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RESUMO

A mangiferina é o principal constituinte das folhas e casca do caule da
Mangifera indica L. (Anacardiaceae), e possui varias atividades como
antioxidante, imunomodulatoria e antiinflamatoria. Este trabalho avaliou o efeito
da mangiferina, isolada de Mangifera indica, em modelos de nocicepcéo
quimica (teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, teste da
formalina e teste da capsaicina) e térmica (teste da placa quente e teste de
imersdo da cauda) em camundongos Swiss machos. Foi investigada a
participacdo do sistema opidide, canais TRP e TRPV1, Oxido nitrico e
adenosina no mecanismo de acdo da mangiferina. A administracdo de
mangiferina (30 e 100 mg/kg, v.0.) e morfina (5 mg/kg, s.c.) reduziu
significativamente (p<0,05) o nimero de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético em 65, 83 e 100%, respectivamente. A naloxona antagonizou o
efeito antinociceptivo da morfina e da mangiferina (30mg/kg). Assim como a
morfina (5 mg/kg, s.c.), a mangiferina (100 mg/kg, v.0.) demonstrou atividade
antinociceptiva nas duas fases do teste da formalina, enquanto a dose de 30
mg/kg v.o0., demonstrou efeito apenas na segunda fase do teste. A naloxona
antagonizou o efeito antinociceptivo da morfina e da mangiferina (100mg/kg),
nas duas fases do teste. A mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) e a morfina (5
mg/kg, s.c.) mostraram atividade antinociceptiva significativa no teste da
caspaicina, reduzindo a nocicep¢do em 44, 50, 61 e 100% respectivamente. A
naloxona antagonizou o efeito antinociceptivo da morfina e da mangiferina
(30mg/kg) no teste da capsaicina. No modelo da capsaicina, o pré-tratamento
com naloxonazina (30 mg/kg), vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.), capsazepina
(5 mg/kg, i.p.) e L-NAME (20 mg/kg, i.p.) demonstrou que ndo ha envolvimento
do receptor p-opidide, canais TRP, canais TRPV1 e Oxido nitrico,
respectivamente na acao da mangiferina. O pré-tratamento com glibenclamida
(5 mg/kg, i.p.) e 8-fenilteofilina (8 mg/kg, i.p.) apontou para a participacéo de
canais de potassio e de receptores de adenosina no mecanismo de acéo da
mangiferina. Nos testes da placa quente e imersdo da cauda, a mangiferina
(10, 30 e 100 mg/kg) nédo apresentou efeito antinociceptivo. Os resultados
sugerem que a mangiferina exerce atividade antinociceptiva aguda através de
um mecanismo de acgao periférico com envolvimento do sistema opioide, canais
de potassio e receptores de adenosina. Mecanismos complementares incluindo
supresséo de mediadores inflamatorios podem estar envolvidos.

Palavras-chave: Mangifera indica, Mangiferina, Antinocicepc¢do, Sistema
Opioide, Canais de potassio, Adenosina.



