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Resumo



A artrite reumatoide (AR) é uma doenga crénica com importante potencial de causar
comorbidades resultantes de atividades inflamatdrias cumulativas, e que tem contribuido
muito para o aumento das taxas de incapacitacdo e mortalidade dos pacientes. Dentre as
opgdes terapéuticas hoje existentes para o tratamento da AR, as drogas anti-inflamatérias
nao-esteroidais (DAINEs) ainda tém papel importante na terapéutica da doenga, sendo
amplamente utilizadas pelos pacientes, principalmente para aliviar a dor e a rigidez. No
entanto, essa classe de medicamentos causa muitos efeitos adversos gastrointestinais,
como dispepsia, azia, nauseas e vomitos, e seu uso € uma das causas mais comuns de
Ulceras pépticas. A mangiferina (uma xantona glicosilada extraida principalmente da casca
de Mangifera indica L.) é o principal componente de um extrato aquoso produzido a partir da
casca da mangueira, e tendo em vista a acao anti-inflamatéria apresentada por ela no
modelo de periodontite em ratos realizado por nosso grupo de pesquisa e também pela agcao
gastroprotetora deste composto descrita na literatura, este trabalho avaliou o potencial efeito
antiartritico e cicatrizante gastrico da mangiferina em modelos animais, analisando também
alguns parametros de toxicidade para assegurar sua eficacia e seguranca de uso como
potencial droga para o tratamento desta doencga. A AR foi induzida em ratos por injecao de
emulsdo de colageno com adjuvante completo de Freund. Apesar da baixa incidéncia de
artrite em ratos através deste modelo, foi possivel obter AR em 60 a 70% dos animais.
Devido ao amplo uso de DAINEs, potentes causadoras de Uulceras gastrointestinais, por
pacientes acometidos pela AR, neste projeto inovou-se ao propor um modelo experimental
que induziu ulcera gastrica por acido acético nos animais artriticos, para observar o efeito
cicatrizante gastrico da mangiferina em animais com AR. Apés 14 dias de tratamento com
mangiferina nos animais com AR, observou-se ligeiro aumento na area de lesdo da mucosa
gastrica nos animais do grupo tratado com mangiferina e do grupo tratado com ibuprofeno,
em relacao ao grupo controle, embora essa diferenca ndo tenha sido significativa. Nos
grupos tratados com mangiferina e ibuprofeno também foi observado aumento significativo
nos niveis de atividade da enzima mieloperoxidase, indicando maior inflamacao e infiltragcao
de neutrdfilos no tecido. Na avaliacao da artrite, ndo foi observada nenhuma alteragcdo no
volume das patas dos animais artriticos tratados com mangiferina ou ibuprofeno em relacao
aos animais do grupo controle, tratados apenas com veiculo, assim como também nao
houve redugdo significativa dos niveis de interleucina-1 nos animais dos grupos tratados
com mangiferina ou ibuprofeno. Apesar disto, houve redugéo significativa dos niveis de fator
de necrose tumoral, uma importante citocina pré-inflamatéria, apés os 14 dias de tratamento
com a mangiferina (p<0,05), indicando o potencial anti-inflamatério deste composto. Além
disso, a mangiferina nao apresentou efeitos toxicos nos parametros avaliados, comprovando

