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antes do modelo, a mangiferina atua sob a via de NF-kB impedindo a
continuidade do processo inflamatério.
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Resumo

Introducdo — E crescente o interesse cientifico no desenvolvimento de
fitoterapicos; destacando-se a Manga (Mangifera indica) com estudos que
comprovam suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Nesse
contexto tornam-se necessarias investigacbfes sobre a sua eficacia como
alternativas terapéuticas € necessaria. Objetivos — Padronizar e caracterizar o
extrato alcodlico (extrato bruto-EB) de folhas de Mangifera indica (manga) e
fracdo acetato de etila (AE) e avaliar os efeitos de citotoxicidade, angiogénese,
antioxidante e anti-inflamatério em modelo de peritonite. Material e Métodos —
EB de folhas secas de Mangifera indica foi obtido por percolagao, e a fracdo AE
preparada com EB removendo-se a parte organica. EB e AE foram submetidos
a andlise qualitativa e por cromatografia (HPTLC e HPLC) para identificacdo de
compostos. A citoxicidade foi avaliada in vitro por hemolise, e in vivo pelo teste
da membrana corioalantoide de ovo de Gallus gallus, também analisada em
relacdo a angiogénese. O efeito anti-inflamatorio foi avaliado em ratos da
linhagem Wistar, com seis semanas, incluindo Grupo Controle: sem peritonite;
Grupo Induzido: com peritonite por endotoxinas (PIE); Grupo PIE+TAE: PIE
tratado com AE (TAE). Realizou-se a andlise de leucécitos no lavado
peritoneal, além de citocinas, proteina C reativa (PCR) e anexina Al em
intestino e plasma, assim como, fator nuclear kappa B (NF-kB) no mesotélio
por imunomarcagéo e densitometria. Admitiu-se um nivel de significancia para
valor P<0,05. Resultados — Saponinas, flavonoides, taninos e alcaloides foram
detectados em ambos os extratos, com alcaloides em maior concentracdo em

EB (115 pg/mL; AE = 53,158 ug/mL. A atividade antioxidante de AE e EB foi
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91% e 89,4%, respectivamente. A analise por HTPLC mostrou catequina,
quercetina, acido galico e berberina, em ambos os extratos. Mangiferina foi
observada em alta concentracdo, particularmente, em EB 10% (3.055,43
ug/mL; AE=1.170,34 ug/mL. A citotoxicidade foi menor para AE, comparada a
EB in vitro, assim como, in vivo. Notou-se maior concentracdo de vasos
sanguineos nas membranas corioalantoides que receberam EB, comparado a
AE e controles (P<0,001). O lavado peritoneal no Grupo PIE+TAE mostrou
valor reduzido de proteina quimiotatica de mondcitos -1 (MCP-1), comparado a
PIE (P<0,01). No plasma, o mesmo foi observado para todas as citocinas pro-
inflamatorias (P<0,001). A interleucina-10 (IL-10), anti-inflamatéria, mostrou
semelhanca entre os Grupos PIE e PIE+TAE, em lavado e plasma (P>0,05),
mas aumento em PIE+TAE, versus controle (P<0,05), e PIE no plasma
(P<0,001). Houve reducéo no nivel sérico de PCR no PIE+TAE (2,6£1,09mg/L;
PIE=12,1+4,47mg/L, assim como, leucécitos na cavidade peritoneal (P<0,05).
PIE mostrou aumento de NF-kB versus PIE+TAE (P<0,05) e controle
(P<0,001). A expressao da anexina Al aumentou em PIE e PIE+TAE
(P<0,001) no mesentério, enquanto no intestino aumentou em PIE (P<0,05) e
diminuiu para PIE+TAE, versus controle (P<0,001). Concluséo — A fragdo AE
de extrato de folhas de Mangifera indica destaca-se com baixa citotoxicidade,
assim como, também de angiogénese; maior atividade antioxidante e ambos
pela presenca de compostos bioativos. Ressalta-se a capacidade anti-
inflamatoria da fragdo AE no tratamento de peritonite em modelo animal. Este
estudo contribui no esclarecimento das propriedades e efeitos de Mangifera

indica e permiti ampliar as propostas de sua aplicacdo terapéutica.
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Abstract

Introduction - The scientific interest on the development of phytotherapeutics
is growing, highlighting Mango (Mangifera indica) according to studies proving
its anti-inflammatory and antioxidant properties; therefore new investigations on
its effectiveness as therapeutic alternatives are necessary. Objectives- To
standardize a as well as to characterize the alcoholic extract (crude extract-EB)
of Mangifera indica (mango) leaves and ethyl acetate (AE) fraction, and to
evaluate their cytotoxicity, angiogenesis, antioxidant and anti-inflammatory
effects. Material and Methods - EB from dried leaves of Mangifera indica was
obtained by percolation, and the AE fraction prepared with EB by removing the
organic part. EB and AE were submitted to qualitative analysis and by
chromatography (HPTLC and HPLC) for identification of compounds. The
cytotoxicity was evaluated in vitro by hemolysis, and in vivo by Gallus gallus
egg chorioallantoid membrane test, also analyzed for angiogenesis. The anti-
inflammatory effect was evaluated in 6-week-old Wistar rats, including Control
Group: without peritonitis; Induced Group: with endotoxin peritonitis (PIE);
PIE+TAE Group: PIE treated with AE (TAE). Analysis of leukocytes in the
peritoneal lavage was performed, as well as cytokines, C-reactive protein (CRP)
and annexin Al in intestine and plasma, and nuclear factor kappa B (NF-kB) in
the mesothelium by immunolabeling and densitometry. Significance level was
admitted for P-value <0.05. Results - Saponins, flavonoids, tannins and
alkaloids were detected in both extracts, with alkaloids in higher concentration

in EB (115 pg/mL; AE = 53,158 pg/mL. The antioxidant activity of AE and EB
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was 91% and 89.4%, respectively. HTPLC analysis showed catechin, quercetin,
gallic acid and berberine in both extracts. Mangiferin was observed in high
concentration particularly in EB 10% (3,055.43 ug/mL; AE=1,170.34 ug/mL.
Cytotoxicity was lower for AE as compared to EB in vitro as well as in vivo.
Higher concentration of blood vessels was noted in the chorioallantoid
membranes that received EB, compared to AE and controls (P<0.001).
Peritoneal lavage in the PIE+TAE Group showed reduced value of monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), compared to PIE (P<0.01). In plasma, the
same was observed for all pro-inflammatory cytokines (P<0.001). The anti-
inflammatory interleukin-10 (IL-10) showed similarity between PIE and
PIE+TAE Groups, in lavage and plasma (P>0.05), but increase in PIE+TAE,
versus control (P<0.05), and PIE in plasma (P<0.001). There was a reduction in
serum CRP level in PIE+TAE (2.6£1.09mg/L; PIE=12.1+4.47mg/L, as well as
leukocytes in the peritoneal cavity (P<0.05). PIE showed increased NF-kB
versus PIE+TAE (P<0.05) and control (P<0.001). Annexin Al expression
increased in PIE and PIE+TAE groups (P<0.001) in the mesentery, while in the
intestine it increased in PIE (P<0.05) and decreased for PIE+TAE, versus
control (P<0.001). Conclusion - Fraction AE of Mangifera indica leaf extract
stands out with low cytotoxicity, as well as low angiogenesis, higher antioxidant
activity and both due to the presence of bioactive compounds. The anti-
inflammatory capacity of the AE fraction can be point out in the treatment of
peritonitis in an animal model. This study has provided insight into the
properties and effects of Mangifera indica and allowed the widening of the

possibilities for its therapeutic application.
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INTRODUCAO

1. Introducéao

1.1 O Processo Inflamatério e a Peritonite

O processo inflamatoério € uma resposta complexa do organismo animal a
qualquer dano, causado por lesdo ou infeccdo. Apresenta como sinais
classicos calor, rubor, inchaco, dor e perda da funcdo. Este processo
caracteriza-se por vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e
extravasamento de leucdcitos, dentre outros sintomas. Apesar da inflamacéo
ser uma resposta protetora do organismo, se exacerbada, pode causar lesdes
teciduais e ocasionar perda de funcéo @

Nesse contexto, destacam-se mediadores moleculares, tais como,
citocinas, sendo as principais as interleucinas (IL)-183, IL-6, IL-10, o fator de
necrose tumoral (TNF)-a e a quimiocina proteina quimiotatica de mondcitos-
(MCP)-1. 4249 Estes mediadores s&o inicialmente liberados por células que
captam moléculas relacionadas a infeccdo por patdgenos ou dano celular
conhecidos, respectivamente, como padrées moleculares associados a
patébgenos (PAMPS/MAMPS) e a danos (DAMPS). Endotélios e leucécitos
reconhecem PAMPS e DAMPS por possuirem nas membranas receptores de
reconhecimento padréo (PRRs). ©

O lipopolissacarideo (LPS) encontrado na membrana externa da parede
celular de Escherichia coli € um exemplo de PAMP. Reconhecido por

receptores Toll (TLR), um PRR encontrado em diversos endotélios, promove

cascatas de eventos intracelulares que induzem a liberacdo de mediadores



inflamatorios por essas células, causando o inicio de inflamagdo com atracdo
de leucécitos. 457