ABSTRACT

The mangiferin is the major constituent of the leaves and bark of the Mangifera
indica L. and has various activities such as antioxidant, imnmunomodulatory and
antiinflammatory properties. This study evaluated the effect of managiferin,
isolated from M. indica, in models of chemical nociception (writhing test induced
by acetic acid, formalin test and capsaicin test) and thermal (hot plate test and
tail immersion test) in Swiss mice males. We investigated the involvement of the
opioid system, TRPV1 and TRP channels, nitric oxide and adenosine receptors
in the mechanism of action of mangiferin. Administration of mangiferin (30 and
100 mg/kg, p.o.) and morphine (5 mg/kg, s.c.) significantly reduced (p<0.05) the
number of writhing induced by acetic acid in 65, 83 and 100%, respectively.
Naloxone antagonized the antinociceptive effect of morphine and mangiferin
(30mg/kg). Like morphine (5 mg/kg, s.c.), mangiferin (100 mg/kg, p.o.) showed
antinociceptive activity in both phases of the formalin test, while the dose of 30
mg/kg p.o. showed effect only on the second test phase. Naloxone antagonized
the antinociceptive effect of morphine and mangiferin (100mg/kg) in both
phases of the test. The mangiferin (10, 30 and 100 mg/kg, p.0.) and morphine
(5 mg/kg, s.c.) showed significant antinociceptive activity in the caspaicin test,
reducing nociception at 44, 50, 61 and 100% respectively. Naloxone
antagonized the antinociceptive effect of morphine and mangiferin (30mg/kg) in
capsaicin test. In capsaicin test pretreatment with naloxonazine (30 mg/kg),
ruthenium red (3 mg/kg, s.c.), capsazepine (5 mg/kg, i.p.) and L-NAME (20
mg/kg, i.p.) showed no involvement of p-opioid receptor, TRP channels, TRPV1
channels and nitric oxide, respectively in the action of mangiferin. Pretreatment
with glibenclamide (5 mg/kg, i.p.) and 8-fenilteofilina (8 mg/kg, i.p.) pointed
towards the involvement of potassium channels and adenosine receptors in the
mechanism of action of mangiferin. In the hot plate test and tail immersion, the
mangiferin (10, 30 and 100 mg/kg) showed no antinociceptive effect. The
results suggest that mangiferin exerts acute antinociceptive activity through a
peripheral mechanism of action involving opioid system, potassium channels
and adenosine receptors. Complementary mechanisms including suppression
of inflammatory mediators may be involved.

Keywords: Mangifera indica, Mangiferin, Antinociception, Opioid System,
Potassium channels, Adenosine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

Plantas medicinais sdo espécies vegetais, cultivadas ou ndo, utilizadas
com propositos terapéuticos (ANVISA, 2010). Foi através da observagéo e da
experimentacdo pelos povos primitivos que as propriedades terapéuticas de
determinadas plantas foram sendo descobertas e propagadas de geracdo em

geracao, fazendo parte da cultura popular (TUROLLA, 2004).

No Brasil, o uso de plantas medicinais pela populacdo indigena ja havia
sido descrito pelos descobridores portugueses em meados do século XVI. O
conhecimento popular das plantas medicinais no tratamento de diversas
patologias perpetuou-se por varias geracdes e ainda é bastante difundido no
pais (PETROVICK et al., 1999).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo dos efeitos
medicinais que produzem, apesar de, muitas vezes, nao terem seus
constituintes quimicos conhecidos. Desse modo, usuarios de plantas
medicinais de todo o mundo mantém o seu consumo, tornando validas as
informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. Este
tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos
envolvendo areas multidiciplinares, como por exemplo botéanica, farmacologia e
fitoquimica (MACIEL et al., 2002).

As pesquisas envolvem investigacdes da medicina tradicional e popular
(etnobotanica); isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos
(quimica orgéanica; fitoquimica); investigacdo farmacologica de extratos e dos
constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformacdes quimicas de
principios ativos (quimica organica sintética); estudo da relagdo
estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo dos principios ativos (quimica
medicinal e farmacologica) e finalmente a operacdo de formulagBes para a

producdo de fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas
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medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de
novos medicamentos (MACIEL et al., 2002).

Os produtos naturais em geral desempenham importante papel na
descoberta de drogas para o tratamento de doencas humanas (NEWMAN,;
CRAGG, 2012). As plantas medicinais possuem papel importante na pesquisa
farmacoldgica, ndo apenas pela utilizacdo direta de seus constituintes como
agentes terapéuticos, mas como precursores na sintese de novas drogas e de

compostos farmacologicamente ativos (TUROLLA, 2004).

A descoberta de muitos medicamentos foi possivel através do uso de
plantas medicinais, como, por exemplo, os glicosideos cardiotdnicos obtidos da
Digitalis purpurea L. e Digitalis lanata Ehr, usados para insuficiéncia cardiaca; o
Opio, cujo componente majoritario € a morfina, é extraido da Papaver
somniferum L. (Papaveraceae); os alcaldides vimblastina e vincristina, isolados
de Catharanthus roseus G., e a atropina obtida a partir de Atropa belladona

(NEWMAN et al., 2003; FOGLIO et al., 2006).