sSua seguranca de uso.
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Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic illness with great potential to cause
comorbidities resulting from cumulative inflammatory activities, and it contributes with the
increase of disabilities and death of patients. It affects 1 to 2% of world population and
usually occurs between 30 and 50 years of age. Among existing therapeutic options for the
disease non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) still play an important part in the
treatment, being widely used by patients to relieve pain and stiffness. However, this class of
drugs causes many adverse gastrointestinal effects, such as dyspepsia, heartburn, nausea
and vomit, and its use is one of the most common causes of peptic ulcers. Mangiferin (a
glicosilated xanthone extracted mainly from the bark of Mangifera indica L.) is the main
compound of an aqueous extract made from the bark stem of the mango tree. Previous
studies conducted by our research group prove the anti-inflammatory action of mangiferin on
an animal model of periodontitis, and its gastroprotective action has been described before.
Considering these informations this study evaluated mangiferin’s potential on the treatment
of RA and on gastric ulcer healing in animal models, and analyzed toxicity parameters to
assure efficacy and safety of the compound as potential new drug for the treatment of the
disease. RA was induced in rats by subcutaneous injection of bovine collagen and Freund’s
complete adjuvant. This method presented low incidence of RA in rats, but we were able to
induce the disease in 60 to 70% of the animals. Due to the wide use of NSAIDs and its
potential to cause peptic ulcers, we induced gastric ulcer on arthritic rats to analyze
mangiferin’s gastric healing effect. After 14 days of treatment we noticed small increase of
the lesion area of animals treated with mangiferin or ibuprofen, when compared to the
animals treated with saline, although the difference wasn’t significant. Groups treated with
mangiferin or ibuprofen also presented increase of the activity of the enzyme
mieloperoxidase, indicating greater tissue inflammation and neutrophile infiltration.
Regarding the arthritis evaluation there was no alteration on the volume of the paws of
arthritic animals treated with mangiferin or ibuprofen when compared to saline treated
animals, and there was also no reduction of the interleukin-1B levels on either group. There
was however significant reduction of tumor necrosis factor, an important pro-inflammatory
cytokine, after 14 days of treatment with mangiferin (p<0,05), showing its anti-inflammatory
potential. In addition to this, mangiferin also showed no toxic effects on the parameters

evaluated, proving its safety of use.
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A artrite reumatoide (AR) € uma doencga auto-imune inflamatéria crénica e
sistémica, caracterizada pela inflamacao simétrica das articulagdes sinoviais. Nas
ultimas décadas, importantes descobertas sobre esta doencga fizeram com que a AR
deixasse de ser uma sindrome de causa completamente desconhecida. Nao existe
cura para a AR, sendo a meta atual dos tratamentos existentes a amenizacéo da dor
e a prevengao da destruigdo progressiva dos 0ssos e da cartilagem das articulagdes.
Com essas medidas, preserva-se a funcdo de ossos e cartilagens e evita-se a
incapacitacéo do individuo (Doan & Massarotti, 2005; Klareskog et al., 2009).

Embora a etiologia da AR ainda nao seja totalmente compreendida, sabe-se
que € uma doenga genética de heranga complexa e ja sdo conhecidos alguns
fatores de risco ambientais para a doenga. Ela parece ser iniciada por linfocitos T
CD4", que sdo ativados ao reconhecer antigenos artritogénicos no tecido sinovial,
passando a estimular mondcitos, macrofagos e fibroblastos do proprio tecido a
produzirem metaloproteinases de matriz (MMP), enzimas envolvidas na erosdo e
degradacgao de cartilagem e 0sso, e outras substancias, como as interleucinas (IL) 1
e 6 e o fator de necrose tumoral (TNF), que s&o as principais citocinas proé-
inflamatdrias envolvidas na AR. Também estao envolvidos no processo inflamatério
os linfécitos B, estimulados pelas células T CD4+ a produzirem imunoglobulinas (lg),
entre as quais se encontra o fator reumatoide, um auto anticorpo contra a porcao
constante de IgG, que forma imunocomplexos ao se ligar a outros anticorpos. Todos
esses processos em conjunto levam a inflamagéo do tecido sinovial, que se torna
espesso, edemaciado e localmente invasivo, passando a penetrar progressivamente
na cartilagem e nos ossos adjacentes, destruindo-os (Smith & Haynes, 2002; Doan &
Massarotti, 2005).