Ressalta-se que as citocinas sdo peptideos estimulados antigenicamente,
que atuam na prépria célula produtora (a¢do autécrina), em células proximas
(acdo paracrina) ou em células distantes (acdo endodcrina), sendo as
interleucinas produzidas por leucdcitos. As citocinas iniciam suas acdes pela
ligacdo aos receptores de membrana especificos nas células alvo. Sinais
externos regulam a expressdo de receptores de citocinas as respostas
celulares e para a maioria das citocinas constituem em alteracbes na
expressdo génica em células-alvo. ®

Vérias citocinas e quimiocinas participam do processo inflamatério, entre
elas o TNF-a, uma citocina produzida por macréfagos, células T, células natural
killer (NK) e mastocitos. A ligacdo do TNF-a aos seus receptores ativa fatores
de transcricdo dentre eles Fator Nuclear Kappa B (NF-kB), além de atrair e
ativar neutrofilos e mastocitos. J& o MCP-1, € uma quimiocina, que atrai
macréfagos e mastécitos e regula a migracdo de leucécitos do sangue para 0s
tecidos mediante ativacéo de integrinas dos leucécitos. ©

A IL-1B apresenta funcdo semelhante ao TNF, atua em conjunto na
imunidade natural e adquirida e o seu efeito depende da sua concentragcao no
local. Por meio da ligacdo a receptores de membrana, também pode ativar a
via do NF-kB e estimular linfécitos. Outra citocina importante em respostas
inflamatorias agudas com acdo local e sistémica € a IL-6, sintetizada por
fagodcitos, entre outros tipos celulares. Induz a sintese de uma variedade de

outros mediadores inflamatdérios; estimula a producéo de neutrofilos na medula



Ossea; expande e ativa células T; promove a diferenciacdo de células T
produtoras de IL-17 e a maturacéo de células B. Diferentemente, a IL-10 é uma
citocina anti-inflamatéria inibidora de macrofagos, reguladora de reacdes
inflamatorias, produzida por tipo celulares né&o linfonoidais, como o0s
queratindcitos. ¥

Adicionalmente, outros mediadores iniciam alteracées na concentracdo de
algumas proteinas plasmaticas, também chamadas reagentes de fase aguda,
como por exemplo, a proteina C reativa (PCR), que é liberada pelos
hepatocitos apds a estimulacdo pelas citocinas pro-inflamatérias (IL-1p e IL-6)
e liberadas para a corrente sanguinea. A avaliacdo das concentracfes destas
proteinas plasmaticas proporciona uma valiosa informacdo sobre as doencas
inflamatorias, e pode ser utilizada ndo apenas para diagnéstico, mas também
para monitoracdo da evolucao e resposta ao tratamento. ©

Destaca-se, ainda, a proteina anexina Alque induz morte de neutrdéfilos e
impede o extravasamento desses, de carater anti-inflamatorio e expresso em
diversos tipos celulares, dentre eles leucdcitos, exceto o linfocito B. Apresenta
sitios de ligacdo para calcio e fosfolipidios de membrana, est4 envolvida na
inibicdo da sintese de eicosanoides e fosfolipase A2 induzida por
glicocorticoides.®® Ressalta-se a ampla utilizacdo da anexina Al
em experimentos envolvendo inflamac&o."? Outro aspecto interessante
a se considerar é que a sua expressao pode ser modulada pela administracéo
de fitoterapicos. 12

Nesse contexto, para estudo do processo inflamatério foram

estabelecidos modelos sem necessidade de inducdo de infec¢cbes por



microrganismos, como inducdo de inflamacdo por endotoxinas que ativam
PRRs. Entre as condicdes inflamatdrias facilmente induziveis esta a peritonite,
uma inflamacdo da cavidade peritoneal que causa irritacdo nos 0Orgaos
gastrointestinais (Figura 1). Nesse caso, € comumente usado o modelo de
peritonite induzido por LPS, composto por trés componentes: o lipidio A
(porcao principal hidrofébica que responde pela maior parte dos efeitos
imunomoduladores), o niicleo de oligossacarideo e o antigeno O. ®

No modelo, a toxina é injetada no peritbnio de animais saudaveis e
reconhecida pelo TLR-4 presente no endotélio que recobre essa cavidade. &7
Nesse caso, ha envolvimento de macréfagos e de um complexo receptor
formado por a) TLR4; b) duas glicoproteinas solUveis secretadas MD-2
(proteina mieldide de diferenciacdo-2) que funcionam como um correceptor
extracelular do TLR4, e c) o CD14 (cluster of differentation = grupamento de
diferenciacdo 14), uma proteina componente do sistema imune inato
encontrado tanto na forma sollivel como na superficie celular, que finaliza a
sequéncia de transferéncia para o complexo TLR4/MD-2. Ap6s a ligacdo do
LPS ao complexo, ocorre a dimerizagéo do receptor composta por TLR4, MD-2

e LPS, desencadeando a ativacdo da cascata de sinalizacdo. ("
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Figura 1: llustracdo do processo inflamatério na  peritonite.
(http://www.medicalexhibits.com). **

Para controlar inflamacfes exacerbadas ou cronicas, anti-inflamatérios
esteroides sdo comumente ministrados, no entanto, esses mediadores causam
diversos efeitos colaterais a longo prazo como obesidade, glaucoma, catarata,
osteoporose, hipercoagulabilidade do sangue, perda de célcio, entre outros.®®
Nesse sentido, a pesquisa por novas estratégias terapéuticas tem sido
ampliada e os fitoterapicos ganham cada vez mais destaque. Em estudos
realizados no modelo de peritonite induzida por LPS, trataram camundongos
com fracdo de Jabuticaba-de-cip6 (Polygala sabulosa), enquanto outro propés
o tratamento com extrato de folhas de Roma (Punica granatum) em ratos. Em
ambos os trabalhos, nos grupos tratados com extratos fitoterapicos, via
gavagem intragastrica, houve reducdo da inflamagdo nos parédmetros
analisados, como quantificagdo de leucocitos extravasados para a cavidade e

citocinas inflamatérias. ¢4


http://www.medicalexhibits.com/

1.2 Fitoterapia e Atividade Anti-Inflamatéria de Mangifera indica

Para o tratamento de inflamacBes, o uso de plantas medicinais pela
populacdo, em geral, como terapia alternativa para muitas doencas é secular.
Contudo, o interesse cientifico em comprovar a eficacia das ervas medicinais e
desenvolver fitoterapicos aumentou significativamente em todo o mundo nos
dltimos anos. *® Varias plantas na forma de extratos, decoccdo ou 6leos
essenciais como passiflora, guaco, espinheira-santa, isoflavona-de-soja,
barbatimdo, entre outros sdo indicadas na Medicina popular como anti-
inflamatoérias, antimicrobianas, cicatrizantes, antioxidantes e antitumorais. ")

A atividade farmacoldgica dos fitoterapicos, geralmente, € ocasionada
pela presenca de compostos do metabolismo secundario (produtos naturais)
das plantas. As principais classes desses metabdlitos sédo terpenos, compostos
sintetizados na via do acido mevalonico e compostos fendlicos sintetizados a
partir do &cido malbnico. Destacam-se entre as subclasses de fendis
cumarinas, flavonoides, xantonas e &cidos aromaticos. Assim como, 0S
compostos nitrogenados, sintetizados a partir de aminoacidos, sendo o0s
alcaloides a principal subclasse (Figura 2). ™® As funcdes biolégicas destes
compostos ocorrem por interagdo com receptores ou enzimas animais, e

consequente inibicdo de rotas de sinalizacdo molecular.
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Figura 2. Visdo simplificada das principais rotas de biossintese dos trés

grupos de metabdlitos secundarios do carbono. Adaptado de Taiz et al. *®

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de diferentes
condicBes clinicas é uma pratica comum e, atualmente, alguns medicamentos
fitoterapicos estdo disponiveis na rede farmacéutica e nas instituicbes de
satude. 719 Nesse contexto, tém sido ampliadas as investigacdes sobre a
eficacia de fitoterdpicos como alternativas ou adjuvantes no tratamento de
diferentes doencas.