Nesse contexto, as plantas medicinais e os compostos isolados a partir
delas, apresentam grande importancia como agentes terapéuticos. Sua
utilizacdo na medicina popular leva a investigacdes cientificas a partir das quais

elas podem ou néo, serem consideradas seguras para 0 uso medicinal.

1.2 Dor e nocicepgéo

A dor esta ligada ao homem desde os primérdios da humanidade e
continua sendo uma grande preocupacéo. Desde os tempos mais remotos,
conforme sugerem alguns registros graficos da pré-histéria e de documentos
escritos ulteriormente, o homem sempre procurou esclarecer as razdes que
justificassem a ocorréncia de dor e os procedimentos destinados ao seu
controle (SBED, 2012).

A dor afeta diversos dominios da qualidade de vida humana,
primariamente os fisicos e emocionais, e seu efeito depende da sua extenséo,
duracdo e intensidade (NIV; KREITLER, 2001). O significado que tem sido
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atribuido a dor varia com as crencas e valores de cada povo, mas €
indubitavelmente uma das principais fontes de sofrimento para quem a vivencia
(BIDARRA, 2010).

A Associacéo Internacional para Estudo da Dor (IASP) a define como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano
tecidual real ou potencial ou descrita em funcéo de tal dano. Tal definicédo evita
que a dor seja necessariamente subordinada a um estimulo (IASP, 1994). A
dor é um resultado subjetivo da nocicepcdo, a qual é definida como
mecanismos neurais de codificacdo e processamento do estimulo nocivo
(SCHAIBLE; RICHTER, 2004; LOESER; TREEDE, 2008).

A dor estd presente como sintoma em muitas desordens clinicas,
afetando uma grande parcela da populacdo e sendo prejudicial a boa qualidade
de vida. Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor
afeta pelo menos 30% dos individuos durante algum momento da sua vida e
em 10 a 40% deles, tem duracdo superior a um dia. Nao existem dados
estatisticos oficiais sobre a dor no Brasil, mas a sua ocorréncia tem aumentado
nos ultimos anos, constituindo a causa principal de sofrimento e incapacitacdo
para o trabalho e ocasionando graves consequéncias psicossociais e
econbmicas (SBED, 2012).

1.2.1 Classificacao da dor

Segundo Wolf (2000), exitem varios tipos diferentes de dor, que
possuem diferentes mecanismos e fungbes biologicas. A sensacdo
desagradéavel de dor, desconforto ou aflicdo age de duas maneiras principais: a
primeira, € uma resposta util do organismo, um sistema de alerta rapido que
promove a sobrevivéncia a um ambiente perigoso, e a segunda, € uma

expressdo de mudanca patolégica no sistema nervoso.

A dor pode ser classificada sob varios aspectos. Quanto a duracao, pode

ser de trés tipos: aguda, cronica ou recorrente. A dor aguda manifesta-se
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durante um periodo relativamente curto, de minutos a semanas, associada a
lesbes em tecidos ou Orgdos, ocasionadas por inflamacéo, infeccéo,
traumatismo ou outros e normalmente desaparece quando a causa é
corretamente diagnosticada e o tratamento € seguido corretamente; a
delimitacdo temporal-espacial é precisa, havendo respostas neurovegetativas
associadas (elevacdo da pressdo arterial, taquicardia e taquipnéia, etc.),
ansiedade e agitacdo psicomotora. A dor cronica tem duracdo prolongada e
pode se estender de meses a anos, estd quase sempre associada a um
processo de doenca cronica, ou pode ser consequéncia de uma lesdo ja
tratada, em geral ndo h& respostas neurovegetativas associadas, € mal
delimitada no tempo e no espaco, a ansiedade e depressdo podem estar
associadas ao quadro. E a dor recorrente, aquela que apresenta periodos de
curta duracdo que, no entanto, se repetem com frequéncia, podendo ocorrer
durante toda a vida, mesmo sem estar associada a um processo especifico
(CARVALHO, 1999; SBED, 2012).