As estratégias para o combate da AR mudaram muito nas ultimas décadas.
Até o fim da década de 80, o tratamento se iniciava com o uso de drogas menos
téxicas, como as drogas anti-inflamatdrias nao-esteroidais (DAINEs) para aliviar a
dor e a rigidez. Gradualmente mudava-se para drogas mais toxicas, conforme o
agravamento da doencga, passando pelas drogas anti-reumaticas modificadoras da
doenga (DMARDs), como hidroxicloroquina, sais de ouro e metotrexato, para
aqueles que nao respondiam a terapia inicial. Por fim, nos casos mais graves, apés

alguns anos chegava-se ao tratamento com ciclofosfamida. Ainda assim a destruicao
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das articulagbes e a incapacitacdo eram comuns com esse tipo de tratamento
(Kremers et al., 2004; Doan & Massarotti, 2005).

Apos a descoberta de que a AR parece ser mais agressiva e também mais
responsiva ao tratamento em seus estagios iniciais, € com 0s novos conhecimentos
sobre a biologia molecular da inflamagédo das articulagbes foi possivel modificar
essas estratégias terapéuticas. Atualmente, elas se baseiam em trés conceitos: 1) a
reducao da inflamacgao nos estagios iniciais previne danos as articulacdes; 2) deve-
se buscar alvos moleculares especificos envolvidos na patogénese da doencga; e 3)
diferentes tratamentos podem funcionar para pacientes em estagios distintos da
doenga, ja que a AR é uma doencga dinamica e diversificada. Com isso, passou-se a
usar uma ou mais DMARDSs logo que a doenga € diagnosticada, pois elas controlam
a inflamagao sinovial e sdo capazes de diminuir o ritmo da progressao radiografica
ou até cessa-la completamente ao alterar a resposta imune de forma mais agressiva
e duradoura que as DAINEs. Elas sdo usadas até que a destruicdo Ossea se
estabilize e a progressao da doenga cesse, e entdo se reduz progressivamente a
dose e o numero de drogas administradas (Doan & Massarotti, 2005; Klareskog et
al., 2009).

Com esses avangos nos tratamentos para AR pdde-se observar mudangas
significativas no curso da doencga. As manifestacdes extra-articulares, antes bastante
comuns, estdo se tornando cada vez mais raras, 0 que torna mais importante
entender e tratar outros sintomas, como linfomas, doencas cardiovasculares, dor e
fadiga. No entanto, apesar do crescente uso precoce de tratamentos agressivos, a
AR ainda é uma doenga crbénica com importante potencial de causar comorbidades
resultantes de atividades inflamatérias cumulativas, que podem contribuir para o
aumento das taxas de incapacitacdo e mortalidade e dos custos do tratamento, além
de reduzirem a qualidade de vida dos pacientes (Michaud & Wolfe, 2007; Klareskog
et al., 2009).

A doenca afeta cerca de 1 a 2% da populagdo mundial e geralmente surge
entre 30 e 50 anos de idade, sendo mais frequente em mulheres. Sua gravidade
varia desde formas brandas e auto-limitantes até formas mais graves que causam
destruicao e deformidade permanente das articulagdes, sendo que o tempo de vida
pode ser reduzido em até 18 anos. No Brasil ha poucos dados epidemioloégicos

sobre a AR, mas segundo um estudo de 1993 de Marques Neto e colaboradores, a
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incidéncia da doenga varia de 0,2% a 1% no pais (Doan & Massarotti, 2005;
Louzada-Junior et al., 2007).

Apesar de atualmente ndo serem a base do tratamento para AR, as DAINEs
ainda tém papel importante na terapéutica da doenga, sendo amplamente utilizadas
pelos pacientes, principalmente para aliviar a dor e a rigidez. No entanto, essa
classe de medicamentos causa muitos efeitos adversos gastrointestinais, como
dispepsia, azia, nauseas e vOmitos, e seu uso € uma das causas mais comuns de
ulceras pépticas (Bidaut-Russell, 2001; Musumba et al., 2009).