Dentre as plantas promissoras destaca-se a Mangifera indica (manga) da
familia Anarcadiaceae, composta por 76 géneros e 600 espécies, com
producdo concentrada na Asia, seguida pela América e Africa. A manga é rica
em minerais essenciais para o homem como célcio, potassio, magnésio, ferro e
zinco, além de fibras e vitaminas diversas. %?Y Também apresenta terpenos,
polifenois e alcaloides, entre outros compostos, sendo considerada uma das
frutas com maior valor nutricional. ?%?? Pesquisas tém comprovado as
propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, antitumorais e antioxidantes
da Mangifera indica. ®*?¥ Contudo, ainda sdo escassos os estudos envolvendo
extracao alcoodlica e fragbes em testes anti-inflamatoérios in vitro e in vivo, visto

gue as investigacdes, em geral, trabalham com sua extragcao aquosa. 25)



A mangiferina € um composto polifenol, uma xantona C- glicosilada (2-C-
b-D-glicopirasonil-1,3,6,7-tetrahidroxi-xantona), encontrada em diversas
espécies de manga. Reconhecidamente, compfe grande porcentagem dos
compostos fendlicos da Mangifera indica, sendo detectada no fruto, casca e
folha, dentre outros 6rgdos vegetais. ®® Os estudos sobre a mangiferina foram
iniciados , em 1956, quando foi isolada por Shun Iseda e, em 1968, teve sua
estrutura confirmada por meio da técnica de ressonancia magnética nuclear
(RMN), por Haynes e Taylor. ¢"

Devido aos seus atributos, hoje a mangiferina € isolada e comercializada
na forma de fitoterapico. E utilizada como um suplemento alimentar e
cosmeético, em diversas formas: comprimidos, suspensdo oral, pomadas e
afins, com extracdo aquosa denominada VIMANG®. Em Cuba é administrada
para tratar diversas doencas, principalmente estresse e doencas inflamatérias,
com eficacia demonstrada em testes e ensaios pré-clinicos. ¢>28-%9)

Na década de 70, foi reconhecido inicialmente o efeito da mangiferina na
reducado do processo oxidativo. *® Em amplo levantamento de literatura sobre
esse composto (1968-2022) foram registrados 987 artigos publicados. No
entanto, os estudos da mangiferina e inflamagéao iniciaram-se em 2004, com a
citacdo da acdo da molécula na expressao de macrofagos e de diversos genes
ligados ao NF-«kB.®?

A mangiferina age contra os efeitos nocivos de radicais livres, atuando em
tratamentos preventivos e ou terapéuticos com acdo em diversos 6rgaos ou
tecidos como neurdnios, coracao, figado, rins e estdbmago. Doadores de

elétrons séo capazes de inibir o processo de oxidacao por meio da inativacao



10

de radicais livres, como anions superoxidos e radicais de peréxidos, tornando
as moléculas estaveis ou criando complexos antioxidantes. 2

Destaca-se também o efeito anti-inflamatério da mangiferina pela sua
relacdo com NF-kB, que representa uma familia de fatores de transcricdo
induziveis, capazes de regular genes envolvidos na resposta imune e
inflamatéria (controle da proliferacéo celular e apoptose).®? A ativacdo de NF-
kKB depende da acdo do complexo IKK (I kappa B quinase) formado por IKKa e
IKKB e uma subunidade reguladora denominado modulador essencial NF-kB
(NEMO) ou IKKy. A fosforilacdo de IKB desencadeia a degradacdo da
subunidade IKBa e a translocagao nuclear de NF-kB. No nucleo NF-kB
promove a transcricAdo de genes de resposta imune, como citocinas
inflamatérias que, depois sdo liberadas pela célula. ©?

No processo inflamatorio, a mangiferina atua sob o complexo de IKK,
bloqueando a fosforilacdo e degradacdo da subunidade IKBa e, assim,
impedindo a ativacdo da via NF-kB (Figura 3). > Adicionalmente, bloqueia o
TNF que ativa NF-kB e inibe também sua ativagéo induzida por outros agentes

inflamatorios. %37
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Figura 3. llustragéo simplificada da via de sinalizag&o do fator nuclear kappa B
(NF-kB), com a modulacdo da mangiferina. (TLR — Receptores Toll-Like, IKKy —
Complexo enzimatico I-kappa B quinase, P — Fosforilagdo, Ub — Ubiquitinacao,
NF-kB- Fator Nuclear Kappa B, IL 10— Interleucina 10, IL 8 — Interleucina 8, IL
1B — Interleucina 1 Beta, TNF-a- Fator de Necrose Tumoral Alfa, COX2 -
Ciclooxigenase 2 e ANXAL — Anexina Al).

Diante do exposto, a caracterizacdo fitoquimica e citotoxica e o
reconhecimento das propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes do extrato
de folhas de Mangifera indica, em modelo animal de peritonite, poderéo
esclarecer seus efeitos fitoterapicos e contribui no desenvolvimento de novas

formulacdes e opc¢des terapéuticas.
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OBJETIVOS

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Padronizar e caracterizar o extrato alcodlico de folhas de Mangifera

indica e avaliar os efeitos da sua administragdo em modelo de peritonite.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar compostos fitoquimicos no extrato bruto (EB) de folhas de
Mangifera indica.

2. Avaliar a atividade antioxidante de EB e fracdo de acetato de etila
(AE).

3. Quantificar compostos fitoquimicos em EB e fracdo AE.

4. Avaliar o efeito citotoxico in vitro e in vivo em membrana
corioalantoide de ovos fertilizados de Gallus gallus expostos ao extrato EB e
fracdo AE.

5. No modelo de peritonite induzida por LPS e tratamento com fracao
AE: analisar a expressao da proteina anti-inflamatoria anexina A1 (mesentério
e intestino) e NF-kB (intestino), dosar PCR no soro, bem como, mediadores
pro-inflamatorios (MCP- 1, TNF-q, IL-1B e IL-6) e citocina anti-inflamatoria IL-10

no lavado peritoneal e plasma.
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MATERIAL E METODOS

3. Material e Métodos

3.1 Aspectos Eticos

Os procedimentos experimentais foram realizados na Unidade de
Pesquisa Experimental (UDPE-UNIFIPA) e conduzidos de acordo com as
normas da Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA-UNIFIPA)

aprovacao N° 02/20 (Anexol).

3.2 Infraestrutura e Coleta de Dados

Os procedimentos foram realizados na UDPE, nos Laboratérios
Multidisciplinares | e Il e Laboratorio de Cirurgia Experimental da UNIFIPA-
Catanduva; no Laboratério Multiusuario (LMU) da Faculdade de Medicina de
S&o José do Rio Preto (FAMERP), e na Central Analitica — Instituto de Quimica

da Universidade de Sdo Paulo (1Q-USP).

3.3 Métodos de Avaliacao

3.3.1 Obtencao de extrato alcodlico e fracdo de acetato de etila

As folhas de Mangifera indica foram obtidas do Horto do Centro
Universitario Padre Albino (UNIFIPA), Catanduva, SP, em 25 de fevereiro 2020
pela manha. A arvore apresentava alguns frutos e brotos de folhas, tendo sua
exsicata depositada no herbario Irina Delanova Gemtchujnicov-Botu, n® 34712.

O extrato bruto (EB) foi obtido por percolagdo, com o uso de 20 g das folhas
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secas e trituradas e 100 mL de &lcool de cereais. ApOs a extracao liquido-
sélido, o alcool foi retirado utilizando o rotaevaporador a 40° C.

O extrato bruto obtido foi colocado na proporcdo 1:1 com o solvente
acetato de etila (AE). ApoOs 24h no escuro, retirou-se a parte organica e a

mistura foi reeluida em 1 mL de agua destilada, resultando na fracédo AE.

3.3.2 Identificacdo de taninos totais

Para a andlise de taninos totais utilizou-se cloreto férrico, acetato de
chumbo e acetato de cobre. Para a reacao de cloreto férrico, em um tubo de
ensaio foi colocado 1 mL da solucdo extrativa, 5 mL de agua destilada e uma
gota de cloreto férrico 2% (escorrendo-o pela parede do tubo). Na reacdo com
acetato de chumbo, 1 mL do extrato foi diluido a uma proporcédo 1:5, na qual
foram adicionadas duas gotas de solucdo aquosa de acetato neutro de chumbo
a 10%. A reacdo de acetato de cobre foi realizada com 1 mL da solucéo
extrativa diluida na proporcédo de 1:5 e duas gotas de solucdo de acetato de
cobre a 5%.

A presenca de taninos galicos (hidrolisaveis) foi identificada pela reacéo
de acetado de chumbo e &cido acético glacial, composta por 3 mL do EB e
adicionados 2 mL de acido acético glacial a 10% e 3 mL da solucao de acetato
de chumbo a 10%. A presenca de taninos catequimicos foi verificada pela
reacao com Reativo de Wasicky, pela eliminacdo do precipitado da reacdo com
acetato de cobre, por filtracdo, e utilizacdo do filtrado, no qual foi adicionado 0,5
mL de solugédo polimetilaminobenzaldeildo. E, a seguir, foram detectados

visualmente pela alteracdo de cor do precipitado.
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3.3.3 Identificacdo de saponinas

A reacdo de Rosenthalen constituiu-se de 5 mL do EB e duas gotas de
solucéo de vanilina a 1% em acido cloridrico. O extrato no volume de 1 mL foi
agitado bruto para observar a obtencdo de espuma, indicando a presenca de

saponinas.