Considerando a localizacéo, a dor classifica-se em somatica ou visceral.
A dor somatica ocorre quando os estimulos que produzem a sensac¢éo de dor
sdo oriundos da periferia do corpo, enquanto a dor visceral ocorre quando

esses estimulos provém das visceras (RAJA et al., 1999).

Em relacdo a origem, a dor pode ser classificada em nociceptiva,
neurogénica, neuropatica, psicogénica e inflamatéria. A dor nociceptiva ocorre
quando existe um traumatismo nos receptores nociceptivos, devido a
alteracdes na sua estrutura anatomo-funcional com liberacdo de mediadores
guimicos nos tecidos. A dor neurogénica é aquela que ocorre com o dano
diretamente sobre as inervagdes. A dor neuropatica é resultante do
processamento somatossensorial anormal ao nivel periférico ou central, como,
por exemplo, a dor do membro fantasma. A dor psicogénica é aquela que nao
possui causa organica, mas se expressa em consequéncia de problemas
psicologicos e a dor inflamatéria caracteriza-se pela sensibilizagdo dos

neurdnios produzida pela ativacdo da cascata de citocinas (MENEZES, 1999).
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O papel da dor inflamatéria, no processo de defesa do organismo, é
claramente sinalizar a ocorréncia de injuria tissular real ou iminente, limitando a
movimentagcdo com o fito de reduzir o espraiamento do agente etiolégico ou de
prevenir futuras lesGes tissulares. Normalmente, a dor inflamatoria €
evidenciada ou torna-se mais severa quando o tecido € mecanicamente

estimulado, seja pelo toque ou por movimentacéo (LAPA et al., 2007).

1.2.2 Mecanismos da dor

A percepcdo de estimulos nocivos ocorre pela ativacdo de receptores
sensoriais especializados — 0s nociceptores, localizados em quase todo o
organismo (BASBAUM; JESSELL, 2003). A funcdo basica dos nociceptores é
transmitir informacdes aos neurbnios de ordem superior sobre a leséo tecidual
ocasionada por estimulos nocivos. Sdo representados por terminacdes
nervosas livres de fibras de dois tipos, fibras mielinicas delgadas (fibras do tipo
Ad ou tipo Ill) e fibras amielinicas (fibras tipo C ou tipo IV) (DJOUHRI,
LAWSON, 2004), cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios da raiz
dorsal e nos ganglios trigeminais (BASBAUM; JESSELL, 2003).

As fibras Ad conduzem sinais de forma rapida (dor aguda e rapida),
enguanto que as fibras tipo C apresentam conducdao lenta destes impulsos (dor
profunda; em queimacao) e respondem a uma ampla variedade de estimulos
(mecanicos, quimicos, térmicos e isquémicos). Os dois tipos de fibras (Ad e C)
transmitem a informacdo nociceptiva proveniente do musculo e das visceras,
assim como proveniente da pele (NESS; GEBHART, 1990; RAJA et al., 1999).

Os neurbnios envolvidos nos mecanismos de transdugdo da dor,
chamados nociceptores aferentes primarios, sdo distinguidos por seu relativo
alto limiar de ativacdo, ou seja, eles podem ser ativados por intensos estimulos
lesivos ou potencialmente lesivos aos tecidos, mas ndo por estimulos in6bcuos
como o toque (DJOUHRI; LAWSON, 2004). O estimulo nocivo que ocasiona
lesdo tecidual pode ativar, direta ou indiretamente, a regido de transducao

sensorial dos nociceptores. Por exemplo, 0 nociceptor pode conter uma
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molécula receptora sensivel ao calor, localizada na membrana plasmatica, que
responde diretamente ao estimulo, ou ainda, a lesdo tecidual causada pelo
estimulo pode resultar na producdo de um fator, que por sua vez ativa o
nociceptor (FEIN, 2011).

