+ mangiferina (40 mg/kg de peso)), MANG + GW9662: DC + mangiferina + antagonista
de PPAR (3 mg/kg de peso do animal), MANG + RNT: DC + mangiferina + rimonabanto
(antagonista de GB 10 mg/kg de peso do animal) e MANG + GW + RNT: DC +
mangiferina + GW9662 + rimonabanto.

A expressdo do mRNA de IL-10 ndo sofreu alteracdo com a ingestdo da dieta
hiperlipidica comparada ao grupo que recebeu a racdo comercial. No entanto, todos os
grupos tratados apresentaram uma expressao de mRNA de IL-10 expressivamente inferior

ao controle mostrando que tanto o extrato quanto a mangiferina exercem efeito negativo na

50



expressao desta interleucina anti-inflamatéria. Quanto a concentracao de IL-10 ndo houve
diferenca entre os grupos do extrato e da mangiferina com relagdo ao controle positivo
(DC) e ao negativo (DCOM). A administracdo de ambos 0s antagonistas aumentou a
concentracdo de IL-10 comparado ao grupo que recebeu somente a mangiferina e aos que
receberam estes antagonistas de maneira isolada. No entanto, nenhum dos tratamentos
provocou alteragdo da concentracdo comparada ao grupo que recebeu a racdo comercial, o

gue pode ser devido ao grande desvio padréo observado nestes grupos (figura 3).
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Figura 3. Concentracédo e expressdo de mRNA de IL-10 no tecido hepatico de ratos
alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° dia. jaExpressdo de mRNA de IL-10 por quantificacéo
relativa (QRT-PCR). (b) Concentracdo de IL-10 no extrato citoplasmatico do tecido
hepatico. Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa, segundo
teste de Tukey (p<0,05). DCOM: racdo comercial, DC: dieta de cafeteria, DC + EFM:
dieta de cafeteria + extrato de folha de Mangifera indica (250 mg/kg de peso do animal),
DC + MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40 mg/kg de peso)), MANG + GW9662:
DC + mangiferina + antagonista de PPAR (3 mg/kg de peso do animal), MANG + RNT:
DC + mangiferina + rimonabanto (antagonista de:C® mg/kg de peso do animal) e
MANG + GW + RNT: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabanto.
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A dieta de cafeteria induziu um aumento de 100% na expressao génica do receptor
CBy, sendo este aumento diminuido pelos tratamentos com o extrato e a mangiferina, com
este Ultimo sendo igual ao controle negativo (racdo comercial). O grupo que recebeu o
rimonabanto apresentou uma tendéncia em diminuir a expressédo génica do receptor CB
(p= 0,064), enquanto que a administracdo do antagonista de PRFeRambos o0s

antagonistas nao alteraexpressao génica de ¢@igura 4a).

e
X

mRNA CBI
mENA PPAR - o,

Figura 4. Expressdo de mRNA do receptor CBe PPAR no tecido hepatico de ratos
alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° dia(a) Expressdo de mRNA de GPor quantificacao relativa
(QRT-PCR).(a) Expressdo de mRNA de PPARdo tecido hepatico. Médias seguidas de
letras iguais ndo apresentam diferenca significativa, segundo teste de Tukey (p<0,05).
DCOM: racao comercial, DC: dieta de cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de
folha deMangifera indica (250 mg/kg de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria
+ mangiferina (40 mg/kg de peso)), MANG + GW9662: DC + mangiferina + antagonista
de PPAR (3 mg/kg de peso do animal), MANG + RNT: DC + mangiferina + rimonabanto
(antagonista de GB 10 mg/kg de peso do animal) e MANG + GW + RNT: DC +
mangiferina + GW9662 + rimonabanto.
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A expressdo génica do receptor PPARei maior em todos os grupos que
receberam os tratamentos com excec¢ao do grupo em que foi administrado o GW 9662, o
qual também foi semelhante aos animais que nao receberam a dieta de cafeteria. A
mangiferina mostrou aumentar expressivamente o mRNA de RPARual foi reduzido
pela administracdo dos antagonistas de PPAR e @B entanto, quando ambos
antagonistas foram oferecidos conjuntamente ndo houve alteracdo na expressédo deste

receptor (figura 4B).

mRNA HSP72

bed
bd

Figura 5. Expressdo de mRNA da proteina HSP72 no tecido hepatico de ratos
alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° diaMédias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa, segundo teste de Tukey (p<0,05). DCOM: racdo comercial, DC: dieta de
cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de folha de Mangifera indica (250 mg/kg
de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40 mg/kg de peso)),
MANG + GW9662: DC + mangiferina + antagonista de PPAR (3 mg/kg de peso do
animal), MANG + RNT: DC + mangiferina + rimonabanto (antagonista de TBmg/kg

de peso do animal) e MANG + GW + RNT: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabanto.

Os animais que receberam a dieta de cafeteria apresentaram reducdo da expressao
de mRNA de HSP72 comparada ao grupo em que foi oferecida a ragcdo comercial. O
tratamento com o extrato de folhas de manga levou ao aumento do mRNA desta

chaperona, enquanto a mangiferina ndo exerceu o mesmo efeito (figura 5).
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No entanto, a administracdo da mangiferina juntamente com os dois antagonistas
provocou um aumento da expressao do mRNA HSP72, o que né&o foi observado com a
administracdo destes separadamente (figura 5).

4. DISCUSSAO

A ingestédo de dieta hiperlipidica, mesmo por um curto periodo de tempo (13 dias),
demonstrou exercer efeitos maléficos ao tecido hepético. Isso fica claro ao verificar que os
animais que receberam esta dieta apresentaram um IHS (peso relativo garigadque
0 grupo que recebeu a racdo comercial, podendo este aumento ser devido a deposicdo de
gordura neste 6rgdo. Além disso, a dieta rica em gordura levou a uma lipoperoxidagédo
hepética, visto que a concentracdo de malondialdeido teve um aumento significativo
comparado ao apresentado pelos animais que néo receberam esta dieta.

O presente estudo demonstrou ainda que os tratamentos com o extrato de folha de
M.indica e mangiferina, por apenas 5 dias, foram eficieataseverter estes danos
hepéticos, uma vez que diminuiu o peso relativo do figado (IHS) e a lipoperoxidacéo,
levando a valores de IHS e de MDA iguais ao apresentado pelos animais que néao
receberam a dieta de cafeteria. O aumento significativo do IHS nos animais que receberam
a dieta hiperlipidica sugere que esta altera 0 metabolismo hepatico podendo ter havido
deposicdo de gordura neste tecido, o qual foi revertido pelo tratamento com extrato de
folha de manga e mangiferina. Ambos os tratamentos elevaram a atividade da superoxido
dismutase comparado ao controle. Estes dados demonstram o potencial antioxidante do
extrato de folha de manga e mangiferina no tecido hepatico.

A administragdo do antagonista do receptor; QBmonabanto) provocou
diminuicdo do peso relativo do figado a vabmenoes que dos animais controle
negativo. Este resultado pode ser devido a composicdo quimica da racdo comercial, que
apesar de ser relatado pelo fabricante, ser adequada de acordo com a distribuicdo de
carboidrato, proteina e lipidio, pode ter favorecido a deposicdo de gordura no figado,
elevando o IHS. Estudo com humanos obesos verificou que a administracao de 20 mg/ dia
de rimonabanto pelo periodo de 12 meses, promoveu acdo benéfica sobre o figado, agindo
no metabolismo da lipogénese, diminuindo a ocorréncia de gordura no figado, além de
reduzir os niveis da enzima alanina aminotransferase (ALT), relacionada com a integridade

hepética (DESPRES et al., 2009). Dados este que corrobora com o presente estudo, onde a
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administracdo do rimonabanto promoveu uma diminuicdo do peso relativo do, figado
manteve elevada a atividade da SOD e reduzida a concentragdo de malondialdeido.

A administragdo do antagonisdte PPAR (GW9662) diminuiu expressivamente a
atividade da SOD a valores iguais ao da dieta de cafeteria mostrando que o bloqueio deste
receptor interfere na acdo da mangiferina em aumentar a defesa antioxidante hepéatica.
Estes dados sugerem que a acdo desta xantona em reverter a peroxidacao lipidica e
aumentar a defesa antioxidante pode estar relacionada com a via de sinalizagédo do PPAR
podendo a mangiferina ser um agonista deste receptor. A administracdo do rimonabanto e
de ambos os antagonistas também promoveu uma diminui¢cdo na atividade da SOD, porém
de forma mais discreta.

Assim como no presente estudo, outros trabalhos com ratos demonstraram que a
administracdo de diferentes tipos de extratos de plantas ricas em compostos bioativos
revertem danos causados por estresse oxidativo. Marquez e colaboradores (2012)
verificaram que variadas doses de mangiferina (15, 30, e 60 mgnikgdiram o
desequilibrio redox com reducéo da peroxidacao lipidica e diminuicdo dos mediadores pro-
inflamatorios, tais como TNE- e NRKB. Em outro estudo verificou-se que a
administracdo desta xantona (15 mg/kg) em ratos induzidos ao estresse reverteu 0s
diversos efeitos hepatotoxicos, como a peroxidacao lipidica (DAS et al., 2012).

Além da atividade antioxidante demostrada pelo extrato de folha de M. mdica
pela mangiferina verificou-se também que estes exerceram atividade anti-inflamatoria.
Houve uma reducéo significativa da expressdo do mRNAdedlBIFNFB nos grupos
que receberam o tratamento. No entanto, somente 0 grupo que recebeu a mangiferina
apresentou reducdo da atividade MlexB p65. A mangiferina demonstrou exercer um
efeito anti-inflamatério via sinalizacdo dos receptores PPARS, visto que na presenca do
antagonista GW9662 houve um aumento da expressao e da concentracaoog® TNE-
nao ocorreu na presenca do antagonista do recepioG0Btudo ao se administrar ambos
0s antagonistas novamente ocorreu 0 efeito pro-inflamatério demostrando que a
mangiferina pode ser um ligante dos receptores PPAR. Estes resultados corrobaram com
estudos anteriores em quevseificou que a mangiferina age como agonista de PPARy e
PPARa (WILKINSON et al., 2008; KAUSHIK et al., 2030

O tratamento com o extrato de folha de manga e com a mangiferina provocaram
diminuicdo da expressdo do mRNA da citocina anti-inflamatoria, IL-10, porém n&o houve
reducdo da sua concentracdo hepatica, sendo os valores iguais aos dos animais que

receberam a racdo comercial.
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Estudos relatam uma correlacdo direta entre a producdo das citocinas pro-
inflamatorias e a anti-inflamatoria 1L-10, sendo o Td&principal indutor da expressdo
génica e da produgédo de IL-10 (MALEFYT, 1999; MOORE et al., 2001). Isso foi
constatado no presente estudo, onde 0s grupos que apresentaram maior egpressao
concentracdo de TNé&-demonstrando uma tendéncia em elevar a concentracédo de IL-10,
enquanto que o tratamento com extrato e mangiferina por ocasionarem baixa expresséo e
concentracdo de TNé&levaram a uma baixa expressao e concentragéo de IL-10.