3.3.4 Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

Foram identificados flavonoides pela reacdo de Shinoda e utilizacdo de
cloreto de aluminio, cloreto férrico e hidroxido de sédio. Na reacédo de Shinoda
utilizou-se 5 mL de EB em um tubo de ensaio, contendo raspas de magnésio
metalico. A seguir, foi acrescentado 1 mL de acido cloridrico. Identificou-se
presenca de flavonoides pela reacdo com cloreto de aluminio, na qual foi usado
papel de filtro e sobre ele depositadas duas gotas do extrato. Apds secagem,
foi colocada uma gota de solucdo de cloreto de aluminio 5% em etanol. A
seguir, o papel foi observado sob luz ultravioleta. Para a reagdo com cloreto
férrico, o extrato foi diluido com &gua na proporcao de 1:5, em seguida 5 mL
foram colocados em tubo de ensaio. Apds, foi adicionada, pela parede do tubo,
1 gota de cloreto férrico a 1%. A reagdo com hidréxido de soédio constituiu-se
de 5 mL do extrato na proporcdo de 1.5, e duas gotas de NaOH a 5%. Os
resultados foram observados, verificando-se as precipitacdes com alteracao de
cor na presenca dos compostos.

As amostras de EB e AE foram analisadas pelo método de Folin-
Ciocalteu, utilizando acido galico (1274 - Dinamica) para construcdo da curva

padrao (0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL) com carbonato de sodio (NaCO3) a 10%
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(1,5 mL) e Folin-Ciocalteu (0,5 mL) como reagentes reveladores colorimétricos
da curva e das amostras para leitura em espectrofotdmetro a 760 nm. ©®

A guantificacdo de compostos fendis do tipo flavonoides foi determinada
por meio da reacdo estavel que forma o cloreto de aluminio (AICIl3) a esses
compostos. Para isso, foi utilizada a quercetina (Q4951 - Sigma) para
construcdo da curva padrédo (diluicdo seriada a partir de 0,25 pg/mL até 0,0156
pug/mL). A leitura da mistura de 1 mL das diferentes concentragcdes da curva, ou
1 mL das amostras adicionadas a 1 mL de solugéo alcéolica de AICI; a 2% foi

realizada 415 nm em espectrofotometro. %%

3.3.5 Identificacéo e quantificacdo de alcaloides

Para analise de alcaloides no EB foram utilizados os reagentes de
Sheibler, Bourchardat, Mayer e Dragendorff, trés gotas adicionados em 1 mL
do extrato e 1 mL de agua, em tubos de ensaio individuais. Alcaloides que
passaram para uma porcao cloroférmica, apds alcalinizacdo com NaOH 2N
foram revelados pelo reagente verde de bromocresol dissolvido em solugéo
tamponada a pH 4,7 com acido citrico. Uma curva (40; 60; 80; 100; 120; 140
pHg/mL) de comparacéo foi realizada com atropina (A0123 — Sigma) e analisada

em espectrofotdmetro a 470nm. (639

3.3.6 Avaliacéo da atividade antioxidante
A atividade antioxidante do extrato (EB e AE) foi determinada pela
capacidade de sequestro de radicais livres, com o uso de 2,2-difenil-1-picril-

hidrazil (DPPH). Na presenca de um antioxidante a coloragdo purpura do
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DPPH decai, permitindo a leitura por espectrofotbmetro. Apds adicdo de
solucdo de DPPH, as amostras foram mantidas ao abrigo da luz durante 30
minutos para posterior leitura em espectrofotometro a 520 nm. A atividade
antioxidante foi expressa como o percentual de inibicdo do radical DPPH
(AA%) e em termos de CE50 (concentracdo minima necessaria para o
antioxidante reduzir em 50% da concentracdo inicial do DPPH). As

determinacdes foram realizadas em triplicata. “%

3.3.7 Perfil cromatogréafico dos extratos

HPTLC

Analises de taninos (acido galico), flavonoide (quercetina), alcaloides
(berberina), catequina e mangiferina no EB e na fracdo AE, foram realizadas
por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC — high
performance thin layer chromatography), com o aplicador automatico CAMAG
Linomat 5 (Lab. Multidisciplinar 1I/UNIFIPA), com gas N (60 psi) e em placas
delgadas (0,2 mm) de silica 10X10 cm (Ref. 818333 - Macherey-
Nagel/Alemanha - ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254). O método de aplicacao foi
0 mesmo para todas as andlises, utilizando-se seringa da marca Hamilton de
tamanho 100 pL, velocidade da dosagem 50 nL/s, pré dosagem de descarte de
0,2 uL, bandas feitas com aplicagao de 10 uL e tamanho de 8 mm e distancia
entre bandas de 5 mm.

A catequina (C1251 - Sigma) foi utilizada na diluicdo de 500 pg/mL em

metanol e a fase movel acetato de etila / tolueno / metanol (70:30:10). A leitura
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foi realizada sob luz UV e posteriormente com revelador préprio para
catequinas, sendo constituido de 1% de vanilina diluida em solucdo de 30% de
acido acético em acido fosforico. Adicionou-se 30 mL da solucdo a 70 mL de
etanol, e o revelador foi entdo vaporizado na placa que permaneceu em estufa
a 70 °C por 15 minutos.

O padrao flavonoide utilizado para comparacdo cromatografica foi a
quercetina (Q4951 - Sigma) na diluicdo de 100 ug/mL em metanol. Utilizou-se
na fase movel tolueno / acetato de etila / &cido formico (5:4:0,2). A leitura foi
realizada sob luz UV e posteriormente, com o revelador préprio de flavonoides
NP-PEG a 1% vaporizado na placa.

O padréao de tanino utilizado para comparacéo cromatogréafica foi o acido
galico (1274 - Dinamica) na diluicdo de 100 ug/mL em metanol. A fase mével
foi a mesma descrita para flavonoides, com leitura realizada sob luz UV e
posteriormente, com o revelador proprio de taninos vaporizado na placa, o
FeCls a 0,5%.

Para pesquisa de alcaloides, o padrdo utilizado para comparacao foi a
berberina (B2151 - Sigma), na diluigdo 100 uyg/mL em metanol. A fase mével
utilizada foi tolueno / acetato de etila / metanol / acido formico (6:6:2:1). A
leitura foi realizada sob luz UV e, posteriormente, com revelador de alcaloides
Dragendorff a 1%.

Finalmente, para detectar a presenca de mangiferina (M3547 - Sigma)
na diluicdo de 1pg/MI em metanol; a fase movel utilizada foi acetato de etila /

acido aceético / acido férmico/ agua (15:4:4:2). Na placa, a ordem das bandas
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sempre se iniciou pelos padrbes, extrato bruto e acetato de etila a 50% em

metanol (diluicdo para facilitar a eluicdo na fase movel).

HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - high performance
liquid chromatography) foi realizada no EB e na fragdo AE para andlise de
mangiferina. Para isso realizou-se uma curva de mangiferina, pelo IQ-USP, em
modo gradiente, equipado com uma coluna ACE Generix C18 (ACGEN-5C182-
1546); tamanho: 15 cm; didametro interno: 4,6 mm; tamanho da particula: 5um.
A metodologia adotada foi fluxo das bombas: 1 mL/min; volume injetado: 10 pL;
comprimento de onda (nm): 258; fase movel: Solvente A — H,O 0,1% &cido
trifluoracético, Solvente B - acetonitrila; modo isocratico: 10%. A temperatura
da coluna foi de 40 °C e o tempo de corrida de 15 min. A curva da mangiferina
foi realizada a partir de 500 pg/mL em diluicdo seriada (5X), a fim de quantificar

esse composto nos extratos. Y

3.3.8 Avaliacéao de citotoxicidade

A citotoxicidade foi analisada in vitro, em suspensdes de 1 mL de
hemécias com adicdo de 1 mL das concentracdes de EB e fracdo de AE diluido
em solucéo glicosiladas crescentes (10%, 20%, 50%, 70% e 100%). Para o
controle positivo foi colocado 1 mL da suspensdo de hemécias no tubo de
ensaio e adicionado 1 mL da solucéo glicosilada, enquanto no negativo utilizou-
se 1 mL da suspenséo de hemacias e 1 mL de triton. A leitura da absorbancia

foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm, “? o controle positivo (1.950
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Absorbancia). Para comparacdo dos valores de citotoxicidade foi calculado o

coeficiente de correlacao de Pearson.

3.3.9 Ensaio da membrana corioalantoide (CAM): efeito toxicoldgico
e na angiogénese

O teste CAM (chorioallantoic membrane assay) avaliou o efeito
toxicoldgico de EB e fracdo AE. Os testes in vivo foram realizados em ovos
fertilizados de Gallus gallus (galinha), incubados a temperatura de 38°C e
umidade relativa de 45 a 65% por 3 dias. Os procedimentos experimentais
foram realizados nos Laboratorios Multidisciplinares da UNIFIPA e conduzidos
de acordo com as normas da Comissdo de Etica para o Uso de Animais
(CEUA- UNIFIPA- protocolo de aprovacao 09/21).