Sao descritas quatro classes de nociceptores: mecanicos, térmicos,
polimodais e silenciosos. Os nociceptores mecanicos respondem a pressao
intensa enquanto 0s nociceptores térmicos respondem a temperaturas
extremas, quentes (> 45°C) ou frias (< 5°C) e possuem fibras A mielinizadas,
gue conduzem impulsos na velocidade de 3 a 40 m/s. O conjunto desses
nociceptores é denominado nociceptor mecanotérmico. Os nociceptores
polimodais respondem a estimulos nocivos mecanicos, térmicos ou quimicos;
possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem impulsos em
velocidade menos que 3 m/s. Os nociceptores silenciosos, sdo aqueles
ativados por estimulos quimicos e mediadores inflamatérios, respondendo a
estimulos mecanicos e térmicos somente depois de serem ativados. Também
possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem impulsos em

velocidade menor que 3 m/s (FEIN, 2011).

Uma leséo tecidual e a resposta inflamatdria que a acompanha resultam
na liberacdo de mediadores e produtos do desarranjo tecidual (prostaglandinas,
K+, H+ e cininas, serotonina, citocinas, neurotrofinas, adenosina trisfosfato
(ATP), 6xido nitrico (NO), radicais livres, entre outros) que estimulam as
terminacbes nervosas livres periféricas. Essas substancias excitam as
terminacbes nervosas, gerando potencial de acdo e despolarizando a
membrana neuronal (CARVALHO, 1999; BASBAUM; JESSEL, 2003; VERRI
JR et al., 2006).

As propriedades fisico-quimicas dos estimulos nociceptivos, tais como
calor, frio extremo, pressdo e substancias quimicas, sao convertidas em
atividade elétrica por receptores de potencial transitério (canais TRP) e canais
purinérgicos, e esta atividade elétrica é ampliada por canais de sodio (KUNER,
2010). Eletrofisiologicamente, a sensibilizacdo dos nociceptores €
caracterizada pela diminuicdo do limiar de excitabilidade necessario para ativa-

lo, pelo aumento da atividade espontanea da célula nervosa e pelo aumento na
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frequéncia de disparo em resposta a estimulos supralimiares (WALL;
MELZACK, 1999).

O impulso elétrico é entdo conduzido pelas fibras A e C a medula
espinhal (CARVALHO, 1999). Ambas as fibras A e C entram na medula
espinhal através do corno dorsal, o qual €& organizado em laminas
anatomicamente e eletrofisiologicamente distintas. Fibras Ad projetam-se para
as laminas | e V, enquanto que as fibras C projetam-se para laminas mais
superficiais | e Il do corno dorsal (SCHOFIELD; DRAGO, 2007; BASBAUM et
al., 2009).

Figura 1 — Via aferente primaria e suas conexdes no corno dorsal da medula

espinhal

Alvos Fibras AS

supraespinhais

Dorsal

Ventral e il

Fonte: Adaptado de Milligan e Watkins (2009). Fibras C nao mielinizadas e fibras A
mielinizadas transmitem o impulso nociceptivo até o corno da medula espinhal. Ocorre entao
sinapse com os neurdnios de segunda ordem que ascendem para o cortex.

Na medula espinhal, sdo acionados neurbnios de projecdo e
interneurdnios de segunda ordem, dos quais alguns sédo ativados somente por

estimulos nocivos (especificos para nocicepcdo) e outros respondem a
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diferentes estimulos de alta ou baixa intensidade (largo espectro). A conexao
sinptica entre as fibras aferentes primarias e os neurénios do corno dorsal,
envolve neurotransmissores como o0 glutamato e a substancia P, que séo
responsaveis pela producao de potenciais pos-sinapticos excitatorios rapidos e
lentos respectivamente (MILLAN, 2002; KUNER, 2010).

Muitas classes de neurbnios da coluna dorsal, os proprios neurénios
aferentes primarios e fibras descendentes do cérebro exercem um grande
potencial modulatério sobre a transferéncia da informac&o nociceptiva. Apos
entrar no corno dorsal da medula espinhal, a informacdo nociceptiva
proveniente da periferia esta sujeita ao processamento por uma diversidade de
mecanismos, alguns dos quais potencializando (facilitagcéo), outros inibindo sua
transferéncia para os centros supra-espinhais (MILLAN, 2002).