O presente estudo demonstrou que a ingestdo da dieta hiperlipidica provocou um
aumento na expressao de mRNA de, EBma diminuicdo do mRNA de PPARe que
pode justificar o quadro de inflamacé&o presente na obesidade-dieta induzida, visto que em
um periodo curto de tempo, sete dias, em que esta foi ingerida pelos animais foi suficiente
para causar uma modulacdo de marcadores inflamatorios. Ao mesmo tempo, o tratamento
em curto periodo, 5 dias, reverteu estas alteracbes. O extrato e a mangiferina levaram a
uma diminuicdo da expressdo do mRNA de; @Bao aumento do mRNA de PPAR. A
administracdo dos antagonistas interferiu também na expressdo destes receptores,
principamente o GW9662, o qual diminuiu a expressdo de RPARalores iguais ao
grupo controle positivo e tendeu a aumentar a expressdao do mRNA; dpd@8n ao ser
administrado ambos os antagonistas houve uma reversao deste efeito, sendo o0 mRNA de
PPAR« igual ao dos animais que receberam a mangiferina sozinha. J& na presenca do
rimonabanto houve efeito contrario, onde a presenca deste reduziu a expressao de mRNA
de CB e de PPAR: quando comparada ao grupo que recebeu somente a mangiferina.
Portanto, percebe-se haver uma ligagdo entre a expressao dos receptares @GBdo
PPAR<, visto que o bloqueio de CB; reduz a expressdo de mRNA de PPAR-o
bloqueio deste tende a aumentar o mMRNA de CB

A dieta hiperlipidica reduziu intensamente a expressdo do mRNA de HSP72
comparado aos animais que ndo receberam esta dieta. A administracdo do extrato
aumentou a expressao do mRNA desta chaperona favorecendo a acéo anti-inflamat6ria nos
animais. J4 a mangiferina ndo exerceu o mesmo efeito com a expressdo génica desta
chaperona, a qual foi igual ao controle positivo. Pode-se perceber ainda que a
administragdo de ambos o0s antagonistas juntamente com a mangiferina favoreceu o
aumento da expressao do mRNA da HSP72.

A inducdo de proteinas de choque térmico, HSP70, pode reduzir a inflamacao visto
que impede a viaetkinalizagdo do NF«xB diminuindo assim a expressao das citocinas pro-
inflamatdrias (OZCAN et al., 200&CHUNG et al., 2008; HOOPER; HOOPER, 2009;
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SIMAR et al., 2012). Este dado esta de acordo com o estudo, onde o aumento da expressao

da HSP72 promoveu uma menor expressao génica dos marcadores inflamatérios.

5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a dieta hiperlipidica mesmo sendo ingerida por
um curto perido de tempo (sete dias) pode causar alteracbes hepaticas como estresse
oxidativo e inflamacdoAo mesmo tempo o tratamento, por apenas cinco dias, com o0
extrato de folhas de Mangifera indica e mangiferina, foram suficientes para melhorar as
alteracOes hepdticas causadas pela dieta hiperlipidia, uma vez que eles favoreceram o
equilibrio redox e o controle da inflamacdo. Além disso, foi verificado que os efeitos
benéficos desencadeados pela mangiferina pode estar relacionada com a via de sinalizagéo
do receptor PPAR, uma vez que o0 uso de antagonista deste receptor impediu a acdo da

mangiferina, demostrando que esta xantona age como agonista dos receptores PPARS.
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CAPITULO 3: EXTRATO DE Mangifera indica E MANGIFERINA MODULAM
GENES INFLAMATORIOS NO CEREBRO DE RATOS ALIMENTADOS COM
DIETA HIPERLIPIDICA
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Extrato de Mangifera indica e mangiferina modulam genes inflamatérios no cérebro

de ratos alimentados com dieta hiperlipidica

Mangiferin and Mangifera indica extract modulate inflammatory genes in brains of rats fed
high-fat diet

RESUMO

A obesidade € uma doenca cronica multifatorial caracterizada pela ocorréncia de estresse
metabodlico e de inflamacdo cronica de grau leve. Esta desordem estd diretamente
relacionada ao sistema nervoso central (SNC), o principal responsavel pela homeostase
energética. O cérebro dispbe de mecanismos, como 0s receptores endocanabindides CB
gue agem no controle alimentar. As vias de sinalizacdo do receptor canal@Bide
juntamente com os receptores ativados por proliteesdle peroxissma (PPARS) estao
envolvidas no controle da inflamacé&o no SNC, onde ligantes destes receptores provocam
inibicdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias via sinalizacdo deBNgator

nuclear Kappa B). Extratos de Mangifera indica e a mangiferina, seu principal composto
bioativo, apresentam propriedades terapéutica anti-obesidade, antidiabética, antioxidante,
anti-inflamatérias, entre outras. O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito
da mangiferina e do extrato das folhas de Mangifera indica L. (variedade Uba) na
modulacdo génica da inflamacéo no cérebro de ratos alimentados com dieta hgaerlipidi
verificando se a agcdo da mangiferina possa estar relacionada com a via dos receptores CB
e com a do PPAR: Ratos wistar foram divididos em 7 grupos experimentais (DC: dieta

de cafeteria; DOM: racdo comercial; DC + EFM (250 mg/kg de extrato); DC + MANG

(40 mg/kg de mangiferina); MANG + GW (3 mg/kg de GW9662); MANG + RNT (10
mg/kg de Rimonabanto) e MANG + GW + RNT). Os animais receberam a dieta de
cafeteria por 7 dias, seguido de 5 dias de tratamento juntamente com a DC. O extrato de
folna de manga @ mangiferina reduziram a concentracdo de malondialdeido (MDA) e
aumentaram a atividade da superdxido dismutase (SOD) e a expressdao do mRNA de
HSP72. A mangiferina teve maior efeito na modulagdo de genes inflamatérios com
dimui¢ao da expressao do NFkB e TNF-a, enquanto o extrato reduziu somente este ultimo.

Quanto a expressao dos receptores o extrato aumentou 0 mMRNA de CB1 e de RPAR-

a mangiferina ndo alterou a expressdo destes receptores. O rimonabanto aumentou a

transcricdo de todos os genes avaliados (PRARB1, NFkB, TNF-a e HSP72), porém
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reduziu a atividade de NF«kB (p65) e a da SOD, além de diminuir a peroxidacao lipidica. O

GW9662 aumentou a concentracdo e a expressao de. TAIkdministracdo de ambos os
antagonistas levaram ao aumento da expressao de NFkB, TNF-a e HSP72, e a diminui¢ao

da atividade de NFxB (p65) e a concentracao de malondialdeido. Estes dados sugerem que
amangiferina pode ter sua acdo desencadeada por meio da via destes receptores, uma vez
que o bloqueio deste reverteu o efeito anti-inflamatério desta xantona. Os tratamentos

demonstraram exercer atividade antioxidante e anti-inflamatéria no cérebro.

Palavra chave: Mangiferina, manga (variedade Uba), receptor, @BPPAR, dieta de

cafeteria, inflamacao, cérebro.

ABSTRACT

Obesity is a multifactorial chronic disease characterized by the occurrence of metabolic
stress and mild chronic inflammation. It is disorder is directly related to the central nervous
system (CNS), primarily responsible for energy homeostasis. The brain has mechanisms
such as endocannabinoids CEceptors while that act on food control. The;GBd
peroxisome proliferator-activated receptor (PPARS) signaling pathways are involved in the
control of inflammation in the CNS where receptors ligands cause inhibition of the
production of pro-inflammatory cytokines. Mango leaf extract and mangiferin, main
bioactive component of the Mangifera indica, has antioxidant, antidiabetic and anti-
inflammatory properties, among other pharmacological qualities. This study aimed to
investigate the effect of mangiferin and mango leaves extract (Mangifera indica L., variety
Ub4) in gene modulation of inflammation in the brain of rats fed with hiperlipidica diet,
evaluating sure that the action of mangiferin may be related the route; @n0B°PARx
receptors. Rats Wistar were divided into 7 groups (DC: cafeteria diet; DCOM: commercial
diet; DC + EFM (250 mg/kg exted); DC + MANG (40 mg/kg mangiferin); MANG + GW

(3 mg/kg GW9662); MANG + RNT (10 mg/kg Rimonabant) and MANG + GW + RNT).
The animals received cafeteria diet for 7 days followed by treatment 5 days. The mango
leaf extract and mangiferin reduced the concentration of malondialdehyde (MDA) and
increased the superoxide dismutase (SOD) activity and HSP72 mRNA. The mangiferin had
greater effect in modulafg inflammatory genes with reduced expression of NFxkB and

TNF-0, while the extract only reduced the latter. O extract increased CBI mRNA and

PPAR mRNA, while the mangiferin did not alter the expression. The rimonabant increased
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transcription of genes (PPA#R-CB1, NFkB, TNF-a and HSP72) and the superoxide
dismutase activity and reduced the MDA concentration antNE@ (p65) activity. The
GW9662 increased the concentration and TiN&pression. The administration of both
antagonists led to increased expi@s of NFkB, TNF-a and HSP72, and reduced MDA
concentration antiFxB (p65) activity. These data suggest that their action mangiferin can
be triggered by means of these receptors, since blocking reversed the anti-inflammatory
effect of xanthone. The treatments have exercised antioxidant and anti-inflammatory

activity in the brain.

Key works: Mangiferin, mango (variety Ub&), GBand PPAR receptors, cafeteria diet,

inflammation, brain.

1. INTRODUCAO

O cérebro é o principal 6rgédo responsavel pela homeostase energética, controlando
a ingestdo e o0 gasto de energia por meio de um complexo circuito de neurotransmissores e
neuromoduladores, os quais quando alterados podem desencadear a inducédo da obesidade
(RIBEIRO, 2009). A dieta rica em gordura influéncia o desenvolvimento normal do
sistema nervoso central (SNC) podendo comprometer o desempenho cognitivo
independente do acumulo de tecido adiposo (LINDQVIST et al., 2006).

A homeostase energética e lipidica pode ser regulada por sinalizacdo endégena
tanto no sistema nervoso central (SNC) como no periférico (SNP), sendo controlada
principalmente pelo sistema endocanabindide (SECB) e também pelos receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma (PBARFRANCISCHETTI; ABREU, 2006;
TANASESCU; CONSTANTINESCU, 2010). O SECB ¢é constituido pelos receptores
canabindides (CBe CB), os endocanabinbdides e as enzimas responsaveis pela sua
biossintese e degradacdo (MATOS et al., 2006; SVIZENSKA et al., 2008). A ativacéo do
receptor CB desencadeia sinalizagbes que agem sobre o SNC, mais especificamente no
ndcleo hipotalamico e no sistema limbico, provocando respectivamente, um efeito
orexigeno e maior motivagdo para a alimentagdo. J4 nos tecidos periféricos (adiposo,
figado, trato gastrintestinal e musculo esquelético), a ativacdo destes receptores esta
relacionada ao aumento da lipogénese (DAMIANI; DAMIANI, 2011).
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Estudos relatam que a ativacédo patologica do sistema endocanabindide, devido a
um polimorfismo no gene da FAAH (Fatty Acid Amide Hydrolase), enzimas que
hidrolisam os endocanabindides, leva ao aumento do efeito orexigeno ocasianando
obesidade (SIPE et al., 2005).