As Ulceras induzidas por DAINEs s&o, em grande parte, consequéncia do seu
principal mecanismo de agao, a inibicdo das enzimas cicloxigenases COX-1 e COX-
2, que catalisam a conversao de acido araquidénico em tromboxanos, prostaciclina
(PGl,) e prostaglandinas (PG). A producao constante de PGI, e prostaglandina E;
(PGE>) é fundamental para a protecédo e regeneragdo da mucosa gastrica, e como
as ulceras resultam de um desequilibrio entre os fatores agressivos e as defesas da
mucosa, essa inibicdo enzimatica é a principal causa de lesdes gastricas induzidas
pelo uso de DAINEs, embora estejam envolvidos também mecanismos
independentes de PG (Moncur & Willians, 1995; Lu & Graham, 2006; Musumba et
al., 2009).0utra substancia com importante papel na defesa da mucosa gastrica é a
glutationa em sua forma reduzida (GSH), um tripeptideo cujos efeitos protetores em
lesdes gastricas induzidas por DAINEs ja foram documentados. Ela age reduzindo a
peroxidagcao lipidica e a formacdo de radicais livres e minimizando o estresse
oxidativo, que tem papel importante na patogénese da inflamagao. A GSH é capaz
de remover radicais livres de duas formas: 1) diretamente, ao ser transformada em
sua forma oxidada (GSSG) por espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio e outros
radicais livres, voltando a sua forma reduzida pela acdo da enzima glutationa-
redutase; ou 2) através da enzima glutationa peroxidase, que catalisa a reducéo de
peréxido de hidrogénio (H20;) e outros peroxidos, dependente de GSH (Hung, 2000;
Demir et al., 2003; Wu et al., 2004). Enquanto os niveis de PGE; e de GSH indicam
o estado das defesas da mucosa gastrica, pode-se avaliar o nivel de inflamag&o no
local através da quantificacdo de mieloperoxidase (MPO), uma enzima presente em
grandes quantidades nos granulos azurofilicos dos neutrdfilos, células
caracteristicas do processo inflamatério. A MPO também modula diversos aspectos

da resposta inflamatodria, sendo parte importante do sistema imune inato, e esta
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relacionada aos danos teciduais em algumas doengas inflamatérias (Sasayama et
al., 1997; Winterbourn et al., 2000).

Com base nos dados sobre a doencga relatados acima e com a escassez de
medicamentos que auxiliem na prevencao e cura da AR, o estudo de novas drogas
para seu tratamento e/ou prevencdo se faz necessario e urgente. Em vista disso,
uma possivel candidata a nova droga para o tratamento da AR é a mangiferina
(1,3,6,7-tetrahidroxixantona C2-B-D-glucosideo), uma xantona glicosilada extraida
principalmente da casca de Mangifera indica L., uma arvore frutifera da familia
Anacardiaceae, cuja estrutura esta representada na Figura 1 (Roberts, 1961; Coe &
Anderson, 1996; Nunez-Sellés et al., 2002; Correia et al., 2006; Wilkinson et al.,
2008). E o principal componente de um extrato aquoso produzido industrialmente a
partir da casca da mangueira, comercialmente conhecido como Vimang® (Nunez-
Sellés et al., 2002), e que apresenta atividades analgésica, anti-inflamatéria (Garrido
et al., 2001; Garrido et al., 2004b) e anti-alérgica (Rivera et al., 2006) comprovadas.
Muitas dessas atividades foram &i3 "o 0 on
relacionadas a presenca da
mangiferina no extrato, e ja se HO 0 O O
comprovou suas agoes analgésica, HO HO OH
antioxidante (Dar et al., 2005), OH O

gastroprotetora (Carvalho et al.,
Figura 1: Estrutura da mangiferina

2007) e anti-inflamatoria em (Barreto et al., 2008)

periodontite (Carvalho et al., 2009).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliagdo da capacidade
cicatrizante gastrica e anti-inflamatoria da mangiferina em ratos Wistar artriticos e
caracterizacdo de seus mecanismos de agdo em modelos experimentais in vivo,
avaliando a acao anti-inflamatéria e cicatrizante da mangiferina através da analise