Ovos embrionados (N=15) foram distribuidos em: Grupo Controle - ovos
permaneceram fechados, sem intervencdes; Grupo Sham - os ovos injetados
com PBS (solugéo salina tamponada com fosfato, injetado na camara de ar);
Grupos Tratados - receberam 100 pL do extrato de folha de manga em
diferentes concentragdes. A casca dos ovos foi perfurada na regido da camara
de ar para administracdo do PBS ou do extrato, apés o orificio foi selado com
parafiime. No terceiro dia (72h) de incubacéo, a casca do ovo ao redor da
camara de ar foi removida, para avaliagdo da vascularizacdo na membrana
corioalantoide e o desenvolvimento morfolégico do embrido. 3

Todos os embrides foram fotografados e nas imagens adicionou-se

intersec¢gbes padronizadas de 3 mm. Os vasos localizados nas intersecc¢des

das linhas foram quantificados para comparagao. *©
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3.3.10 Modelo de peritonite, protocolo de tratamento e avaliacdo

Ratos da linhagem Wistar, com seis semanas de idade, foram obtidos da
Unidade Didatica e de Pesquisa Experimental (UDPE), UNIFIPA. Os animais
foram divididos em trés grupos (n=5/grupo): Grupo Controle - sem peritonite;
Grupo Induzido - com peritonite induzida por endotoxina (LPS) e sem
tratamento (PIE); Grupo Tratado - com peritonite e submetido ao tratamento
com fracdo acetato de etila (PIE+TAE). Os animais foram mantidos em gaiolas,
em ambiente com temperatura controlada (22 a 25 °C), com agua e racédo ad
libitum. Os procedimentos experimentais foram acompanhados pelo veterinario
da instituicdo e conduzidos de acordo com as normas da CEUA-UNIFIPA
(protocolo de aprovacédo 02/20) (Anexol).

A peritonite foi induzida com 1 mg de LPS diluido em 0,5 mL de PBS e
aplicado intraperitonealmente (i.p.)." O Grupo Tratado recebeu por gavagem
1 mL de solucdo de extrato fragcdo acetato de etila na concentracdo de 10%,
que foi indicada pelos testes de citotoxicidade in vitro e in vivo 1h antes da
inducdo. Apés quatro horas, os animais foram eutanasiados por dose
excessiva do anestésico inalatério isoflurano. @ A pele do abdome foi retirada e
com uma seringa adicionou-se, i,p, 4 mL de PBS, seguido de massagem no
abdome. Realizou-se uma pequena incisdo logo abaixo do externo para
retirada do lavado peritoneal, que foi centrifugado a 1500 RPM durante 10 min.
Apols, o excesso de PBS foi retirado e congelado e o pellet ressuspendido em
900 uL de PBS e 100 pL de Turk para quantificacdo das ceélulas inflamatorias
(mondécitos e neutréfilos) em camara de Neubauer (valores como namero de

células x 10*/mL. O sangue foi coletado através de puncdo cardiaca e
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centrifugado para obtencéo do plasma que foi armazenado a ‘80 °C. O intestino
foi retirado e uma parte armazenada a 80 °C, e o restante mantido em formol a
4% para a confeccdo de laminas histologicas; 0 mesmo processo aconteceu

com o0 mesentério.

3.3.11 Analise de proteina C reativa - PCR

Para dosagem sérica da PCR, foi utilizado o kit PCR Turbiquest MAX
(Labtest/Brasil; Cat. n°® 3002). Foi preparada solugdo com 800 uL do Reagente
1 (tampao) e 200 uL do Reagente 2 (solugdo com anti-PCR) do kit, seguido da
adicdo de 10 uL do soro dos animais de todos os grupos ou do padrao (Calibra
PCR MAX - Labtest/Brasil; Cat. n° 3003). A leitura foi realizada em

espectrofotometro a 546 nm.

3.3.12 Andlise de citocinas

Para avaliar a inflamacéo foi realizada a quantificacdo das citocinas pro-
inflamatérias MCP-1, TNF-a, IL-1B e IL-6, assim como IL-10 com func¢&o anti-
inflamatéria. Adicionou-se ao liquido obtido do lavado peritoneal e no plasma
sanguineo, inibidores de protease e fosfatase, utilizando o Kit MILLIPLEX MAP
de citocinas de rato (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA). As
analises foram realizadas no equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore
Corporation, EUA) do Laboratério Multiusuario da FAMERP. As beads
magneéticas, solucbes controles, tampéo de lavagem, soro matriz e padrbes
foram preparados conforme as instrugcbes descritas no RECYTMAG-65K

Milliplex MAP Kit (Millipore).
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3.3.13 Analise de anexina Al

A anexina Al (AnxAl) foi analisada pela técnica de Western blotting.
Fragmentos do mesentério e intestino foram macerados em nitrogénio liquido e
colocados em eppendorfs, seguido da adicdo de 650 uL da solucdo de inibidor
de proteases (Protease Inhibitor Cocktail Set I, Millipore Corporation, EUA) e
fosfatases (PhosphoSafe, Novagen, Millipore Corporation, EUA), segundo as
instrucdes do fabricante. O material foi incubado por 20 minutos, a 40°C, sob
agitacao constante, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm, por 10 minutos, a
4°C, sendo o sobrenadante coletado e congelado a "80°C.

A determinacdo da concentracdo de proteinas presentes no
sobrenadante foi obtida por ensaio de Bradford (Biorad, Hemel Hempsted, UK)
e ajustada para 2 mg/mL. Uma aliquota foi misturada (1:1) com 2X loading
buffer (Tris base a 125 mM, pH 6,8, contendo mercaptoetanol a 10%, dodecil
sulfato de so6dio a 4%, glicerol a 20%, azul de bromofenol a 0,1%) e
desnaturada em agua a 100°C por 5 minutos. As amostras (20 mg de proteina
por poco) e marcadores de peso molecular foram separados em gel SDS-
PAGE (dodecil sulfato de sédio a 10% — gel de poliacrilamida a 10%) e,
posteriormente, transferidas para membrana de nitrocelulose. A proteina
AnxAl foi detectada utilizando-se o anticorpo primario anti-AnxA1l (1:1000) (Life
Technologies). O sinal foi amplificado utilizando anticorpos secundarios anti-
rabbit IgG HRP conjugado (Promega/EUA; Cat. n°® W401B) e o produto da
reagao visualizado com revelagdo em DAB (Kit DAB, Invitrogen). A AnxAl foi

quantificada por densitometria (unidades arbitrarias de 0 a 255) no analisador
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de imagens (software Leica Image Analysis). O anticorpo tubulina (1:500)

(Sigma/EUA; Cat. n°® T9026) foi usado como controle.

3.3.14 Analise de NF-kB

Os cortes histologicos do intestino dos animais em espessura de 3 pm,
depositados em laminas silanizadas, passaram por recuperacdo antigénica,
blogueio da peroxidase enddgena e dos sitios inespecificos. Em seguida, foram
incubados por uma hora com o anti-NF-kB (Abcam/Reino Unido; Cat. n°
ab7970) na diluicdo de 1:500 em camara umida a temperatura ambiente. Apos
isso, foram incubados com o anticorpo secundario (kit Leica/Alemanha;
Novolink Ref. RE7150K), revelados em substrato DAB e contracorados com
hematoxilina. Para controle da reacdo foi omitido o anticorpo primario. As
analises das imunomarcacoes da proteina foram realizadas no nucleo das
células do tecido mesotelial que reveste o intestino, por densitometria as cegas
(unidades arbitrarias de 0 a 255) pelo programa analisador de imagem Leica

Image Analysis.

3.4 Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise descritiva e determinacdo da
normalidade. Para distribuicdo normal foi usada a Analise de Variancia
(ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Todos os valores foram expressos
como média + S.E.M. (erro padrdo da média). E a Correlacdo de Pearson foi

calculado usando software estatistico R (versdo 2.14.0; R Foundation for
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Statistical Computing, Vienna, Austria). Admitiu-se nivel de significancia para

valor P<0,05.
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4. Resultados

4.1 Fitoquimicos de Interesse Farmacoldgico com Atividades Antioxidante
e Anti-Inflamatoria em EB e AE

Os testes fitoquimicos qualitativos em amostras de EB e fracdo AE
detectaram saponinas, terpenos, alcaloides e compostos fendlicos, dentre eles,
flavonoides e taninos (Tabela 1). A analise de testes quantitativos de polifendis
totais, flavonoides e alcaloides para ambos os extratos é apresentada na
Tabela 2, com destaque para compostos nitrogenados como alcaloides totais
em ambos os extratos, particularmente em EB (115 pg/mL; AE = 53,158
pg/mL).

A atividade antioxidante de AE e EB foram 91% e 89,4%,
respectivamente. As analises por cromatografia confirmaram a presenca de
catequinas (Figuras 4 A-B), flavonoides, dentre eles, a quercetina (Figuras 4 C-
D), taninos (Figuras 4 E-F), como o acido gélico, e alcaloides (Figuras 4 G-H),

incluindo a berberina.
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Tabela 1. Compostos quimicos presentes no extrato bruto de folhas de
Mangifera indica por testes fitoquimicos qualitativos.

TESTES Positivo Negativo
Identificacdo de Terpenos

Saponinas X

Reacao de Burchard X

Teste de Sesquiterpenos X

Teste para Triterpenos Esteroides X

Identificacdo de Compostos Fendlicos

Cloreto Feérrico X
Reacao com Cloreto de Aluminio X
Hidroxido de Sadio X
Reacao de Shinoda X
Identificacdo Genérica de Taninos
Acetato Neutro de Chumbo X
Acetato de Cobre X

Identificac&o Especifica para Taninos

Taninos Gélicos (hidrolisaveis) X
Taninos Catequimicos X
Identificacdo de Cumarinas X

Identificac&o de Alcaloides

Reacao de Bouchardat

Reacao de Dragendorff

Reacao de Mayer

X| X| X| X

Reacé&o de Sheibler
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Tabela 2. Compostos quimicos presentes no extrato bruto de folhas de
Mangifera indica (EB) e na fracdo de acetato de etila (AE), detectados por
testes fitoquimicos quantitativos.