A obesidade € uma doenca cronica multifatorial que envolve aspectos genéticos e
ambientais. O elevado consumo de dieta rica em gorduras e carboidratos € um dos
principais responsaveis pelo aumento da obesidade em todo o mundo. Esta enfermidade é
um fator primario para varias desordens metabodlicas como, diabetes mellitus tipo 2 e
doencas cardiovasculares, sendo considerada um dos maiores problemas de saude publica
da atualidade. Fato este que chama atencdo das industrias farmacéuticas na busca de
farmacos que consigam combater estas desordens (BURNEIKO et al., 2006;
KRETSCHEMER et al., 2005).

Compostos ligantes do receptor CB1 sao alvos para o tratamento da obesidade por
suprimirem o apetite, entretanto, até 0 momento somente o rimonabanto® (antagonista de
CB,) foi comercializado, sendo, porém, contra-indicado por provocar efeitos psiquicos
(VAN GAAL et al.,, 2005). Outros receptores, os PPARs (peroxisome proliferator
activated receptor), sdo alvos de farmacos que visam reverter estas desordens metabolicas,
como a rosiglitazona e pioglitazona (tiazoledinedionas) que sao utilizadas no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2. Estas drogas aumentam a sensibifidaselina principalmente
por reduzirem a producdo de marcadores pro-inflamatérios comooT&Fesistina
(KOSHIYAMA et al., 2001; SIDHU et al., 2003).

A atividade anti-inflamatéria desencadeada pelos PPARs pode estar diretamente ou
indiretamente ligada aos canabindides existindo uma pequena similaridade estrutural entre
eles (O’SULLIVAN; KENDALL, 2009). Embora os dados clinicos sejam limitados,
evidéncias sugerem que a ativacao do receptor PPAR pode ser uma estratégia eficiente na
reversdo do processo inflamatério ocorrido no cérebro em decorréncia de doengas crénicas
como alzheimer e parkinson e mesmo em diabetes mellitus, na qual foi relatado aumento
do risco de deméncia (STAHEL et al., 2068ING et al., 2012). Nestas doencas ocarre
ativagdo da via de sinalizacdo N6xB, no SNC, estimulando a transcricdo de genes pro-
inflamatorios e pré-apoptéticos.

Stahel e colaboradores (2008) relataram que os agonistas dos receptores PPAR e de
canabinoides como o dexanabinol e o Rimonabanto®, provocaram inibicdo da producéo e
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, de mediadores pré-apoptoticos e do estresse

oxidativo impedindo assim a sinalizacdo dokBFe a ocorréncia de uma leséo cerebral
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secundaria. De acordo com a literatura, os canabinoides tém um profundo efeito inibitério
na funcdo das células imunes (KLEIN; CABRAL, 2006), no entanto ainda ndo esta
esclarecido se as drogas derivadas dos canabindides sdo capazes de atenuar o processo
inflamatorio de doencas crénicas como na obesidade, diabetes mellitus tipo 2, entre outras.

O aumento da adiposidade resultante de uma dieta rica em gorduras promove 0
recrutamento de macrofagos no tecido adiposo com consequente aumento na liberacéo de
citocinas pro-inflamatérias podendo desencadear em uma inflamagéo sistémica
(LIONETTI et al., 2009; SCHENK et al., 200&)s &cidos graxos saturados, presentes em
dietas hiperlipidicas, podem se ligar aos receptores TLR4 (toll-like recgpimiuzindo a
ativacdoda JNK serino-quinasem células do hipotalamo. Essa proteina ativada fosforila o
IRS1 levando a resisténcia a insulina. A exposi¢cado prolongada aos acidos graxos saturados
pode levar a uma resposta pro-apoptotica, com perda gradual de neurénios anorexigenos
prejudicando assim o sinal de saciedade provocando uma maior ingestdo alimentar e
consequentemente ganho de peso (VELLOSO,;Z008IG et al., 201

Na ocorréncia de um processo inflamatério ou estresse oxidativo o organismo
promove um aumento da producdo das proteinas de choque térmico, HSP72, as quais
podem exercer papel importante na neuroprotecdo, uma vez que estas interagem com as
proteinasikB ¢ JNK impedindo a sua fosforilizagdo levando ao bloguda via de
sinaliza¢do do NFxB. Portanto, com o aumento da expressao destas proteinas obtém-se um
efeito anti-inflamatério com inibicdo da expresséo Idel e TNF-o, tornando esta
chaperona uralvo terapéutico para doencas neurodegenerativas (KIM et alL., 2014).

Extratos de plantas e compostos isolados destas s@o constantemente estudados
como alternativas terapéuticas na reversdo de desordens metabdlicas e neuroldgicas. A
Mangifera indica L., uma espécie da familia Anacaehe, apresenta um alto contetdo de
compostos bioativos, 0os quais desempenham propriedades antioxidante, anti-obesidade,
hepatoprotetora, anti-inflamatéria, neuroprotetoras, entre outras (NUNEZ-SELLEZ et al.,
2007). Esta planta ja vem sendo utilizada na medicina popular no intuito de reverter varias
enfermidades. Em Cuba é comercializado um suplemento nutricional a base de extrato
aquoso da casca do caule da mangueira (Vimang®), o qual tem suas propriedades
farmacoldgicas atribuidas, em sua maioria, a mangiferina (MASIBO; HE, 2009).

A mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixanto@®beta-D-glicosideo) € uma glicosil
xantona presente em uma grande variedade de vegetais superiores como 0s pertencentes a
familias Gentianaceae e Anacardiaceae (PARDO-ANDREU et al., 2005). Estudos indicam

gue a mangiferina apresenta uma grande variedade de propriedades farmacolégicas, como
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anti-obesidade (SANGEETHA et al., 2010), antidiabética (GIRON et al., 2009), anti-
inflamatéria (PRABHU et al.,, 2009), antioxidante (PARDO-ANDREU et al., 2008),
antitumoral, imunomodulatéria (GUHA et al., 1996), hepatoprotetora (DAR et al., 2005) e
neuroprotetora (GOTTLIEB et al., 2006; CAMPOS-ESPARZA et al., 2009).

Apesar de alguns resultados promissores na tentativa de desenvolver terapias para
suprimir a resposta inflamatoria central, até agora tem se obtido pouco sucesso. Diante
disto percebe-se a relevancia em explorar estratégias terapéuticas que suprimem a resposta
inflamatéria a fim de prevenir o aparecimento @u exacerbacdo de doencas
neurodegenerativas. A compreensao minuciosa dos fatores que promovem o quadro clinico
da inflamacao no inicio do desenvolvimento da obesidade é fundamental para o progresso
das intervencgBes preventivas e terapéuticas nesta desordem metabdlica. Diange disso,
devido as inmeras propriedades farmacoldgicas atribuidas ao extrato da folha de manga e
principalmente a mangiferina, estes aparecem como potencial terapéutico no controle e
tratamento de diferentes desordens metabdlicas. Nesse sentido, o presente trabalho teve
como objetivo investigar o efeito da mangiferina e do extrato das folhas de manga
(Mangifera indica L., variedade Ubd) na modulacdo génica da inflamacdo no sistema
nervoso central (SNC) em animais alimentados com dieta indutora de obesidade
verificando ainda se a agdo da mangiferina ocorre via sinalizagdo dos receptpees CB
PPAR.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.0btencé&o do Extrato e da Mangiferina

As folhas de M. indica, variedade Ub4, foram coletadas no municipio de Vicosa,
Minas Gerais, Brasil, @ exsicata, depositada no Herbario da Universidade Federal de
Vigosa (VIC n 37.611). O extrato foi obtido a partir de 1472,2 g de droga seca (folhas
secas e trituradas), sendo este pulverizado das folhas, submetido a percolacao exaustiva em
etanol 95%, concentrado em evaporador rotativo (temperatura maxima de 60°C) e entéo
liofilizado obtendose400 g de extrato seco (27% de rendimento).

A mangiferina foi isolada a partir de 582,55 g do pulverizado das folhas de M.
indica, que foi desengordurado passando em seguida pelo mesmo método de obtencdo do
extrato, apresentando um peso seco de 360 g. Este foi entdo submetido a sucessivas
recristalizacbes com acetato de etila obtendo-se 21 g de mangiferina, com rendimento de

3,60% a partir da droga seca e 5,83% a partir do extrato. O procedimento de purificacéo foi
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monitorado por cromatrografia de camada delgada e a pureza do composto avaliada por
HPLC comparando-se o cromatograma ao padrdo de mangiferina (Sigma Aldrich).
metodologia utilizada nesses processos foi adaptada de Muruganandanet al., 2002.

2.2. Ensaio Biologico

2.2.1Dieta Hiperlipidica

Foi utilizada neste trabalho dieta hiperlipidica, tipo cafeteria, a qual foi processada
manualmente. Esta dieta apresentou distribuicdo calérica composta por 9,8% de proteinas,
31,4% de carboidratos e 58,8% de lipidios. A formulacdo da dieta foi a partir de alimentos
industrializados, sendo esta constituida por: paté de presunto, batata palha, bacon,
mortadela, biscoito maisena, achocolatado, leite em pé integral e racdo comercial nas
propor¢cdes de 2:1:1:1:1:1:1:1.

2.2.2.Desenho Experimental

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Vicosa
(protocolo n° 28/2012). fiizouse 56 ratos machos da linhagem wistar, recém
desmamados, os quais foram distribuidos em sete grupos experimentais (n=8) de acordo
com a tabela abaixo. Estes receberam por oito dias uma dieta comercial e em seguida foi
ofertada a dieta hiperlipidica por sete dias. Apds este periodo os grupos receberam, por
cinco dias, juntamente com a dieta de cafeteria, seus respectivos tratamentos, sendo estes

oferecidos por gavagem usando como veiculo o reagentéldioioxido (DMSO).

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupos Tratamentos
DCOM Racgédo Comercial
DC Dieta de Cafeteria + DMSO
DC + EFM DC + 250 mg/kg Extrato
DC + MANG DC + 40 mg/kg Mangiferina
MANG + GW DC + 40 mg/kg Mang. + GW9662
MANG + RNT DC + 40 mg/kg Mang. + Rimonabanto
MANG + GW + RNT DC + 40 mg/kg Mang. + GW9662 + Rimonabanto

GW9662antagonista do receptor PPAR (3 mg/kg). Rimonabantaganista irreversivel do receptor CB1 (10 mg/kg)
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Apés o periodo experimental os animais foram eutanaziados, sendo o cérebro
coletado, pesado e armazenado a -80°C até a realizacdo das andlises de: peroxidagdo
lipidica, atividade da superoxido dismutase, expressao de genes pro e anti-inflamatérios
(TNF-a, NFkB, IL-10), da HSP72 e dos receptores, EBPPAR.