de alguns parametros bioquimicos, morfométricos e imunohistologicos.
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Padronizagao do modelo de inducao de artrite reumatoide e

lesao ulcerosa

Neste trabalho, a artrite foi induzida por inje¢cdo subcutédnea de 100 ul de
emulsdo de colageno bovino (dissolvido em solugdo de acido acético 0,1 M — 2
mg/ml) e adjuvante completo de Freund (FCA), na proporgao 1:1, dorsalmente na
regido da base da cauda de cada rato Wistar macho (200 g a 250 g), no primeiro e
no décimo dias do experimento. Um grupo de animais sem artrite (grupo branco) foi
mantido nas mesmas condicbes, para a observagdo e comparacdo das
caracteristicas com os animais que apresentaram artrite implantada. A inflamacéao
cronica e sistémica da AR foi confirmada pelo desenvolvimento de edema nas patas
traseiras dez dias apds a segunda injecdo de colageno + FCA (Durie et al., 1994), e
foi medida através da avaliagdo do volume da pata em pletismémetro (Ugo Basile,
Italia).

A lesdo gastrica foi implantada ap6s a manifestagdo da AR, evidenciada pela
presenca de edema nas patas traseiras. Apos 16 horas de jejum, os ratos artriticos
foram anestesiados e seu abdémen foi aberto abaixo da apodfise xifoide para
exposicao do estdmago. Um tubo de 4,2 mm de didmetro interno foi aplicado

firmemente a superficie serosa da parede do estdmago para delimitar a regidao

exposta ao agente lesivo. Em seguida, 70 ul . N

de acido acético (100%) foram aplicados na

<
"

superficie do estdmago durante 20 segundos, | '

e em seguida removidos completamente. A
superficie serosa do estdmago foi lavada
abundantemente com salina para assegurar a
total remogdo do agente lesivo antes da
sutura do abdémen. O processo resultou em
ulceragao da mucosa e submucosa, com area
aproximada de lesdo de 13,8 mm? (Figura 2).
A metodologia foi realizada com base no

método descrito por Okabe et al. (1971), Figura 2: Lesao induzida pela aplicagdo de

. acido acético (100%) na mucosa gastrica
modificado por Konturek et al. (1988).

Haterial e Heétodos
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Transcorridas 24 horas do procedimento cirurgico de implantagdo da ulcera
gastrica, os animais foram tratados por via oral, uma vez ao dia durante catorze dias,
com veiculo salina (controle negativo), droga anti-inflamatéria n&o-esteroidal
(controle positivo - ibuprofeno, 100 mg/kg) e mangiferina (100 mg/kg, menor dose
efetiva em experimentos anteriormente realizados). No 15° dia apds o inicio do
tratamento, os animais foram mortos e coletou-se o tecido subcutaneo das patas e o
estbmago de cada animal para avaliagdo dos parametros relacionados a artrite
(quantificagao das citocinas TNF e IL-1B) e a lesdo gastrica (determinagao da area
de leséo e da atividade da mieloperoxidase).

Dosagens de fator de necrose tumoral e interleucina-18

O TNF e a IL-1P séao citocinas pré-inflamatérias produzidas normalmente pelo
organismo e envolvidas na iniciagdo da inflamagdo. O TNF apresenta importante
papel no desenvolvimento de tecidos linféides e no sistema imune, incluindo a
estimulagéo da inflamagao (Atzeni et al., 2010), enquanto a IL-1B é produzida por
diversos tipos celulares e esta relacionada a ativacao de leucécitos e a liberagcéo de
outras citocinas pré-inflamatérias, como o préprio TNF (Ren & Torres, 2009; Netea et
al., 2010).

Para a realizagdo da dosagem dessas citocinas, o tecido subcutaneo coletado
de cada pata foi homogeneizado individualmente em um mixer Polytron, com volume
de tampao PBS (tampao fosfato salino, pH 7,4) igual a quatro vezes o peso da
amostra. A solugcdo obtida foi centrifugada e o sobrenadante foi recolhido e
armazenado a -80°C para posterior realizacdo das dosagens. As dosagens foram
realizadas utilizando-se kits DuoSet ELISA (Development System, da R&D Systems)
e a leitura foi feita em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450 nm
(Passos et al., 2004).