Terpenos Compostos Fenolicos Compostos

nitrogenados

Sesquiterpenos Polifenois  Flavonoides Totais  Cumarinas Alcaloides
(Presenca) Totais
EB + 4,63 pg/mL 3,9 pg/mL + 115 pg/mL
AE + 4,63 pg/mL 2,4 ug/mL + 53,158 pg/mL

(A)

Eluentes: Acetato de Etila/ Tolueno/
Metanol/ Ac. Férmico (70:30:10:5)
Revelador Vanilina 1% em solugéo
etandlica com H3PO4( 15%)
Eluentes: tolueno/ Acetato de Etila/
Ac. Férmico (5:4:0,2)
Revelador: NP-PEG 1%

Eluentes: Tolueno/Acetato de Etila/
Ac. Férmico (5:4:0,2)
Revelador: FeCI3 0,5%
Eluentes: Tolueno/ Acetato de Etila/
Revelador: Dragendorff 1%

Metanol/ Ac.Férmico ( 6:6:3:0,2)

Figura 4. Compostos quimicos presentes no extrato bruto de folhas de
Mangifera indica (Puro) e na fracdo de acetato de etila (AE) (setas), detectados
por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC): catequina
(A-B), quercetina (C-D); acido galico (E-F); berberina (G-H).
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4.2 Mangiferina é o Principal Composto em AE
A analise por HPLC mostrou em EB, concentracdo de mangiferina a

3.055,43 ug/mL e na fracdo AE 1.170,34 ug/mL (Figura 5).

Resultado da quantificacdo de Mangiferina a partir da Fracdo Acetato de Etila do Extrato da M. indica
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Figura 5. Concentragdo de mangiferina na fracdo acetato de etila do extrato
bruto de folhas de Mangifera indica. O cromatograma (cromatografia liquida de
alta eficiéncia — HPLC) indica que, nessa absorbancia ha 1.170,34 ug/ml de
mangiferina, sendo o principal pico de composto da solucéo extrativa.
4.3 AE é Menos Citotoxico que EB

A analise de citotoxicidade in vitro por hemdlise, nas amostras de EB e
AE nas concentragbes de 2%, 4%, 6%, 8% e 10% mostrou menor
citotoxicidade para a fragdo AE, comparado a EB (p<0,01) (Figura 6). A andlise
in vivo de ambos os extratos a 10% pelo teste CAM comparado ao controle,
mostrou menor citotoxicidade para AE demonstrado pela formacéo de vasos e
embrido. Houve menor concentragdo de vasos sanguineos nas membranas

corioalantoides que receberam AE e Controle comparado a EB (P<0,001, para

ambos). (Figura 7).
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Figura 6. Curva de citotoxicidade in vitro de (EB) extrato bruto de folhas de
Mangifera indica e (AE) extrato acetato de etila.
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Figura 7. Analise da membrana corioalantoide (CAM) em Gallus gallus. (A)
Controle — Ovo que recebeu soro. (B) Ovo exposto ao extrato bruto (EB) a 10
%. (C) Ovo submetido a fracdo acetato de etila (AE) a 10 %. (D) Concentragao
de vasos sanguineos em membranas corioalantoides expostas a EB, AE e
controle.
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4.4 Tratamento com AE Reduz Parametros Inflamatérios em Modelo
de Peritonite in Vivo

A analise das amostras de lavado peritoneal de ratos com peritonite
induzida por endotoxinas (PIE), assim como, do plasma mostrou,
respectivamente, valores aumentados das citocinas pro-inflamatérias, em
relacdo ao Grupo Controle, incluindo MCP-1 (P<0,001, para ambos), TNF-a
(P<0,05; P<0,001), IL-1B (P<0,01; P<0,001) e IL-6 (P<0,05; P<0,001). (Figuras
8A-H). Por outro lado, o grupo tratado com AE (PIE+TAE) apresentou valor
reduzido de MCP-1 no lavado peritoneal, comparado aquele sem tratamento
(PIE) (P<0,01; Figura 7A), enquanto a analise comparativa para as demais
citocinas pro-inflamatérias mostrou semelhanca entre os grupos (P>0,05;
Figuras 8C, E, G). Entretanto, no Grupo PIE+TAE houve aumento nos niveis
de MCP-1, TNF-a e IL-1B para amostras de lavado, comparado ao Grupo
Controle (Figuras 8A, C, E; P<0,05).

Em contrapartida, a andlise das citocinas pré-inflamatérias no plasma
mostrou niveis reduzidos de MCP-1, TNF-q, IL-18 e IL-6 no Grupo PIE+TAE,
comparado a PIE (P<0,001; Figuras 8B, D, F, H). Essas citocinas, exceto
TNF-a, apresentaram valores aumentados no plasma para o Grupo PIE+TAE,
comparado ao Grupo Controle (P<0,05; P<0,001; P<0,05; Figuras 8B,F,H,
respectivamente).

Em relagdo a IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, observou-se
semelhanca entre os Grupos PIE e PIE+TAE, tanto no lavado peritoneal
(P>0,05; Figura 8 I), como no plasma (P>0,05; Figura 8J). Por outro lado,

houve aumento de IL-10 no Grupo PIE+TAE, comparado ao Grupo Controle,
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tanto no lavado peritoneal como no plasma (P<0,05; Figuras 8 I-J). Ressalta-
se, ainda, aumento no plasma de IL-10 no Grupo PIE em relacdo ao Grupo
Controle (P<0,001; Figura 8J).

Adicionalmente, observou-se reducdo significante no nivel sérico de
PCR no Grupo PIE+TAE (2,6 + 1,1mg/L), comparado ao Grupo PIE (12,1 +
4,5mg/L; P<0,05), que apresentou também valores aumentados em relacdo ao
Grupo Controle (0,10 + 0,0mg/L; P<0,01; Figura 9).

O Grupo PIE+TAE reduziu, ainda, o extravasamento de mondcitos e
neutroéfilos para a cavidade peritoneal comparado, respectivamente, ao Grupo
PIE (P<0,05, para ambos; Figuras 10A-B) que mostrou valores aumentados em
relacdo ao Grupo Controle (P<0,01 e P<0,001). Além disso, para os neutrdfilos
observou-se também valores aumentados no Grupo PIE+TAE, comparado ao

Grupo Controle (P<0,01; Figura 10B).
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Figura 8. Nivel de citocinas no lavado peritoneal e plasma, respectivamente,
em animais com peritonite induzida por endotoxinas (PIE) e grupo com
peritonite tratado com acetato de etila (PIE+TAE), e grupo controle. (A, B)
MCP-1; (C, D) TNF-q; (E, F) IL-1B; (G, H) IL-6; (I, J) IL-10. MCP-1= proteina
fator
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IL=interleucina.

-1; TNF-a=

de necrose tumoral alfa;



37

20- p <0,01 p<0,05
b === 3 Controle

u &8 PIE
D 154
g O PIE+TAE
©
g 104
‘0
"
S 5
o e —

0

Figura 9. Nivel plasmatico da proteina C reativa (PCR) em animais com

peritonite induzida por endotoxinas (PIE) e grupo com peritonite tratado com
acetato de etila (PIE+TAE), e grupo controle.

F-=<RS 0.01_

e

e ooy
I <0,001 <Q.05
80+ P TR § - -
. "p 1 "E 1 =3 Controle
£ 201 £ o B PIE
-~ - PIE+TAE
> 1.5 < 3 PIE+
£ 1.0 | 2 4] |
.g ] E
2 3 204
0.54 ——1— 2
0.0 04

Figura 10. Nivel de leucécitos no peritdnio de animais com peritonite induzida
por endotoxinas (PIE) e grupo com peritonite tratado com acetato de etila
(PIE+TAE), e grupo controle. (A) Mondcitos extravasados para a cavidade
peritoneal. (B) Polimorfos nucleados extravasados para a cavidade peritoneal.

A expressdo da anexina Al clivada (33 kDa) foi detectada no
sobrenadante de macerados do mesentério (Figura 11A) e do intestino (Figura
11B). No mesentério, a expressdo da proteina aumentou em relagdo ao
controle nos grupos PIE (P<0,001) e PIE+TAE (P<0,001) que mostrou aumento

também comparado a PIE (P<0,05) (Figura 11D). No intestino, a proteina
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comparada ao grupo controle, aumentou a expressdao em PIE (P<0,05) e
diminuiu no Grupo PIE+TAE (P<0,001), cujos valores mostraram-se reduzidos
em relacdo a PIE (P<0,001) (Figura 11F). A expressédo da proteina tubulina
(controle da reacao) foi semelhante em todos os grupos, tanto no mesentério

(Figura 11C), quanto no intestino (Figura 11D).
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Figura 11. Andlise da anexina Al clivada (AnxAl) por Western blotting. (A)
Mesotélio; (B) Intestino; (C) a-tubulina usada como controle no mesentério; (D)
no intestino; (E). Representacdo da imunomarcac¢do da AnxAl no mesenteério;
e (F) no intestino. PIE = grupo com peritonite induzida por endotoxinas;
PIE+TAE = grupo com peritonite tratado com acetato de etila.