2.3. Andlises

2.3.1 Atividade Antioxidante

A determinacdo da peroxidacao lipidica por malondialdeido (MDA) e da defesa
antioxidante pela atividade da superoxido dismutase (SOD) foram realizadas em amostras
de homogeneizado do tecido cerebral, o qual foi preparado na propor¢cédo de 5 mL de
tampéo Tris-HCI 0,01M, pH 7,4 por 500 mg de tecido, sendo em seguida centrifugado
(10.000 xg / 15 minutos a 4°C) e o sobrenadante coletado e armazenado a -80°C. A

proteina foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976).

- Atividade da SOD: A técnica utilizada para determinacdo da SOD foi baseada na auto-
oxidacao do pirogalol, sendo definidantm1 unidade de SOD a quantidade de enzima que
inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do pirogalol. A reacao foi composta ylord20
homogeneizado de cérebro,u® de pirogalol a 24 mmol/L e 4L de catalase a 30
umol/L, completando para 20QL de tampéo Tris 0,01 M (pH 7,4). Esta reacéo foi
incubada a 37°C por 5 minutos, sendo a leitura realizada a 420 nm. Através da curva
padrdo, com cinco concentragoes distintas de SOD (1U a 5U), foi obtida a equacéao da reta
paraa realizacdo dos calculos. Os resultados foram expressos em U de SOD / mg de
proteina (MARKLUND, 1995).

- Peroxidacao lipidica: A determinacdo de malondialdeido (MDA) foi avaliada segundo o
teste de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico) (KOHN; LIVERSEDGE,
1944). A reagédo contendd00 pl de homogeneizado de cérebro, 1 ml de acido
tricloroacético 20% e 400 ul de acido tiobarbiturico 1,6% foi incubada a 95°C / 1hora, em
seguida foiadcionado 1,6 ml de n-butanol, sendo a mistura centrifugada a 3000 r.p.m / 10
min. A leitura foi realizada em 510, 532, e 560 nm a fim de minimizar interferéncias de
pigmentos contidos na amostra (PYLES et al., 1993). Para o calculo dos valores finais

utilizou-se a seguinte equagéo:

MDA 3= 1,22 [(As32) - (0,56) (As10) + (0,44) (Aeo)].

74



A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade
molar & = 1,56 x 18mol L™ cm™ (BUEGE; AUST, 1978), sendo os resultados expressos
em nmol de MDA / mg de proteina.

2.3.2 Atividade Anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatoria foi averiguada por meio da expressao génica de
marcadores pré e anti-inflamatérios HSP72,;,CBPARa, NFkB, TNF-a, IL10, pela
concentracdo de TNée pela atividade dNFkB (p65).

Expressdo Génicade CB;, PPARa, NFkB, TNF-a, IL10 e HSP72 O RNA total do
cérebro foi obtido por meio do método Trizol® (Invitrogen, CA, USA), sendo 2 g deste
utilizado para a sintese do cDNA utilizando o kit M-MLV Reverse transcriptase
(Invitrogen, USA), seguindo protocolo do fabricante. A quantificacéo relativa da expressao
génica foi realizada por meio da reacéo reversa da cadeia de polimerase (RjelPCR
método 2**“ descrito por Livak e Schmittgen (2001). Para esta andlise foi utilizado o
equipamento AB StepOne Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA) e o

reagente 2X SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem). Foram analisadas as

transcricfes de HSP72 (Fw-AGGCCAACAAGATCACCATC, Rv-
TAGGACTCGAGCGCATTCTT), CBl1 (Fw-ATATTCTCTGGAAGGCTCACAGCC,
Rv-GAGCATACTGCAGAATGCAAACACC), NF«B (Fw-

CTTCTGGGCCATATGTGGAGA, Rv-TCGCACTTGTAACGGAAACG)PPARa (Fw-
CCTGCCTTCCCTGTGAACT, RvV-ATCTGCTTCAAGTGGGGAGA), TN&- (Fw-
ACGGCATGGATCTCAAAGAC, Rv- AGATAGCAAATCGGCTGACG). Foi utilizado
como controle endégeno o gene GAPDH (Fw-GGTTGTCTCCTGTCACTTC, Rv-
CTGTTGCTGTAGCCATATTC).

- Atividade de NFkB (p65) e concentracdo de TNFe: Preparou-se o homogeneizado do
cérebro utilizando o kiNE-PERnNuclear and cytoplasmic extraction (Pierce Biotechnology
/ Thermo Fisher Scientific IndylA, EUA), com o qual se separou o extrato nuclear e
citoplasmatico, sendo o primeiro utilizado para analise de atividade de p65 e o segundo
para determinar a concentragéo de TiNF-

A determinacédo da atividade d&FkB (p65) foi realizada na fracdo nuclear do
homogeneizado do cérebro utilizando o ki&xB (p65) Transcription Factor Assay
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(Cayman Chemical), seguindo instru¢des do fabricante. A quantidade «d& P65 foi
avaliada a 450 nnem espectrofotdmero (Multiskan Go, Thermo Scientific), sendo o
resultado dado em unidades arbitrarias de acordo com a absorvancia do controle positivo.

A concentracaale TNF-o na fracdo citoplasmatica foi realizada por citometria de
fluxo utilizando o kit Rat Cytokine capture beads (BD Biociences), com o qual foi
preparado a curva padrdo e as reacdes contendo as amostras de homogeneizados de
cérebro, seguindo as recomendacgdes do fabricante. Os resybigidds foram analisados
no Software FCAP Assay (BD Biocienc€3, EUA).

2.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo. Para analise descritiva
dos dados e testes de comparacao de grupos independentes séitizoftware Sigma Plot
11.0. Para avaliacdo da distribuicdo das varidveis foi realizado o teste de Kolmogorov-
Sminorv, sendo aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-wallis em comparagcfes de
variancias multiplas e o teste de Wilcoxon para comparacdo de dois grupos independentes
guando as distribuicdes ndo apresentaram normalidade. Para as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal foi realizada andlise de variancia ANOVA seguida do teste deotukey
Dunnett para varidveis multiplas e o teste T para dois grupos independentes. O nivel de

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

3. RESULTADOS

O presente estudo avaliando as possiveis alteracdes cerebrais decorrentes da
ingestdo de dieta hiperlipidica e a reversédo destas pelo tratamento com extrato de folhas de
M. indica e mangiferina demonstrou que a dieta rica em gordura saturada, mesmo
consumida por curto periodo de tempo, 13 dias, levou a um aumento expressivo da
peroxidacao lipidica no cérebro dos animais (figura 1). Enquanto que todos os tratamentos,
administrados por cinco (5) dias, promoveram uma reducéo significativa da concentracao
de malondialdeido.

O grupo que recebeu a mangiferina apresentou valores de MDA igual ao dos
animais que nao receberam a dieta hiperlipidica. A administracdo do GW966éad aend
aumentar o MDA comparadoraangiferina, enquanto a administracdo do rimonabanto®
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levou a uma diminuicdo expressiva do MDA, mesmo resultado apresentado pela
administragcdo de ambos os antagonistas, sendo estes valores significativamente menores

gue dos animais controle negativo (DCOM) (Figura 1).

MDA (nMol/mg PTN)

Figura 1. Concentracdo de malondialdeio em homogeneizado de cérebro de animais
alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° diaMédias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). PTN: Proteina total; MDA: Malondialdeido.
DCOM: racao comercial, DC: dieta de cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de
folha de Mangifera indica (250 mg/kg de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria
+ mangiferina (40 mg/kg de peso)), MANG + GW9662: DC + mangiferina + antagonista
de PPAR (3 mg/kg de peso do animal), MANG + RNT: DC + mangiferina + rimonabanto
(antagonista de GB 10 mg/kg de peso do animal) e MANG + GW + RNT: DC +

mangiferina + GW9662 + rimonabanto.

A dieta hiperlipidica ndo alterou a atividade da SOD comparado ao grupo que
recebeu a racdo comercial, no entanto os tratamentos oferecidos provocaram o aumento
desta atividade. O grupo em que foi administrado o antagonista dos recepteres CB
juntamente com a mangiferina apresentou atividade da SOD maior que o0 grupo que
recebeu somente a mangiferina (Figura 2).
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Figura 2. Atividade da superédxido dismutase (SOD) em homogeneizado de cérebro de
animais alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° diaMédias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa (p<0,05). PTN: Proteina total. DCOM: racdo comercial, DC: dieta de
cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de folha de Mangifera indica (250 mg/kg
de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40 mg/kg de peso)),
MANG + GW9662: DC + mangiferina + antagonista de PPAR (3 mg/kg de peso do
animal), MANG + RNT: DC + mangiferina + rimonabanto (antagonista de TBmg/kg

de peso do animal) e MANG + GW + RNT: DC + mangiferina + GW9662 + rimonabanto.

Os resultados da expressao dos genes avaliados foram demonstrados de forma que
se compararam 0S grupos controles (positivo e negativo) com 0s grupos que receberam o
tratamento com o extrato e com a mangiferina (figuras 3, 4 e 6). Enquanto que 0s grupos
que receberam a mangiferina juntamente com o0s antagonistas foram analisados
separadamente (figura 7).

O grupo que recebeu a dieta hiperlipidica apresentou uma expressao de mRNA de
HSP72 menor que os demais grug@stratamentos com mangiferina e extrato levaram a
um aumento da expressdo desta chaperona, destacando-se 0 primeiro por apresentar um
valor de mRNA de HSP72 superior ao grupo que nao recebeu a dieta hiperlipidica (Figura
3).
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Figura 3. Expressdo de mRNA de HSP72 no cérebro de animais alimentados com
dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes tratamentos, do 8° ao 13°
dia. Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p<0,05). DCOM: racao comercial, DC: dieta de cafeteria, DC + EFM: dieta de
cafeteria + extrato de folha de Mangifera indica (250 mg/kg de peso do animal), DC +

MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40 mg/kg de peso)).

A dieta hiperlipidica elevou os marcadores pré-inflamatohadsB p65 ¢ TNF-a)

no cérebro dos animais comparado aos animais que nao receberam esta dieta (figura 4).

mRNANFxB

mBENA TNF-o

Figura 4. Expressio de mRNA de NFkB p65 ¢ TNF-a no tecido cerebral de ratos
alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° dia(d) Expressdo de mRNA NB (p65) por qRT-PCR(b)
Expressdao de mRNA de TNEF{por qRT-PCR. Médias seguidas de letras iguais nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). DCOM: racdo comercial,
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DC: dieta de cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de folha de Mangifera
indica (250 mg/kg de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40
mg/kg de peso)).

A mangiferina demonstrou reverter esse efeito levando a diminuicdo de ambos os
genes, enquanto o tratamento com o extrato ndo diminuiu a expre$é&icBdes5 (figura
4).