Atividade da enzima mieloperoxidase na mucosa gastrica

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima peroxidase produzida apenas por
células da linhagem mieloide, principalmente neutrofilos. Estudos recentes revelaram
que a enzima esta relacionada a homeostase celular e € um fator importante na
iniciacao e progressao de diversas doencgas inflamatorias, devido a seus efeitos nas
cascatas sinalizadoras em diferentes tipos celulares (van der Veen et al., 2009). Ela

€ descrita como marcadora da infiltragao/agregacéo de neutrdfilos e esta elevada em
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lesbes ulcerogénicas, sendo um marcador sensivel e especifico da inflamagdo aguda
(Dengiz et al., 2007; Guha et al., 2009).

Amostras de estdmago foram coletadas, pesadas e homogeneizadas com
tampao HTAB (brometo de hexadeciltrimetilaménio) na proporgcdo 1:20, que atua
como detergente, lisando os granulos dos neutrdfilos que contém a enzima e
liberando-a. Apos triplo congelamento-descongelamento e centrifugagdo da amostra,
0 sobrenadante foi coletado e usado para a dosagem de MPO, realizada através de
leitura em espectrofotometro a 450 nm, apdés a adicdo do tampéo de reacéao
[cloridrato de o-dianisidina a 0,167 mg/ml em tampao fosfato (50 mM; pH 6,0) com
peréxido de hidrogénio 0,0005% (p/v) (H20, 33%)]. A atividade enzimatica foi
determinada seguindo a cinética da reagao da enzima com agua oxigenada do tampao
de reacdo, sendo que uma unidade de MPO determinada é capaz de degradar um
nmol/minuto de agua oxigenada a 25°C. Como controle da metodologia foi feita a
curva-padrao (com coeficiente de regressao proximo de um), a partir da qual se

calculou a concentragdo de MPO nas amostras (Krawisz et al., 1984).
Avaliacao da toxicidade

Juntamente com o modelo de indugdo de ulcera por acido acético em ratos
artriticos foi realizada a avaliagao toxicoldégica da mangiferina, através de avaliagbes
de alguns parametros toxicoloégicos. Os animais foram pesados diariamente para se
avaliar possiveis alteracbes na evolugdo do peso corporal. Apdés a morte dos
animais, retirou-se coracao, pulmdes, figado, rins e bago, que foram pesados em
balanga analitica de alta precisdo. Em seguida foi feita a relagdo do peso dos 6rgaos
com o peso dos respectivos animais, e os valores obtidos desta relagdo foram

convertidos em arcoseno para a analise estatistica.
Analise estatistica

Dados paramétricos foram expressos na forma de média t+ erro padréo da
média e submetidos a analise de variédncia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste
a posteriori de multiplas comparagées de Dunnett. Todas as analises foram feitas

pelo software GraphPad Instat com nivel de significancia minimo de p < 0,05.
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Para a padronizagcao do método de indugao da artrite reumatoide, baseamo-
nos em um método comumente apresentado pela literatura, utilizando injecéo de
colageno bovino para a indugdo da artrite (Trentham et al., 1977; Wooley &
Chapedelaine, 1987; Griffiths, 1988; Wooley, 1991; Durie et al.,1994). A incidéncia
de AR através deste método foi de cerca de 60-70% dos animais. Sendo assim, foi
necessaria a realizacdo de uma selecao prévia dos animais artriticos antes da
continuidade dos experimentos. Na Figura 3 € possivel observar as alteracoes
Osseas e o0 edema do tecido mole periarticular presentes em ratos que

desenvolveram a AR.