Pela andlise imuno-histoquimica observou-se a expressdo do NF-kB no
ndcleo das células mesoteliais (Figura 12A-C). A imunomarcacao nuclear de
NF-kB presentou-se aumentada no Grupo PIE, em relacdo ao controle
(P<0,001) e ao Grupo PIE+TAE (P<0,05), cujos valores mostraram-se
aumentados em relagdo ao grupo controle (P<0,001; Figura 12E). A
especificidade da imunomarcacdo foi comprovada pela auséncia de

imunorreatividade no controle da reacao (Figura 12D).
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Figura 12. Andlise da imunomarcacado do fator nuclear kappa B (NF-kB) no
ndcleo de células mesoteliais de animais (controle - A), no grupo com peritonite
induzida por endotoxinas (PIE - B), e no grupo com PIE e tratamento com
acetato de etila (PIE+TAE - C). (D) Imunorreatividade confirmada pelo controle
de reacdo com auséncia do anticorpo primario. Setas indicam nucleos das
células mesoteliais. (E) Densitometria do NF-kB no nucleo celular.




40

DISCUSSAO




41

DISCUSSAO

5. Discussao

Neste estudo, primeiramente, fez-se necessario padronizar e
caracterizar os compostos presentes na solucdo extrativa de Mangifera indica
para determinamos 0S compostos de interesse farmacologico. Assim,
realizamos analises fitoquimicos qualitativos, quantitativos, HPTLC e HPLC.
Identificamos saponinas, terpenos, sesquisterpenos, compostos fendlicos,
flavonoides, taninos e alcaloides totais, além de quercetina, acido galico,
catequina e berberina. As andlises quantitativas indicaram as mesmas
concentracfes de polifendis em EB e AE e concentracbes menores, mas
importantes, de flavonoides totais e alcaloides totais.

Ha referéncia de sesquisterpernos no 6leo essencial extraido de folhas
de manga. Além disso, observou-se também alcaloides, taninos e saponina no
extrato alcéolico. 4% Varios compostos com a extracdo aquosa de folhas de
Mangifera indica foram identificados, entre eles, flavonoides como a
quercetina® também detectados, neste estudo na extracdo etandlica.
Adicionalmente, destaca-se a presenca de mangiferina, acido galico e
quercetina por HPLC. “®

Ressalta-se que a catequina, composto encontrado na solucéo extrativa
neste trabalho por HPTLC, atua na inibicdo da inflamagdo do intestino e
estabiliza a flora intestinal, devido & sua acéo antioxidante. “” Os resultados
ora apresentados, utilizando metodologia quantitativa corroboram com o0s
referidos autores, mesmo diante da utilizagdo do método qualitativo.

Ha referéncia ainda de um estudo com Folin—Ciocalteu, que quantificou
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46,30 mg/g de polifendis totais no extrato alcodlico de folhas, “®

em
concordancia com o valor de 4,36 ug/mL ora apresentado.

Ainda, o composto de maior interesse, a mangiferina que é anti-
inflamatoria, antioxidante, antiproliferativa, antimutagénica e antidiabética,
apresentou maior concentracdo nas solucdes extrativas por HPLC. Esse
composto foi observado com o0 mesmo método de extracdo também em outros
trabalhos. “°Y Neste estudo, a atividade antioxidante foi avaliada por DPPH,
correspondendo a 89,4% e 91% nas amostras de EB e AE, respectivamente.
Um estudo com extrato alcodlico de Mangifera indica mostrou 80% de atividade
antioxidante. “® Assim, nossos resultados s&o similares aos encontrados em
outras extracdes e demonstram alto valor antioxidante.

Para avaliar a seguranca na utilizacdo dos extratos in vivo, realizamos
testes de citotoxicidade in vitro em varias concentracdes (2-10%) de EB e AE,
por meio da analise da hemodlise e ambos demostraram baixa citotoxicidade.
Para confirmar este resultado realizamos o ensaio in vivo com a membrana
corioalantéide (CAM). ®® O ensaio CAM é um modelo bem estabelecido para
avaliar os potenciais angiogénicos, anti-inflamatérios, irritantes e embriotoxicos
de produtos naturais e sintéticos, terapéuticas, formulacées e cosméticos. %53
Nesta investigacdo tanto EB como AE foram inoculados nas cadmaras de ar dos
ovos a 10%, e apo6s 72h ndo foram observadas anomalias ou alteragbes na
angiogénese. Entretanto, EB promoveu aumento da angiogénese, mas AE
manteve este parametro similar ao controle, portanto, considerado seguro.

Um estudo realizou teste de viabilidade celular (MTT), que € utilizado para

avaliar a citotoxidade em linfécitos B cancerigenos de pacientes com leucemia
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linfoide crbnica e doadores saudaveis, apés 24h de exposicdo das células
cancerigenas e saudaveis ao extrato aquoso de Mangifera indica. Houve
reducdo de 40% das células cancerigenas, com a manutencdo das células
saudaveis. ®* Ainda, outro estudo com Garcinia brasiliensis usou metodologia
similar de extracdo e definicdo para concentracdo e percentual de fitoterapico
em modelo animal com AE para avaliacéo de citotoxicidade. ®

Neste estudo, AE mostrou menor citotoxicidade que EB além de ter a
atividade antioxidante maior e compostos farmacoldgicos de interesse. Esta
fracdo foi selecionada para ser utilizada como o tratamento de peritonite
induzida por LPS em modelo animal. Ressalta-se que o LPS aplicado na
cavidade intraperitoneal € reconhecido pelo receptor Toll-like 4, que traduz
sinais intracelulares por meio da via de sinalizacdo e ativa os fatores de
transcricio como o do NF-kB. Reconhecidamente, esse fator induz a
expressédo dos genes que codificam e aceleram a inflamacéo, liberando os
mediadores pré-inflamatério e ocasionando a peritonite. ©

No grupo com peritonite induzida e tratado com AE a 10%, nossos
resultados mostraram aumento de MCP-1 no grupo induzido (PIE) e reducao
no grupo tratado (PIE+TAE), que se mostrou semelhante ao grupo controle no
lavado. Por outro lado, no plasma observou-se aumento de MCP-1
principalmente em PIE em relagdo a TAE, e ambos comparado ao controle.
Possivelmente este resultado ocorreu pela acdo da mangiferina na via do NF-
kB que sera discutido adiante. ®® MCP-1 trata-se de uma quimiocina que

regula a migracdo de mondcitos, © a reducdo deste mecanismo de acdo
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inflamatoria contribuiu para reduzir o extravasamento de mondcitos, também
avaliado nesse estudo.

Houve aumento de TNF-a e IL-1B no lavado, nos grupos induzido e
tratado, comparado ao controle. Esses resultados s&do discordantes da
literatura, em que a mangiferina suprime a acéo dessas citocinas, devido a sua
atuacdo na via do NF-kB. E possivel que a baixa dosagem utilizada, tenha sido
ineficaz com resultados divergentes de outros estudos. 48 33 no plasma
houve reducédo da atuacdo de TNF-a no grupo tratado, com semelhanca ao
controle, enquanto o grupo induzido mostrou valor aumentado em relacdo a
ambos o0s grupos. Para a IL-1B houve aumento principalmente no grupo
induzido, com diferenca significante comparado a TAE, e ambos diferentes do
controle. Uma investigacdo em modelo de edema com administracdo do
VIMANG®, um fitoterapico obtido a partir da extracdo aquosa de M. indica,
mostrou reducdo da circulacdo de TNF-a. ®® Nesse caso, por possuir ligacdes
na molécula com c-glicosil e poli-hidroxi a exposicdo a este fitoterdpico
contribui para a reducdo do estresse oxidativo e eliminacdo de radicais livres,
reduzindo a acdo de TNF-a e IL-1B, ©®® além de agir de maneira dose
dependente. ©©