A atividade deNFxB p65, no extrato nuclear, foi maior no grupo que recebeu a
dieta de cafeteria comparada ao que recebeu a racdo comercial. Os grupos que receberam
tanto o extrato de folha de manga quanto a mangiferina ndo apresentaram diminuicdo desta
atividade, apesar de demonstrar uma tendéncia a isto. No entanto, ao se administrar a
mangiferina junto com o rimonabanto houve uma reducédo da atividade de p65, o mesmo

ocorrendo quando foram oferecidos ambos os antagonistas (figura 5a).
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Figura 5. Atividade de NFxB (p65) e concentracdo de TNfe- no tecido cerebral de

ratos alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° diaa) Atividade de NikB (p65) (unidades relativagsa fracao

nuclear de homogeneizado de cérebro. (a) Concentracdo de oTME- fracdo
citoplasmatica de homogeneizado de cérebro. Médias seguidas de letras iguais nao
apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). DCOM: ragéo comercial,
DC: dieta de cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de folha de Mangifera
indica (250 mg/kg de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40
mg/kg de peso)), MANG + GW9662: DC + mangiferina + antagonista de PPAR (3 mg/kg

de peso do animal), MANG + RNT: DC + mangiferina + rimonabanto (antagonista de
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CBs: 10 mg/kg de peso do animal) e MANG + GW + RNT: DC + mangiferina + GW9662
+ rimonabanto.

O tratamento com o extrato reduziu a concentracdo deol Mlevada pela dieta
hiperlipidica, a valores iguais aos dos animais que nado receberam esta dieta. Ja a
mangiferina n&o reduziu esta concentragao, a qual foi extremamente elevada quando se
administrou junto a essa, 0 antagonista de PPAR. Entretanto ao se administrar ambos os
antagonistas este aumento foi revertido (figura 5b).

A dieta hiperlipidica alterou a expressdo génica dos receptores provocando um
aumento de CB1 e uma diminuicdo de PRAR) tratamento com o extrato reverteu esta
alteragcdo em ambos 0s receptores a valores iguais ao apresentado pelos animais que néo
receberam esta dieta. J& a mangiferina nao interferiu na expressao génica destessreceptor
(figura 6).
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Figura 6. Expressdo de mRNA do receptor CBe PPARw no cérebro de ratos
alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos diferentes
tratamentos, do 8° ao 13° dia(a) Expressdo de mRNA d€B; por qRT-PCR; (g
Expressdo de mRNAle PPAR«a por gRT-PCR. Médias seguidas de letras iguais nao
apresentam diferenga significativa (p<0,05). DCOM: ragdo comercial, DC: dieta de
cafeteria, DC + EFM: dieta de cafeteria + extrato de folha de Mangifera indica (250 mg/kg
de peso do animal), DC + MANG (dieta de cafeteria + mangiferina (40 mg/kg g peso
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No que se refere a uma das propostas do estudo em verificar se a acdo da
mangiferina, na expressdo dos genes relacionados a inflamacéo, ocorre pela via dos
receptores PPAR-e¢ CB;, percebeu-se que na maioria deles o bloqueio destes receptores
alterou a acao desta xantona. A administracdo do antagonista qen@habanto) levou

a uma maior expressao deste receptor e menor do PPAR. Além disso, aumentou o0 mRNA
de NFkB, TNF-a e HSP72 (figura 7).

)
i

W

# Mangiferina (M)
M+ GW9662 (GW)

Expressio mRNA
=7

“M + Rimonabanto (RNT)

#M+GW +RNT

Figura 7. Efeito da mangiferina na presenca dos antagonistas dos receptores PPAR e
CB; sobre a expressdo de mRNA de genes relacionados com a inflamacédo no tecido
cerebral de ratos alimentados com dieta de cafeteria por 13 dias e submetidos aos
diferentes tratamentos, do 8° ao 13° dia*Médias + DP que diferem do controle
(Mangiferina) apresentando diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05).
GW9662: antagonista do receptor PPAR; Rimonabanto: antagonista do receptor CB

Ja o bloqueio do receptor PPAR pelo uso de GW9662 néo interferiu na expressao
génica de amboss receptores, no mRNA de NFkB, mas aumentou 0 mRNA de TNfe
HSP72. Ja a administracdo de ambos 0s antagonistas n&do alterou a expressao génica destes
receptores, no entanto, elevou 0 mRNANIExB, TNF-a ¢ HSP72 como ocorreu na

presenca somente do rimonabanto (figura 7).
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4. DISCUSSAO

A dieta rica em gordura saturada é conhecida por provocar véarias desordens
metabolicas no organismo, como a obesidade e hiperlipidemia levando a sindrome
metabolica. Estas desordens séo caracterizadas pela presenca de estresse oxidativo e um
quadro de inflamacao crénica de grau leve. Estudos relatam que o o hipotalamo é alvo
desse processo inflamatoério, com ativacdo de astroglia e microglia e producdo de altos
niveis de citocinas proé-inflamatérias, levando a uma desregulacdo da homeostase
energética.

O presente trabalho visando avaliar o efeito do extrato de folhas de M.indica
(manga, variedade Ub4) e da mangiferina em reverter possiveis alteracdes decorrentes da
ingestdo da dieta de cafeteria sobre o cérebro demonstrou que estes exerceram atividade
antioxidante, uma vez gumentaram a atividade da SOD e diminuiram a peroxidacao
lipidica. No entanto, ao administrar 0 GW9662, houve um aumento dos niveis de MDA
comparada ao grupo que recebeu a mangiferina isolada demonstrando que o bloqueio do
receptor PPAR diminui a acdo da mangiferina em reverter a lipoperoxidacao.

Estudos relatam que varios extratos de plantas ricas em antioxidantes e também
seus compostos bioativos isolados, aumentam as defesas antioxidantes do organismo,
como a SOD, e consequentemente reduz a peroxidacdo lipidica (ONYEKA et al., 2012;
EZA et al., 2015). A mangiferina é capaz de limitar a ativacdo da microglia écélula
fagocitarias do SNC) induzida por lipopolissacarideo, levando a uma reducédo da producéo
de prostaglandina E23 formacdo de radicais livres e a sintese de ciclo-oxigenase-2
(BHATIA et al., 2008) demonstrando a acdo desta xantona sobre o SNC.

No presente estudo verificou-se que a dieta hiperlipidica diminuiu a expresssao
génica da HSP72, sendo esta revertida pelos tratamentos com extrato de folha de manga e
mangiferina. Este dado favorece a idéia de que estes tratamentos podem diminuir os efeitos
deletéricos provocados por este tipo de dieta, visto que estas chaperonas sdo responsaveis
por protegerem as proteinas mantendo sua conformacdo estrutural e auxiliando na
translocacdo destas aos seus locais especificos de agéo. Portanto, o0 aumento da HSP72 esta
relacionado com a diminuigdo do estresse e da inflamacdo. Este resultado foi confirmado
com a avaliagdo dos marcadores inflamatérios, uma vez que o aumento do mRNA da
HSP72 pelo extrato e pela mangiferina estdo relacionados com uma reducdo da

concentracdo e da expressado génica de dMFEm de uma redugdo do mRNA de NFkB
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pela mangiferina. Estes tratamentos ainda apresentaram uma tendéncia em reduzir a
atividade de NF«kB (p65).

Kim e colaboradores (2014) verificaram que a super expressao de HSP72 favorece
a neuroprotecdo por interagirem com as proteinas IkB e JNK impedindo a fosforilagao
desta e¢ consequentemente bloqueando a via de sinalizagdo do NFkB. Dados estes que
estdo de acordo com o presente estudo.

Na literatura € encontrado que os receptores PPARs e 0s endocanabindides podem
agir sobre a neuroprotecédo podendo akmos em diversas doencas que causam danos ao
cérebro. No presente estudo foi verificado que o extrato interferiu na expressdo dos
receptores PPAR-¢ CB; levando, respectivamente, a um aumento e diminuigdo destes.
Enquanto a mangiferina n&o interferiu na expresséo génica destes receptores.

E relatado que ligantes dos receptores €Bercem efeito anti-inflamatério por
modularem a producéo de citocina pro-inflamatorias pela células da glia, principalmente o
TNF-o considerado o maior contribuinte para fisiopatologias no tecido cerebral. Os
PPARs, também apresentam importante papel na atenuacao da neuro-inflamacéo do SNC
por promoverem a inativagdo do NFxB inibindo assim a transcricdo de genes pro-
inflamatorios (STAHEL et al., 2008).

O presente estudo buscou verificar se o bloqueio destes receptores (PPAR e CB
interfere na agdo da mangiferina no SNC, e foi visto que a administracdo de GW9662
(antagonista de PPAR) e de rimonabanto (antagonista glep@®ocou um aumento da
expressdo génica d€FkB e TNF-a favorecendo a neuro-inflamacdo. Além disso, os
resultados encontrados demonstraram que a mangiferina pode ter sua acao via receptores
CB; e PPAR, uma vez que na auséncia dos antagonistas apresentou efeitos anti-
inflamatorios no tecido cerebral diminuindo a expressdo de mMRNAFdB e TNF-a, o

qual foi revertido na presenca dos antagonistas destes receptores.

5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a ingestédo da dieta hiperlipidica por um periodo
curto de tempo, 13 dias, promoveu um estresse oxidativo e aumento da expressao de genes
pro-inflamatorios no tecido cerebral de ratos. Ao mesmo tempo foi verificado que os
tratamentos dos animais com o extrato de folhas de M.indica e mangiferina, por 5 dias,

reverteram as alteragbes causadas pela ingestado desta dieta. O estudo destaca ainda que o
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efeito anti-inflamatério da mangiferina esta relacionado com a via de sinalizacdo dos

receptores CBe PPAR, uma vez que o bloqueio destes receptores levou ao aumento da
expressdo génica de marcadores pro-inflamatdrio. Diante disto, acredita-se que a
mangiferina possa exercer um importante papel na terapia da neuro-inflamacgéo ocorrente

em diversas doencas neuroldgicas.
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CAPITULO 4: EFEITO PROTETOR DO EXTRATO DE Mangifera
indica E MANGIFERINA SOBRE O CEREBRO DE ANIMAIS
ALIMENTADOS COM DIETA DE CAFETERIA
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Efeito protetor do extrato de Mangifera indica e mangiferina sobre o cérebro de
animais alimentos com dieta de cafeteria

Protective effect of Mangifera indica extract and mangiferin on the brain of animals fed
with cafeteria diet

RESUMO

As dietas ricas em lipidios sé@o tidas como um dos principais fatores que desencadeiam
diversas doencas crbénicas, como a obesidade. Além disso, estudos relatam que este tipo de
dieta pode estar relacionado com inflamacdo no sistema nervoso central (SNC), uma vez
que os acidos graxos saturados podem se ligar aos receptores TLR4 (toll-like receptor 4).
O organismo dispde de mecanismos que podem regular o processo inflamatério como a via
de sinalizacdo dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) e o
sistema endocanabinodide (SECB). Pesquisas com diversas partes da planta Mangifera
indica relatam suas propriedades terapéuticas como antioxidante e anti-inflamatéria, sendo
a mangiferina, presentes nestes extratos, o maior responsavel por estes efeitos. O estudo
teve como objetivo avaliar o efeito antioxidante e anti-inflamatoério do extrato de folha de
manga (variedade Uba) e da mangiferina, sobre o cérebro de animais alimentados com
dieta hiperlipidica. O estudo foi composto por trés grupos experimentais; DC: dieta de
cafeteria (DC), EFM + DC: DC + extrato da folha de manga (250 mg/kg) e MANG: + DC

DC + mangiferina (40 mg/kg), os quais receberam os tratamentos por oito dias. O extrato e
a mangiferina diminuiram a concentracdo de malondialdeido (MDA), aumentaram a
expressdo génica da HSP72, e diminuiram dNmlde NF«kB e a sua atiacdo O extrato
diminuiu 0 MRNA de TNFe, enquanto a mangiferina induziu um aumento expressivo do

MRNA de IL-10. Estes tratamentos aumentaram a expressao génica do receptar, PPAR-
enquanto que nao interferiram no MRNA de:CBs dados demonstraram que a
mangiferina e o extrato de folha de M. indica exerceram atividade antioxidante e anti-
inflamatoria nos cérebros de animais alimentados com dieta de cafeteria, podendo ser

utilizadas na neuroprotecéo contra danos no tecido cerebral.