Figura 3: Raio-X das patas traseiras de um rato normal (A) e de um rato artritico (B)

O modelo experimental de ulceras gastricas induzidas por acido acético em
ratos artriticos € inovador no que se refere ao modelo que associa a AR e a Ulcera
gastrica implantada nestes animais, simulando uma situagao patolégica comum aos
portadores de AR que fazem uso cronico de uma DAINE e que possuem lesdes
ulcerosas na mucosa gastrica decorrentes do tratamento para a artrite (Kato et al.,
2002). Nosso estudo padronizou pela primeira vez esta técnica e foi constatado que
nao houve diferenga significativa no tamanho da lesdo gastrica dos animais dos
grupos tratados com veiculo, ibuprofeno (100 mg/kg) ou mangiferina (100 mg/kg), e,
apesar de se ter observado um aumento no tamanho das lesdes dos animais
tratados com mangiferina, essa diferenca ndo foi significativa. Apesar da agao
gastroprotetora da mangiferina ter sido descrita por Carvalho et al.,, 2007, nossos

resultados mostram que ela ndo apresenta agao cicatrizante gastrica.

Apesar da analise macroscopica nao mostrar diferenca significativa entre os

grupos tratados, nas dosagens de MPO do estdmago dos animais submetidos aos
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tratamentos foi observado aumento significativo da atividade da enzima nos animais
dos grupos tratados com ibuprofeno e com mangiferina, em relagao ao grupo tratado
apenas com salina (Tabela 1), indicando maior inflamacao e infiltracdo de neutrofilos
no tecido. Estudos mostram que ha um atraso na cicatrizagdo da mucosa gastrica de
ratos artriticos, atribuido a diminuicao da atividade biossintética de PG, importantes
fatores de protecdo da mucosa gastrica, cuja sintese depende da atividade das
enzimas COX 1 e 2 (Kato et al., 2002). Além disso, as DAINEs, por serem inibidoras
destas enzimas, promovem um retardo ainda maior da cicatrizagdo na mucosa
destes animais. Sendo assim, o aumento da atividade da MPO observado pode ser
explicado pela agao inibitéria da atividade das enzimas COX apresentada tanto pelo
ibuprofeno (COX 1 e 2) quanto pela mangiferina (COX-2) (Leiro et al., 2004; Wallace,
2008).

Tabela 1: Acdo da mangiferina sobre a atividade da enzima mieloperoxidase no modelo de cicatrizacdo

de Ulcera gastrica induzida por &cido acético em ratos artriticos

Grupo Atividade da MPO (unidades de MPO/g de tecido)
Branco 3084,01 + 75,16
Salina 2514,14 + 320,16

Ibuprofeno (100 mg/kg) 3453,46 £ 54,147 *

Mangiferina (100 mg/kg) 3323,77 £ 229,71 *

Dosagem da atividade da enzima MPO no estdmago. Média + erro padrao da média, n = 5. ANOVA seguida pelo

teste de multiplas comparagdes de Dunnett. * > Diferenca significativa em relagdo ao grupo salina (p<0,05).

Na avaliagdo da atividade antiartritica da mangiferina observou-se que a
mesma nao foi capaz de inibir a formagao de edema de pata provocado pela artrite
durante os 14 dias de avaliagcédo (Grafico 1), mas mostrou-se efetiva em reduzir em
37,68% a quantidade de TNF presente nas patas dos animais artriticos apos os 14
dias de tratamento (Grafico 2), em relagdo aos animais tratados com salina,
enquanto o ibuprofeno n&o foi capaz de reduzir os niveis de TNF. Na dosagem de
IL-18, apesar da evidente redugcdo dos niveis da citocina pela mangiferina (28%),

nao foi observada diferenga significativa em relagéo ao controle (

Grafico 3). O TNF e a IL-1B sao citocinas pro-inflamatérias, que podem causar

inflamacao excessiva e lesdes teciduais quando liberados em altas concentragoes,
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pois sdo capazes de mediar efeitos patogénicos diretos e induzir a produgéo de
outros mediadores inflamatoérios, como ocorre em diversas doencgas inflamatérias
imunomediadas (Tracey et al., 2008; Ren & Torres, 2009; Netea et al., 2010).