Para a citocina IL-6 do lavado, houve aumento apenas no grupo induzido
em relacdo ao controle. Por outro lado, no plasma, o grupo induzido mostrou
aumento em relagcdo aos grupos controle e tratado, que apresentaram
semelhanca entre si. Esses resultados corroboram estudos que relatam acéo
da mangiferina que dimunui IL-6 de maneira dose-dependente Y e sua

atuacdo na inibicho da ativacdo classica de macrofagos através da
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desregulacdo da expresséao do fator regulador interferon 5. ®? Outros estudos
destacam NF-kB e NLRP3 (pyrin domain-containing protein 3), que regulam a
liberacdo de citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6. ¥ Neste estudo, o fator anti-
inflamatorio IL-10 no lavado mostrou aumento apenas no grupo tratado em
relacdo ao controle, sugerindo uma tentativa de resolucdo do processo
inflamatorio. Ressalta-se, nesse caso, ja valores reduzidos de MCP-1,TNF-a e
IL-18, no grupo TAE, embora também sem significancia ao grupo induzido.
Contudo, IL-6 mostrou reducédo tanto no lavado como no plasma em relagdo ao
controle. Contata-se a eficacia de TAE na regulacdo do processo inflamatério.
No plasma houve aumento no grupo induzido em relacdo ao controle, no
entanto, com semelhanca entre induzido e tratado. Isso demonstra a
divergéncia entre a acdo em termos local e sistémica, provavelmente pela
duracdo do estudo. Ha relatos na literatura que mostram a atuacdo da
mangiferina em IL-10, devido & sua regulacdo na via NF-kB.®® também que a
proteina anexina Al estimula IL-10, sendo seus resultados semelhantes entre
si e IL-10 por ter acdo apoptética em neutréfilos atua na reducdo do seu
extravasamento na cavidade peritoneal, como visto neste estudo. ©¢®
Observamos, ainda, aumento da PCR sérica no grupo induzido e
diminuicdo no grupo tratado que se mostrou semelhante ao controle. Isso
confirma a presenca de inflamacéo aguda que, entretanto, pode ser controlada
pelo tratamento com a fracdo AE. Um estudo avaliou o uso da PCR como
marcador para prognostico de pacientes admitidos por insuficiéncia cardiaca
descompensada e comprovou-se que quanto maior o valor, maior a

probabilidade de 6bito, podendo entdo ser considerado um marcador
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confiavel. ®® Assim, nossa proposta de tratamento mostrou que a fracdo AE de
folnas de M. indica foi capaz de reduzir a inflamacdo aguda na regido da
aplicacao, por meio do controle da transmigracéo leucocitaria, reducéo de PCR
e modulacédo de citocinas pro e anti-inflamatorias.

Outro importante mediador inflamatorio que mostrou modulacdo pelo
tratamento com AE foi a proteina anti-inflamatéria anexina Al (AnxAl). No
grupo induzido com LPS e sem tratamento ocorreu aumento da proteina, com
relacdo ao grupo controle. Esse aumento esta relacionado ao processo natural
do organismo de combate a inflamacdo, como j4 observado em estudos de
uveite induzida por LPS. %6569 Além disso, a auséncia da AnxAl endégena
provocou o aumento do influxo de neutrdfilos e a exacerbacdo do processo
inflamatorio em diferentes modelos de inflamacdo com animais nocaute para a
AnxA1.0:10126768) Nosso trabalho, devido & presenca de AnxAl no mesentério,
indica também a reducdo da transmigracdo de neutréfilos e mondcitos
extravasados.

O tratamento com AE alterou a expressdao da AnxAl de maneira
diferencial, com aumento no sobrenadante do macerado do peritonio e
concomitante reducdo no macerado do intestino; o que pode estar relacionado
a atuacdo mais rapida e local da proteina no periténio, induzida pelo AE. Um
estudo mostrou que a AnxAl pode desempenhar diferentes papéis na
sinalizacdo do inflamassoma NLRP3 com base em sua localizagdo intra ou
extracelular e tipo celular. Nos neutrdéfilos, a AnxAl endogena € essencial para

ativar a maquinaria do NLRP3 e liberar IL-13, mas, uma vez no microambiente
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extracelular, atua no controle da liberacdo dessa citocina e consequente
resposta inflamatéria.®®

Estudos mostram que o uso de ervas medicinais e compostos bioativos
de plantas aumentam a expressdo da AnxAl e potencializam sua acéo anti-
inflamatéria.®®"°"® O uso de fitoterapicos pode reduzir a expressdo da
proteina, o que indica uma via de regulacdo da inflamacéo independente da
AnxA1.MY Destaca-se neste estudo ambas acées dependendo do seu local de
atuacdo. O uso de piperlongumina que é um alcaloide amida constituinte do
fruto da pimenta longa, promoveu aumento da acdo da AnxAl e manteve 0s
niveis da proteina elevados no processo inflamatorio pulmonar induzido por
benzopireno e na uveite induzida por LPS ©®. O presente estudo corrobora
estes achados, tendo em vista a acado local e eficaz da AE na inflamacéo aguda
do peritbnio, com ativacdo da AnxAl.

Ressalta-se também neste estudo o aumento da ativacdo de NF-kB no
grupo induzido e reducéo da ativacédo no grupo tratado, ambos significantes em
relagdo ao controle no nudcleo das células mesoteliais. Corroboram outras
pesquisas, indicando que a mangiferina suprime a via classica e a via
alternativa de ativacédo do NF-kB, ®*37°573) com atuacdo no complexo de IKK.
Desse modo, é impedida a fosforilacdo e a translocacdo de NF-kB para o
nacleo e, consequentemente, a continuidade da via. Além de mangiferina,
outros compostos, como o acido galico, também identificado em AE tem
importante efeito inibidor sobre o NF-kB. Um estudo com Vimang®, mangiferina

e acido galico, demonstrou reducéo significativa na expressao dos genes alvos
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do NF-kB (IL-6 entre outros), "*"™ o que pode explicar os mecanismos de acéo
de AE no processo inflamatorio, a ser ainda esclarecido.

Concluindo, este estudo confirma a potencialidade terapéutica do
extrato de Mangifera indica para o desenvolvimento de futuros medicamentos
anti-inflamatoérios. Nesse contexto, a Figura 13 ilustra as etapas desenvolvidas
no estudo e a sinalizacdo dos mecanismos inflamatérios em modelo animal,
indicando a possibilidade de controle da via inflamatéria diante das

propriedades fitoterapicas de M. indica.
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Figura 13. Atuacédo da fracdo acetato de etila (AE) no modelo de peritonite.
1 - Aplicacdo do modelo de peritonite induzido por lipopolissacarideo (LPS)
intra-peritoneal. 2 - Receptor Toll like 4 (TLR4) do mesotélio da cavidade
reconhece LPS e deflagra o processo inflamatério pela ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB. 3 - Ocorre a liberagéo de citocinas e mediadores pro-
inflamatorios no peritbnio e circulante. 4 - Extravasamento de leucocitos no
peritdnio. Quando aplicamos a AE 1h antes do modelo, a mangiferina atua sob
a via de NF-kB impedindo a continuidade do processo inflamatdrio.
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6. Conclusbes

Este estudo contribui no esclarecimento das propriedades e efeitos de
Mangifera indica e permite ampliar as propostas de sua aplicacao terapéutica,
tendo em vista as conclusdes apresentadas.

1 - A composicao fitoquimica de EB alcodlico de folhas de Mangifera
indica inclui saponinas, terpenos, alcaloides, compostos fendlicos, dentre eles,
flavonoides e taninos, assim como catequinas, quercetina, acido galico,
berberina e mangiferina.

2 - Mangifera indica apresenta atividade antioxidante, com destaque
para a fracdo de acetato de etila, também identificada no extrato bruto
alcodlico.

3 - Polifenois e flavonoides detectados em EB e AE, assim como,
alcaloides e mangiferina, com destaque em EB, confirmam o carater
antioxidante, antimicrobiano, antitumoral e anti-inflamatério de Mangifera
indica.

4 - Ressalta-se a baixa citotoxicidade de folhas de Mangifera indica com
destaque para a fracdo de acetato de etila, comparada ao extrato bruto, tanto
em ensaios in vitro como in vivo.

5 - Mangifera indica, representada pela fracdo AE, é eficaz na regulacéo
do processo inflamatério (peritonite induzida por LPS), envolvendo controle de

leucécitos, reducdo de NF-kB e citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e
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quimiocina MCP-1), e aumento de IL-10 de carater anti-inflamatorio, assim

como, AnXAl que apresenta diferencial na atuacao local e sistémica.
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8. Anexos

Anexo 1 — Certificado de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA).

- CENTRO UNIVERSITARIO PADRE ALBINO i
MANTIDO PELA FUNDACAD PADRE ALBING C E LI A

Rua dos Estudanies, 225 - CEP I15809-144 - Catanduwva-5P | L —

- —

CERTIFICADG
NEOXM0

Certificamos que a3 proposta intimlada  “Perfil  Fiteguimice,
microbiolégice e citetéxico do extrato alcoslico de folhas da Manga ( Mangifera indica)
como alternativa terapéutica em proceszos inflamatdrios”, registrada com o Numers 0220,
sob & responsabilidade de Prof.”. Dr”, Ana Paula Girel — que envolve 2 produgdo, manutengio
ou ufilizagdo de anmimais pertencentes ac Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa clentifica — enconfra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de §
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julko de 2009, & com as normas editadas
pelo Conzelho Macional de Controle de Expenmentagio Ammal (CONCEA), e fm
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do Centro
Universitane Padre Albine — UNIFIPA, em reunido de 24/03/2020.

Fmalidade { ) Ensimo { x) Pesquiza Creniifica
Vigencia da sutonizagio 01/04/2020 2 3171272021
Espécie’ Linhagem' Raga Rarmus novergicus” Wistar

W° de ammais 15

Peso/Idade 200-300g

Sexo Féameas

COrigem Bioteno UNIFIPA

Catzndwrva (SP), 24 de Margo de 2020.
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