A saida da informacé&o nociceptiva da medula espinhal é feita por varias
vias para sitios de projecdes distintos do cérebro (KUNER, 2010). Da medula, a
informacdo nociceptiva € encaminhada para a regido do tronco cerebral
(sistema reticular), talamo (ndcleos talamicos sensitivos), estruturas do sistema
limbico (amigdala, hipotadlamo, hipocampo, giro cingulo) e areas corticais
(CARVALHO, 1999).

O trato lateral espinotalamico projeta estimulos sensoriais multimodais
de uma série de neurdnios da medula espinhal para o talamo lateral e tem sido
implicado no processamento sensorial e aspectos discriminativos da dor. Em
contraste, a expressdo medial do trato espinotalamico e o trato
espinoparabraquial projetam para o tdlamo medial e estruturas limbicas e
parecem mediar componentes emocional e aversivo da dor. A experiéncia da
dor é percebida no cértex e a informagdo € adequadamente enviada para a

medula espinhal para permitir a retirada do estimulo nocivo (KUNER, 2010).

Varios neurotransmissores (substancia P, glutamato e o peptideo
vasoativo intestinal, entre outros) estdo envolvidos na transmissdo da

informacgé&o nociceptiva ao sistema nervoso central (SNC) (CARVALHO, 1999).
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Figura 2 — Circuitos da dor
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Fonte: Adaptado de Kuner (2010).

A transmissdo nociceptiva tem sua atividade modulada pelo sistema
modulador de dor, composto por elementos neuronais presentes na medula
espinhal, tronco encefalico, talamo, estruturas subcorticais, cOrtex cerebral e,

possivelmente, no sistema nervoso periférico (CARVALHO, 1999).

As vias descendentes provenientes do mesencéfalo e do tronco
encefalico exercem forte efeito inibitério sobre a transmissdo no corno
posterior. A area cinzenta periaquedutal (CPA), uma pequena area de
substéncia cinzenta que envolve o canal central, € um local importante para o
controle da dor em humanos. A inibicdo descendente é mediada principalmente
por encefalinas, 5-hidroxitriptamina e norepinefrina (noradrenalina) (TRACEY et
al., 2002; VANDERAH, 2007). A ativacdo da supressao da dor aumenta a
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sintese desses neurotransmissores que, pelos tratos descendentes, se
projetam na substancia cinzenta da medula espinhal e exercem atividade
inibitéria (CARVALHO, 1999).

1.2.3 Receptores de Potencial Transitério (TRP)

Os receptores de potencial transitério (TRP) sdo uma familia de canais
catidnicos, na sua maioria permeaveis ao Ca?*, formados por seis dominios
transmembrana e que possuem graus diferentes de seletividade. Podem ser
ativados por uma grande diversidade de estimulos (detectam estimulos
mecanicos, quimicos e térmicos) e estdo divididos em sete subfamilias de
acordo com sua sequéncia de aminodacidos: canais TRP classicos (TRPC),
melastatinas (TRPM), vaniloides (TRPV), anquirinas (TRPA), policistinas
(TRPP), mucolipinas (TRPML) e mecanorreceptores de potencial C (TRPN)
(SIDI et al., 2003; NILIUS et al., 2007; VENKATACHALAM; MONTEL, 2007;
BEVAN; ANDERSSON, 2009; WU et al., 2010).

Os canais TRP sdo expressos em guase todas as células, em tecidos
excitdveis e ndo excitaveis. Estdo presentes em todas as membranas
celulares, com excecdo das membranas nucleares e mitocondriais. A maioria
dos canais TRP é localizada na membrana plasmatica, onde tém um papel
essencial no influxo e/ou no transporte transcelular de Ca**, Mg** e outros fons.
Estas contribuicbes sdo essenciais para diversos processos fisiolégicos, tais
como funces homeostaticas (reabsorcdo de Ca?*, Mg?* e osmoregulacéo),
funcdes de motilidade, tais como a contragdo muscular e controle vasomotor e
funcbes sensoriais (sinalizacdo de feroménio, transducdo de gosto, sensacao
térmica e nocicepcéao) (NILIUS; OWSIANIK, 2011).