Grafico 1: Atividade da mangiferina sobre o edema de pata observado em ratos artriticos
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Média do volume da pata + erro padrdo da média, n = 5. ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparagoes
Dunnett. Nao houve diferenga significativa entre os grupos.

Grafico 2: Atividade da mangiferina sobre 0s niveis de TNF no modelo de AR
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Quantificagéo de niveis de TNF total presente no tecido subcutaneo da pata. Média + erro
padrao da média, n = 5. ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparagdes Dunnett.
** > Diferenca significativa em relagéo ao grupo salina (p<0,01).
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Grafico 3: Atividade da mangiferina sobre os niveis de IL-1p no modelo de AR
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Quantificagdo de niveis de IL-13 presente no tecido subcutdneo da pata. Média + erro
padrao da média, n = 5. ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparagdes Dunnett.
Nao houve diferenga significativa entre os grupos.

Nossos resultados estdo de acordo com os dados da literatura, em que a
mangiferina foi capaz de inibir a produgédo de TNF in vitro (Leiro et al., 2003; Leiro et
al., 2004) e in vivo em modelos de inflamagéo aguda (Garrido et al., 2004a; Garrido
et al., 2004b; Prabhu et al., 2009). Porém, nossos resultados sdo inovadores em
apontar a reducao dos niveis de TNF em um modelo de inflamacao cronica. Estudos
sobre a patogénese da AR e sobre o papel das citocinas demonstram que o TNF e a
IL-18 sdo um dos principais fatores implicados na inflamagédo e na destruicao da
matriz celular que ocorrem na doenga (Tracey et al.,, 2008), e ambas as citocinas
tém sido usadas como indicadores da severidade dos sintomas da AR (Sekiguchi et
al., 2010).

Na avaliagdo dos parametros indicativos de toxicidade, ndo foram observadas
alteracdes na evolucdo do peso corporal dos animais submetidos ao tratamento
ibuprofeno ou mangiferina durante os 14 dias de tratamento, em comparagéo aos
animais tratados com veiculo (salina), como pode ser observado no Grafico 4

Conforme a Tabela 2 pode-se observar também que ndo houve alteracdo no peso
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dos 6rgaos destes mesmos animais apos os 14 dias de tratamento, indicando a

auséncia de toxicidade da mangiferina através deste modelo experimental.

Grafico 4: Evolucdo do peso corporal dos ratos submetidos a 14 dias de tratamento com salina,

ibuprofeno ou mangiferina
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Média de peso corporal + erro padrdo da média, n = 5. ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparagdes
Dunnett. Nao houve diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo.

Tabela 2: Peso dos 6rgdos (g) dos ratos tratados durante 14 dias com veiculo, ibuprofeno ou

mangiferina

Coragéo Pulmodes Figado Rins Bacgo

Salina 3,664+0,206  4,280+0,234 9,054+0,184 4,742+0,172 2,610+0,083
Ibuprofeno  3,565+0,103  4,160+0,079 9,228+0,188 5,068+0,055 2,905+0,098

Mangiferina  3,542+0,017  4,194£0,109 9,020+0,117  4,840+0,046  2,634+0,089

Branco 3,680+0,121  4,216+0,156  9,866+0,156  4,852+0,088  2,598+0,143

Média + erro padréo da média, n = 5. ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparagdes Dunnett. Nao
houve diferencga significativa em relagéo ao grupo veiculo.
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Apesar dos relatos na literatura da agao gastroprotetora da mangiferina, ela
nao demonstra possivel agdo cicatrizante gastrica no modelo associado a artrite
reumatoide, talvez como consequéncia de sua atividade anti-inflamatoria,
evidenciada pela reducdo dos niveis de TNF no modelo de AR. Diante dos
resultados obtidos neste trabalho, a mangiferina apresenta potencial como nova

droga anti-inflamatéria, embora ainda sejam necessarios mais estudos.
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