Palavras chave: Mangiferina, Mangifera indica, inflamacdo, antioxidante, dieta de

cafeteria.

92



ABSTRACT

High diets fatis considered one of the main factors that trigger various chronic diseases
such as obesity. Moreover, studies have reported that this type of diet may be associated
with inflammation in the central nervous system (CNS), since the saturated fatty acids can
bind to TLR4 receptor (Toll-like receptor 4). The body has mechanisms that may regulate
the inflammatory process as the signaling pathway of PPARs receptors (peroxisome
proliferator-activated receptor) and the endocannabinoid system (ESCB). Research with
the Mangifera indica plant report their therapeutic properties as antioxidant and anti-
inflammatory, and mangiferin, present in these extracts, largely responsible for these
effects. The study aimed to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory effect of mango
leaf extract (variety Uba) and mangiferin on the brain of animals fed high-fat diet. The
study consisted of 3 groups; DC: cafeteria,d#iM + DC: DC + mango leaf extract (250
mg/kg) and MANG + DC: DC + mangiferin (40 mg/kg), with treatment for 8 days. The
extract and mangiferin decreased malondialdehyde concentration, increased gene
expression of HSP72, and decreasedkBIFMRNA and their activation. The extract
decreased TNie-mRNA, while mangiferin induced a significant increase in IL-10 mRNA.
These treatments increased the gene expression of BPAgReptor, whereas no
significant effect on mMRNA CB The data demonstrate that mangiferin and M. indica leaf
extract showed antioxidant and anti-inflammatory activity in brain of animals fed a

cafeteria diet may be used for neuroprotection of damage to brain tissue.

Keywords: mangiferin, Mangifera indica, inflammation, antioxidant, diet cafeteria

1. INTRODUCAO

A Mangifera indica, é uma espécie conhecida em todo o mundo, sendo o seu fruto
(manga), apreciado para o consumo na forma in natura, além de ser amplamente utilizado
na inddstria para a obtencéo de sucos e néctares. Esta espécie, da familia Anacardiaceae
destaca-se por apresentar uma grande variedade de compostos bioativos, como flavondides
e xantonas, 0s quais estdo presentes nao s6 na polpa do fruto, mas também nas diversas
partes da M. indica (casca da fruta, semente, folha, etc.) (RIBEIRO et al., EeG&)
compostos bioativos exercem varias propriedades farmacolégicas como analgésica,

antioxidante, anti-inflamatéria, antidiabética, entre outras. Estas atividades sdo, em sua
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maioria, causadas pela acdo da mangiferina, considerada o principal composto bioativo da
M. indica (MARTINEZ et al., 2001; GARCIA et al., 2002; GARRIDO et al., 2004;
NUNEZ-SELLEZ et al., 2007PARDO-ANDREU et al., 2008

As dietas ricas em lipidios sdo tidas como um dos principais fatores que
desencadeiam diversas doencas cronicas, como a obesidade, hiperlipidemia, doencas
cardivasculares, diabetes mellitus tipo 2, entre outras. Além disso, este tipo de dieta pode
estar relacionado com uma inflamag&o no sistema nervoso central (SNC), uma vez que 0s
acidos graxos saturados podem se ligar aos receptores TLR4 (toll-like receptor 4),
presentes na membrana dos neurbnios. Estes receptores normalmente servem para a
ligacdo de antigenos, no entanto, na presenca de altos niveis de acidos graxos saturados
ocorre a ligacdo destes com os receptores, desencadeando o aumento da producéo de
citocinas pro-inflamatorias com consequente processo de inflamacdo. Este quadro
inflamatorio interfere nos sinais dos hormonios insulina e leptina e promove a morte dos
neurdnios orexigenos (centro da fome) e anorexigeno (centro da saciedade). Foi verificado
que no processo inflamatério do SNC ocorre um maior nimero de mortes dos neurénios
anorexigenos, o que favorece a ocorréncia da obesidade (MILANSKI et al., 2009).

A inflamacdo do SNC pode levar ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) devido a
sinalizagdo defeituosa da insulina. No entanto, esta doengca metabdlica também é
considerada fator de risco para a deméncia em idosos (LEIBSON et al., 1997; OTT et al.,
1999) devido ao aumento da neuroinflamagcdo decorrente dos efeitos da DM2 mal
controlada que leva ao desencadeamento da ativacao «dB &lkdiberagdo de citocinas
pré-inflamatérias. Estas citocinas ativam a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as quais intensificam a via do NB;-levando a um ciclo vicioso (SONNEN et
al., 2009; GRANIC et al., 2009).

O organismo disp6e de mecanismos que podem regular o processo inflamatério
como a via de sinalizacdo dos receptores ativados por proliferador de peroxissoma
(PPARS e o sistema endocanabindide (SECB). Este sistema € constituido pelos receptores
CB; e CB, os endocanabindides endogefidsaracdonoil etanolamina e a 2-aracdonoil
glicerol) e as enzimas responsaveis pela sintese e degradacao destes.

Os receptors CBsao encontrados em varios tecidos, no entanto, sua prevaléncia
ocorre no SNC, sendo considerado o receptor de membrana ligado a proteina G mais
abundante no cérebro. Enquanto o, @Bta presente nas ceélulas do sistema imunoldgico
(DI MARZO et al., 2004; HOWLETT et al., 2004).
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Os receptores endocanabindides e PPARs podem ser ativados por uma série de
compostos (enddégenos e exdgenos). Sugere-se que 0s canabindides agem tanto nos
receptores CBs quanto nos receptores PPARs, apresentando efeito benéfico no processo
inflamatorio envolvido em diversas desordens metabdlicas (RANDALL et al., 2007).
Estudos relatam que a combinacdo de ligantes destes dois receptores pode ter um
importante papel terapéutico no tratamento da neuro-inflamagéo (STAHEL et al., 2008).

A inflamacé&o e o estresse oxidativo, tanto nos tecidos periféricos quanto no SNC,
podem ser controlados por mecanismos de defesas enddgenos. A superéxido dismutase
(SOD) é considerada a primeira linha de defesa do organismo para combater as espécies
reativas de oxigénios (EROs), uma vez que esta é responsavel pela dismutacdo dos anions
superoxidos, 0s quais sao os principais radicais livres produzidos pelas mitocdndrias em
situacOes de estresse (RIBEIRO et al., 2005).

Além das enzimas antioxidantes, as proteinas de choque térmico HSP70 (Heat
Shock Proteins) apresentam um importante papel na defesa do organismo contra o estresse
metabdlico, situacdo na qual ocorre maior expressao desta chaperona. Estudos relatam que
estas proteinas podem apresentar efeitos benéficos nos processos inflamatérios regulando
negativamente a transcricdo do gene TiNFator de necrose tumoral alfa) e bloqueando a
via de sinaliza¢do do fator de transcrigao NF«kB (fator nuclear kappa B) (TANAKA et al.,

2014).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do extrato
da folha de M. indica e mangiferina na protecdo do SNC de animais alimentados com dieta
rica em &cidos graxos saturados verificando a expressdo génica da proteina HSP72, dos
receptores CBe PPARe e a expressdo e concentragdo de genes pro e anti-inflamatorios
(TNF-a, NKkB e IL-10), além da atividade da SOD e analise da peroxidagéo lipidica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéao do extrato e da Mangiferina

As folhas de Mangifera indica L., variedade Ub4a, foram coletadas no municipio de
Vicosa, Minas Gerais, Brasil,aeexsicata, depositada no Herbério da Universidade Federal
de Vigosa (VIC n 37.611). As folhas foram secas a temperatura ambiente e trituradas
obtendo-se um pulverizado que foi utilizado para obtencdo do extrato etanolico 95% por

percolacdo exaustiva e concegfia a vacuo em evaporador rotativo, a 60°C. O
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concentrado foi entdo liofilizado, com um rendimento final de aproximadamente 27% a
partir da droga vegetal seca.

Para o isolamento da mangiferina foi feito o mesmo procedimento de obtencéo do
extrato, sendo a amostra anteriormente desengordurada em soxhlet, utilizando como
solvente o éter de petroleo, durante 12 horas. Apds esse processo, o extrato foi submetido a
sucessivas recristalizacdes com acetato de etila tendo um rendimento final de 3,6% de
mangiferina a partir da droga vegetal seca. O procedimento de purificacdo foi monitorado
por cromatrografia de camada delgada e a pureza do composto avaliada por HPLC
comparando-se o cromatograma ao padréo de mangiferina (Sigma Aldrich). A metodologia

utilizada nesses processos foi adaptada de Muruganandan et al., 2002.

2.2.Ensaio Biolégico

O estudo foi realizado apds ser aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Vigosa (protocolo n°® 28/2012). Foram utilizados 24 ratos Wistar, machos, com
25 dias de idade, submetidos a um periodo experimental de duas semanas. Os animais
foram divididos em trés grupos constituidos de oito animais cada (n= 8). Tanto o extrato
das folhas de manga da variedade Uba, quanto a mangiferina isolada, foram oferecidos aos
animais por gavagem, na concentracdo de 250 mg/Kg e 40 mg/Kg, respectivamente,
utilizando como veiculo o composto dimetil sulfoxido (DMSO).

Os animais foram distribuidos em gaiolas coletivas, com ventilacdo apropriada, e
mantidos em sala climatizada com temperatura média de 22°C e foto periodo (claro/escuro)
de 12 horasOsratos foram alimentados, durante sete dias, com ragdo comercial, e a partir
dai foi ofertada a dieta de cafeteria e os tratamentos por um periodo de oito dias.

A distribuicdo caldrica da dieta continha 9,8% de proteinas, 31,4% de carboidratos
e 58,8% de lipidios, sendo constituida dos seguintes alimentos: paté de presunto, batata
palha, bacon, mortadela, biscoito maisena, achocolatado, leite em pé integral e racéo
comercial nas propor¢gfes de 2:1:1:1:1:1:1:1. Durante todo o experimento, 0s animais
receberam dieta e agua ad libitum.

Os animais foram divididos em trés grupos experimeribgis(dieta de cafeteria +
DMSO), EFM + DC (dieta de cafeteria + extrato de folha de manigNG + DC (dieta
de cafeteria + mangiferina).