1.2.4 Receptores de Potencial Transitério suptipo vaniléide 1 (TRPV1)

O receptor de potencial transitorio suptipo vaniléide 1 (TRPV1) trata-se

de um canal de cations ndo seletivo, permeavel ao Ca?*. Estruturalmente, é
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uma proteina de membrana tetramérica com quatro subunidades idénticas
montadas em torno de um poro central aquoso. Cada subunidade mostra uma
topologia de seis segmentos transmembrana (S1-S6) com uma regido de poro
entre 0 quinto e sexto segmento, e terminacbes N e C citoplasmaticas
(MORENILLA-PALAO et al., 2004).

O canal TRPV1 responde a estimulos tais como substancias vanildides,
como a capsaicina, temperaturas superiores a 42°C e concentragdes de
prétons na faixa micromolar (pH 5,5 e inferior). O receptor TRPV1 possui um
papel significativo na via de transducdo da dor e na manutencéo de condi¢cdes
inflamatorias em uma variedade de lesGes e doencas. TRPV1 também é
modulado por fosforilagdo, e varias substancias causadoras de dor que atuam
através de receptores acoplados a proteina G, agem sensibilizando este
receptor (DEVESA et al., 2011).

1.2.5 Oxido nitrico

O NO é um gés de radical livre e ndo carregado, sintetizado por uma
familia de enzimas chamadas oxido nitrico sintases (NOS) através da
conversdo de L- arginina em L-citrulina. A familia das NOS compreende trés
isoenzimas distintas: as isoformas endotelial (eNOS ou NOS-III) e neuronal
(nNOS ou NOS-I), ambas constitutivas e dependentes de Ca2+-calmodulina
(CaM), e uma isoforma induzivel (iNOS ou NOS-Il) (ABU-SOUD; STUEHR,
1993).

Utilizado como um agente toxico ou de sinalizacdo entre as células, o
NO é gerado por muitos tipos celulares em uma diversidade de tecidos, ele
participa da sinalizacdo de inumeros processos fisiolégicos, tais como
relaxamento do musculo liso, vasodilatacdo, controle da pressao arterial,
regulacdo dos mecanismos pré e anti-apoptoéticos, inibicdo da agregacao
plaguetaria e neurotransmissdo. Associado a essas funcgdes fisioldgicas,
participa das respostas inflamatdrias e imunes (RADOMSKI; MONCADA, 1993;
COLEMAN, 2001; KIM et al., 2001). Na dor, o NO parece estar envolvido nos
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trés niveis — periférico, corno dorsal da medula espinhal e coOrtex cerebral —
onde a percepc¢ao da dor é processada (ANBAR; GRATT, 1997).

1.2.6 Sistema opidide

O termo opidide aplica-se a qualquer substancia que produza efeitos
semelhantes aos da morfina e que estes efeitos sejam bloqueados por
antagonistas como a naloxona (DHAWAN et al., 1996).

Os opidides promovem analgesia agindo em diversos locais. No
mesenceéfalo, ativam as vias ini.bitérias descendentes; nos neurbnios de
segunda ordem, impedem a transmissdo ascendente da informacéo
nociceptiva; nas terminagdes de fibras C na medula espinhal, previnem a
liberacdo de neurotransmissores nociceptivos; e na periferia inibem a ativacao
dos nociceptores e de células que liberam mediadores inflamatérios
(VANDERAH, 2007).

O sistema opidide enddgeno apresenta funcdes, tais como a inibicdo dos
estimulos dolorosos, um papel modulador das fungBes gastrintestinais,
enddcrinas e autdbnomas; uma funcdo emocional, que se evidencia pelas
poderosas propriedades de gerar gratificacdo e dependéncia; e uma funcao

cognitiva na modulacéo da aprendizagem e memoria (GUTSTEIN; AKIL, 2005).