Apos oito dias de tratamento, os animais foram submetidos ao jejum de 12 horas e

em seguida eutanasiados e o cérebro coletado, pesado e armazenado a -80°C para as
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analises de peroxidacdo lipidica (malondialdeido), atividade da superdxido dismutase,
atividade deNF«xB (p65) ea expressao génica d€B;, PPARy, NFB, HSP72,IL-10 e
TNF-a.

2.3. Andlises Realizadas

2.3.1. Peso Relativo do Cérebro:

Determinado pela relacdo entre o peso do cérebwmopeso corporalsendo

definido pela férmula:

PRC = (peso do cérebro / peso corporal) x 100

2.3.2. Parametros Avaliados no Homogeneizado do Cérebro

O homogeneizado do cérebro foi preparado com 500 mg do tecido em 5 mL de
tampéo Tris (0,01 M, pH 7,4) utilizando um homogeneizador com banho de gelo. Em
seguida, os homogeneizados foram centrifugados sob refrigeracdo e o sobrenadante
retirado e armazenado a -80°C.

- Concentracdo de malondialdeido (MDA):A determinacdo de MDA foi feita pelo teste

de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico) (KOHN; LIVERSEDGE, 1944).
Foram adicionados em 400 pl de sobrenadante do homogeneizado, 1 ml de &cido
tricloroacético 20% e 400 pl de acido tiobarbittrico 1,6%. A mistura foi incubada por uma

hora, a 95°C, sendo em seguida acrescentados 1,6 ml de n-butanol, e centrifugada por 10
minutos a 3000 r.p.m com a retirada da fase orgéanica, na qual foi determinada a
absorvancia em 510, 532, e 560 nm. Para o calculo dos valores finais utilizou-se a seguinte
equacao, proposta para minimizar a interferéncia de pigmentos na dosagem de MDA
(PYLES et al., 1993):

MDA 3= 1,22[(As32) - (0,56)(As10) + (0,44)(Ase0)]

A concentragao de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade
molar & = 1,56 x 18mol L™ cm™ (BUEGE; AUST, 1978), sendo os resultados expressos
em nmol de MDA por miligramas de proteina (MDA/PTN). A proteina total do

homogeneizado do cérebro foi quantificada, segundo o método de Bradford (1976).
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- Atividade da superdxido dismutase (SOD)A atividade desta enzima € dada em
unidades relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de enzima que
inibe em 50% a velocidade de oxidagédo do pirogalol. No meio de reacdo foram utilizados
20 pL de homogeneizado do cérebro, 8uL de pirogalol 24 mmol/L e 4 uL de catalase 30
pmol/L, completando para 200 pL com tampéo Tris-HCI-EDTA 0,01 M (pH 7,4). Os
calculos foram realizados segundo a equacéo linear obtida pela curva padrdo, a qual teve
cinco concentracdes de SOD (2BU). A leitura de absorvancia foi feita a 420 nm, sendo

os resultados expressos em U de SOD / mg de proteina (MARKLUND, 1985).

Analise de NFkB (p65): A atividade de p65 foi determinada utilizando um kit especifico
NFxB (p65) Transcription Factor Assay (Cayman Chemical). O extrato nuclear do tecido
cerebral foi preparado utilizando o KME-PER nuclear and cytoplasmic extraction,
segundo instrucdes do fabricante. O extrato nuclegulLl1@oi incubado durante a neit

em placa de 96 pocos contendo uma sequéncia especifica de dsDNA, na qual ocorre a
ligacdo do NkB (p65) contido na amostra. Este € entdo detectado por incubacdo com um
anticorpo primario especifico para a forma ativada de p65, que €, em seguida, incubada
com anticorpo anti-lgG conjugado com peroxidase. A quantidade @& K#65) foi
avaliada a 450 nnem espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo Scientific), sendo o

resultado obtido de acordo com a absorvancia do controle positivo.

2.3.3. Expressao Génica de HSP72, GBPPARa, NFkB, TNF-a, IL10:

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen,CA, USA), sendo este quantificado a 260 nm, e analisado quanto a pureza
pela relacdo 260nm e 280nm em espectrofotdmetro Multiskan Go (Thermo Scientific,
DE, USA),e quanto a integridade por eletroforese em gel de agarose. Para a sintese do
cDNA, utilizou-se o kit M-MLV Reverse transcriptase (Invitrogen Brasil Ltda.),
seguindo protocolo do fabricante. A quantificacdo relativa da expressédo génica foi
realizada por reacdo em cadeia da polimerase da transcricédo reversa em tefRfe real
PCR) utilizando o equipamento AB StepOne Real Time PCR System e o reagente 2X
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA). O volume final de cada
reacao foi de 10 pl, sendo 2 pl do cDNA; 0,8 ul da mistura dos iniciadores a 2,5 uM
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(senso e antisenso), 5,0 ul do reagente Sybr Geex@ pl de agua ultra pura. 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: HSP72 (Fw-AGGCCAACAAGATCACCATC, Rv-
TAGGACTCGAGCGCATTCTT), CB1 (FW-ATATTCTCTGGAAGGCTCACAGCC,
Rv-GAGCATACTGCAGAATGCAAACACC), NF«xB (Fw-
CTTCTGGGCCATATGTGGAGA, RvV-TCGCACTTGTAACGGAAACG) PPARa
(Fw-CCTGCCTTCCCTGTGAACT, RV-ATCTGCTTCAAGTGGGGAGA), TNk-
(Fw- ACGGCATGGATCTCAAAGAC, Rv- AGATAGCAAATCGGCTGACG), IL10

(Fw- ACTACCATAGCCACAACGCA, Rv- TTTCTGTTTCCTACGGCGCT). Foi
utilizado como controle endégeno o gene GAPDH (Fw-GGTTGTCTCCTGTCACTTC,
Rv-CTGTTGCTGTAGCCATATTC). Os iniciadores foram desenhados utilizando o
programa Primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), de acordo com os requisitos para PCR em tempo real.

2.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrao. Para analise descritiva
dos dados e testes de comparacdo de grupos independentes utilizou-se o software Sigma
Plot 11.0. As variaveis apresentaram distribuicdo normal, sendo realizada analise de
variancia ANOVA seguida do teste de Tukey para variaveis multiplas. O nivel de

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostrado na tabela 1, o extrato de folhas de M. iedaicenangiferina
provocaam diminuigao significativa dos teores de MDA, sendo o0 extrato o que apresentou
melhor resultado com valores menores que a mangiferina. N&o houve diferenca na
atividade da SOD apesar dos tratamentos apresentarem uma tendéncia etélaumen
Verificou-se que 0s animais que nao receberam o tratamento apresentaram concentracao de
proteina total menor que os grupos do extrato e da mangiferina, o que pode ter mascarado a

diminuicdo da atividade da SOD provocado pela dieta hiperlipidica, uma vez que o valor
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desta € em relacdo a proteina total. A mangiferina e 0 extrato nao alteraram o peso relativo

do cérebro em comparacao com a dieta hiperlipidica (tabela 1).

Tabela 1. Proteina total, concentracdo de malondialdeido, atividade da superdxido
dismutase e peso relativo do cérebro (PRC) de ratos alimentados com dieta de cafeteria e

submetidos a diferentes tratamentos por 8 dias.

Grupos PTN (mg/mL) MDA (nMol/mg PTN) SOD (U/mg PTN) PRC

DC 2,32 +0,28" 4,66 + 0,29 2548 +7,66 1,72 +0,09
DC + EFM 3,37+ 0,37 1,55 + 0,32 3355+7,98¢ 1,61+0,1C
DC + MANG 3,53 +0,40° 2,74 £ 0,26 35,38+10,7¢ 1,64 +0,13

Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam difesagficativa pelo teste de Tukey (p<0,05). PTN: P& total; MDA:
Malondialdeido; SOD: atividade da superéxido disseftd?RC = (peso do cérebro / peso corporal) x 100;&a de cafeteria +

DMSO; DC + EFM: DC + extrato da folha de manga (250kaig DC + MANG: DC + mangiferina (40 mg/kg).

Varios estudos relatam o potencial antioxidante tanto de extratdd dadica
qgquanto da mangiferina destacando seu efeito no aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como a superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase levando a
diminuicdo da peroxidacédo lipidica. Ling e colaboradores (2009) demonstraram que o
extrato etandlico da folha de manga apresentou maior capacidade contra a peroxidagao
lipidica comparado aos antioxidantes comerciais BHT (butylated hydroxytoluene) e o
extrato de sementes de uva. Sanchez et al. (2000) verificou que o extrato da casca de M.
indica (Vimang®) apresentou melhor efeito que a mangiferina na reducdo das espécies
reativas de oxigénio em tecido hepatico e cerebral de camundongos induzidos ao estresse.
Dado este que corrobora com o0 presente estudo, onde o extrato da folha de manga
promoveu maior efeito na diminuicdo dos niveis de MDA comparado a mangiferina.

Os tratamentos levaram a uma maior expressdo do mRNA de HSP72 refor¢cando o
efeito benéfico destes na prevencéo da inflamacdo no tecido cerebral, uma vez que estas
chaperonas exercem efeito citoprotetor. Novamente o extrato demonstrou exercer maior

efeito que a mangiferina (figura 1).
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mRNA HSP72

Figura 1 — Expressédo génica da HSP 72 no tecido cerebral de ratos submetidos a
diferentes tratamentos, durante 8 diasDC: Dieta de cafeteria + DMSO; DC + EFM
DC + extrato da folha de manga (250 mg/kg); DC + MANG: DC + mangiferina (40

mg/kg). Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05)

Na literatura sdo encontrados varios estudos que relatam a importancia das
proteinas HSP70 na protecdo do organismo em processos inflamatérios atuando na
inibicdo de vias de sinalizacdo intracelular, tais como a da proteina quinase ativada por
mitdgenos (MAPK) e do NikB (SINGLETON et al., 2006 reduzindo a ativacdo de
sinais de traducéo e expressao de citocinas pro-inflamatorias, tais conp @ dLTNFe.

Chung e colaboradores (2008) demonstraram que a inducéo de super expressao de HSP70
impediu a ativagao da c-jun-dérminal quinase (JNK) e o desenvolvimento de resisténcia

a insulina em ratos alimentados com dieta rica em gordura. Ozcan et al (2006) também
verificaram a acdo destas chaperonas na reducédo da inflamacédo em modelos de ratos de
diabetes mellitus tipo 2.

O extrato de folhas dil. indica e a mangiferina demonstraram agir negativamente
sobre o fator de transcricao pro-inflamatoid;kB, diminuindo tanto a expressao génica
de p65 (figura 2a) quanto a sua atividade (figura 2b). Este dado ressalta o potencial destes
tratamentos na protecdo contra a inflamagao, visto que eles demonstram bloquear uma das

principais vias de sinaliza¢do pro-inflamatoria do SNC.
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Figura 2. Expressio génica e atividade de NFkB p65 no cérebro de ratos submetidos

aos diferentes tratamentos.(a) Expressdo de mRNA NB (p65) por gRT-PCR(b)
Atividade deNF«kB p65 no extrato nuclear cerebral. DC: Dieta de cafeteria + DMSO; DC

+ EFM: DC + extrato da folha de manga (250 mg/kg); DC + MANG: DC + mangiferina
(40 mg/kg). Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
(p<0,05).

Leiro e colaboradores (2004a; 2204b) demonstraram, em estudos in vitro, que a
mangiferina e o extrato aquoso da casca do caule de M. indica (Vimang®) apresentam
efeitos anti-inflamatérios por promoverem reducdo da expressdo da enzima Oxido nitrico
sintase induzida (INOS) e do TNkE-além de aumentar a expressdo da citocina anti-
inflamatdria TNF (fator de necrose tumoral-beta).

Ambos os tratamentos demonstraram exercer atividade anti-inflamatoéria, onde o
extrato diminuiu a expressdo génica do marcador pré-inflamatério o] Mbrém ndo
interferiu na expressdo do mRNA da interleucina anti-inflamatoria, IL-10. J& a mangiferina
agiu de forma contraria, uma vez que ndo reduziu o0 mRNA de o] Mfas elevou
extremamente o mRNA de IL-10 (figura 3). E de consenso na literatura que existe uma
correlacdo entre a producéo de IL-10 e TdMHEsta citocina anti-inflamatoria age na
modulacdo do TNfe-tanto a nivel transcricional quanto pés transcricional (O’NEILL et
al., 2001). A IL-10 exerce sua atividade anti-inflamatoria limitando diretamente a
producdo de TNFa um nivel pos-transcricional, como também através da reducédo da
trancricdo de IL-6 por meio do bloqueio ftaor de transcricdo IkB (ROSSATO et al,

2012). No presente estudo a inducdo da expressao de IL-10 pela mangiferina apesar de nao
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ter diminuido a transcricdo do TNE-essa modulacdo negativa pode ter ocorrido ao nivel
pés transcricional como relatado @WINEILL et al. (2001) e ROSSATO et al. (2012).
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Figura 3. Expressao do gene pré-inflamatorio, TNFe, e do anti-inflamatério, IL-

10, no cérebro de ratos submetidos aos diferentes tratamentdg) Expressdo de
MRNA de TNFe e (B) Expressio de mMRNA de IL-10 no cérebro de ratos submetidos

a diferentes tratamentos. DC: Dieta de cafeteria + DMSO; DC + EFM: DC + extrato da
folha de manga (250 mg/kg); DC + MANG: DC + mangiferina (40 mg/kg) Médias

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

Os tratamentos nao interferiram na expressdo génica dos receptores
endocanabin6id€B;, enquanto levou a um aumento expressivo do mRNA do PPAR-

a.

Estudos tanto in vitro quanto in vivo demonstraram que a administracdo de
agonistas de PPARs desempenham papel importante na neuroprotecdo podendo agir
tanto na reversdo dos danos cerebrais, por diminuir a peroxidacao lipidica (COLLINO
et al., 2006), quanto na prevencdo destes por meio de pré-tratamento contra estresse
oxidativo induzido por glutamato ou peroxido de hidrogénio (AOUN et al., 2003).
Além disso, a ativacdo do PPAR-atenua a expressdo de diversas citocinas
inflamatorias no tecido cerebral isquémico devido ao bloqueio da via de sinalizacdo da
MAPK e do NFxB (PEREIRA et al., 2006).
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Figura 4. Expressdo génica do receptor endocanabindide € PPARw no
cérebro de ratos submetidos a diferentes tratamentogA) Expressdo de mRNA de
CB1l e (B) Expressdao de mRNA de PPARi0 cérebro de ratos submetidos a
diferentes tratamentos. DC: Dieta de cafeteria + DMSO; DC + EFM: DC + extrato da
folha de manga (250 mg/kg); DC + MANG: DC + mangiferina (40 mg/kg) Médias

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

Portanto, a inducdo da expressao destes receptores, pelo extrato de folha de manga

e mangiferina, intensifica o potencial anti-inflamatoério destes tratamentos.

4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que tanto o extrato etandlico da folha de M. indica
quanto a mangiferina agiram de modo a prevenir possiveis danos ao tecido cerebral
decorrentes da ingestdo de dieta rica em gorduras saturadas, uma vez que reduziram
peroxidacao lipidica e tenderam a aumeatatividade da SOD, além de terem diminuido
a expressdo génica e a atividade do NFkB (p65) e aumentado a transcricdo dos genes
HSP72 e PPAR:
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4. CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho com a proposta de investigar o efeito da mangiferina e do
extrato de folhas de manga (Mangifera indica L. variedade Uba) na modulacéo génica da
inflamacdo do SNC e do figado de animais alimentados com dieta de cafeteria verificou
que estes tratamentos apresentaram grande potencial anti-inflamatoério e antioxidante em
ambos os tecido. O estudo com o objetivo de avaliar o efeito protetivo e reversivo do
extrato e da mangiferina contra alteracdes decorrentes do consumo da dieta de cafeteria,

verificaram que:

Figado: Acao protebra

- Extrato de folha de manga: apresentou atividade antioxidante com aumentau d
atividade da superoéxido dismutas®©(® e diminuicdo do peso relativo do figado (ISH); e
atividade antinflamatoria com diminui¢ao da atividade de NFxB (p65) e tendéncia em

reduzir a concentragédo de TNFalém de ter aumentado a concentragdo de IL-10.

- Mangiferina: apresentou atividade antioxidante com aumento da atividade SOD e
protecdo contra estresse oxidativo com aumento da expressao génica da proteina HSP72.
Acdo antiinflamatéria, com diminui¢do da atividade de NFkB (p65) e aumento da
concentracdo de IL-10, além de ter demonstrado tendéncia em reduzir a expressédo e
concentracdo de TN&- Esta xantona interferiu na expressdo génica dos receptores

canabindides CBe do PPARu, levando ao aumento da transcrigdo destes.

Figado: Acgéo reversiva

- Extrato de folha de manga: apresentou efeitos contra o estresse oxidativo com
diminuicdo da peroxidacao lipidica e do IHS, e aumentou atividade de SOD e expressao
génica de HSP72. O extrato demonstrou potencial anti-inflamatério com reducdo da
expressdo dos genes NFkB e TNF-a. Além disso, interferiu na transcrigdo dos receptores
PPAR« ¢ CB; promovendo, respectivamente, aumento e reducdo destes.

- Mangiferina: aumentou a atividade da SOD e diminuiu o IHS. Esta xantona
desempenhou atividade anti-inflamatéria com diminuicdo da expressédo e da concentracdo
de TNFa e redugdo da atividade e do mRNA de NF«kB (p65). A mangiferina, assim como

0 extrato, alterou a expresséo génica dos receptores EBARe com redugdo ¢ aumento

destes, respectivamente.
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- Mangiferina + GW9662: a administracdo do antagonista do receptor PPAR levou a uma
diminuicdo da atividade da SOD, ao aumento da atividade de NFxB (p65) e da
concentracdo e expressao génica de “N&a reducdo do mRNA de PPAR-a. Diante

disto, acredita-se que a mangiferina possa ser um agonista do receptor PPAR, visto que na
presenca do antagonista os efeitos exercidos pela mangiferina foram interrompidos.

- Mangiferina + Rimonabanto: a presenca do antagonista do receptor @Bou a
diminui¢do do IHS, aumento da atividade de NFkB (p65) e diminui¢do da expresSsSao

génica do receptor PPAR-

- Mangiferina + GW9662 + Rimonabanto:a administracdo de ambos os antagonistas
levou a diminui¢ao de IHS, aumento da transcricdo de NFkB, TNF-a, PPAR ¢ HSP72 ¢ da
atividade de NFxB (p65). Estes resultados sdo semelhantes ao desempenhado pela
administracdo isolada do GW9662 favorecendo a idéia de que a acdo da mangiferina

envolve o receptor PPAR.

Cérebro: Acao protetora

- Extrato de folha de manga:reduziu a peroxidacao lipidica, aumentou a expressao
génica de HSP72 e apresentou tendéncia em aumentar a SOD, demonstrando o efeito
benéfico do extrato na prevencao do estresse oxidativo. Além disso, este agiu sobre genes
inflamatérios com redugdo da transcricdo de NFkB e TNF-a e diminuiu a atividade de

NF«B (p65). A administragdo do extrato aumentou a expressao génica do receptor PPAR-a
favorecendo sua ac¢ao anti-inflamatdria, visto que a ativacdo destes receptores inibi a via de
sinalizagao de NFkB.

- Mangiferina: verificou-se que este composto bioativo da Mangifera indica apresentou os
mesmos efeitos que o extrato no cérebro dos animais, com excecdo da diminuicdo da
expressao génica de TNfpodendo indicar que o extrato foi mais eficiente no controle da

inflamacgéo.

Cérebro: Acao reversiva

- Extrato de folha de manga: o tratamento com o0 extrato promoveu atividade
antioxidante, com aumento da atividade da SOD, aumento da HSP72 e diminuigao da
peroxidacéo lipidica. Além disso, exerceu atividade anti-inflamatéria com diminuigdo da
transcricdo do gene TN&-O extrato interferiu na expressao dos receptores CB; e PPAR-

a, com diminui¢do e aumento destes, respectivamente, reforcando a agéo anti-inflamatoria

do extrato, visto que estes receptores estdo diretamente ligados a sinalizacdo de NF«kB.
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- Mangiferina: a acédo desta xantona foi semelhante ao verificado com a administracao do
extrato. No entanto, esta n&o interferiu na expresséo dos receptereERBR 0.

- Mangiferina + GW9662: a administracao do antagonista do receptor PRARwverteu

a acao da mangiferina, com aumento da expressao génica e concentracaocogdeldmF-

de apresentar tendéncia em aumentar a peroxidacao lipidica. Este dado reforca novamente
que esta xantona possa exercer sua acao anti-inflamatoria via sinalizacéo de PPAR.

- Mangiferina + Rimonabanto: a administracdo do antagonista do receptor; CB
promoveu diminuicdo da peroxidacéo lipidica e aumento da atividade da SOD e do mRNA
da HSP72, desempenhando, portanto, atividade antioxidante. Com relacdo aos genes
inflamatoérios apesar de ter aumentado a expressdo do mRNA de: ENfe- NFkB
promoveu a diminui¢do da atividade de NFxB (p65). Além disso, demonstrou exercer

efeitos sobre a expressdo dos genegs € BPARe, com aumento da transcricdo destes
receptores.

- Mangiferina + GW9662 + Rimonabanto:a administracdo de ambos o0s antagonistas
interferiu de forma semelhante de quando estes foram oferecidos de maneira isolada

levando ao aumento da expressao génica ded &NINFkB.

O presente estudo demonstrou que a ingestdo da dieta de cafeteria, por periodo
curto de tempo, exerceu efeitos pro-oxidativos e inflamatérios no figado e cérebro de ratos,
sendo estes revertidos pela administracdo do extrato da folha de Mangifera indica L,
variedade Uba, e da mangiferina. Além disso, o estudo demonstrou que a acdo anti-
inflamatdria da mangiferina ocorre via sinalizacdo do receptor PPAR, visto que o bloqueio
destes reverteu a acao desta xantona.
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