Existem trés familias diferentes de peptideos enddgenos classicos:
encefalinas, endorfinas e dinorfinas. Cada uma provém de um peptideo
precursor diferente e tem distribuicdo anatdbmica caracteristica. Estes
precursores — pré-proopiomelanocortina, pré-proencefalina e pré-prodinorfina —
sdo codificados por 3 genes correspondentes. Cada precursor € suscetivel a
clivagens e modificacbes pos-translacionais complexas, que resultam na
sintese de varios peptideos ativos. Os peptideos tém em comum a seqiéncia
aminoterminal tirosina-glicina-glicina-fenilalanina (metionina ou leucina),
conhecida como “unidade opidide”. Essa molécula € seguida de varias
extensdes C terminais, resultando em peptideos com 5 a 31 residuos
(GUTSTEIN; AKIL, 2005).
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Antes que estes agonistas endodgenos fossem completamente
identificados, sugeria-se a existéncia de diferentes classes de receptores.
Muitos receptores foram propostos, entretanto, a maioria dos autores considera
trés tipos bem estabelecidos: um (u), delta (&) e kappa (k); que medeiam os
principais efeitos farmacoldgicos dos opidides (GOZZANI, 1994). De acordo
com Law e colaboradores (2000), os mais importantes efeitos farmacoldgicos

da morfina, inclusive a analgesia, séo mediados pelo receptor .

Os receptores opiodides pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G, e todos os trés tipos de receptores inibem a adenilil ciclase, assim
reduzindo o conteddo intracelular de AMPc (figura 3). Isso afeta
secundariamente as vias de fosforilacdo das proteinas, e dessa forma, a
funcdo celular. Também exercem efeito sobre os canais ibnicos através de um
acoplamento direto da proteina G ao canal. Por esse meio, 0s opidides
promovem abertura dos canais de potassio e inibem a abertura dos canais de
calcio controlados por voltagem, sendo seus principais efeitos vistos em nivel
de membrana. Estes efeitos reduzem a excitabilidade neuronal (0 aumento da
condutancia de K+ causa hiperpolarizacdo da membrana) e a liberacdo de
transmissores (pela inibicdo da entrada de calcio). O efeito global, portanto é
inibitorio a nivel celular (VANDERAH, 2007).

Os receptores opidides tém sido implicados na regulacdo da dor,
modulacdo neuroenddcrina e alteracao na liberacdo de neurotransmissores e
as consequéncias da ativacdo desses receptores parecem estar relacionadas
com a sua localizacdo anatdmica, bem como os niveis de expressao de seus
subtipos (MANSOUR et al.,, 1995). As trés classes de receptores, séo
amplamente distribuidas no SNC, entretanto, neurdnios periféricos, algumas
glandulas, células ectodérmicas e imunes também expressam esses
receptores (ZOLLNER; STEIN, 2007; SEHGAL et al., 2011).

Na periferia, os opidides inibem a descarga de terminagBes aferentes
nociceptivas, particularmente sob condi¢cbes de inflamacdo, nas quais ha o
aumento da expressao dos receptores de opidides pelos neurdnios sensitivos
(SAWYNOK, 2003; SEHGAL et al.,, 2011). Tem sido demonstrado que as

células imunes contém peptideos opidides tais como [(-endorfina, met-
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encefalina, e dinorfina e migram para os tecidos inflamados durante o processo
de recrutamento por quimiocinas, adesao e extravasamento (KAPITZKE et al.,
2005).

Figura 3 — Analgesia mediada por receptor opidide nos terminais periféricos

dos neurdnios sensoriais primarios
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Proteina G
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Fonte: Adaptado de Kapitzke e colaboradores (2005). Ocorre ativagdo dos receptores opidides
acoplados a proteina G por agonistas endégenos ou exdgenos. O receptor acoplado a proteina
G ativa diretamente os canais de potassio, inibe canais de calcio ativados por voltagem e inibe
adenilil ciclase. Receptores opidides ativam indiretamente a fosfolipase C (PLC) e a cascata da
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK).

Alguns estudos demonstram que os efeitos analgésicos dos opidides
devem-se a sua capacidade de inibir diretamente a transmissdo ascendente
das informagdes nociceptivas provenientes do corno dorsal da medula espinhal
e de ativar os circuitos de controle da dor, que descem do mesencéfalo pelo
bulbo ventromedial rostral e chegam ao corno dorsal da medula espinhal
(MANSOUR et al., 1995).

Os agonistas opidides apresentam agbBes farmacodindmicas
semelhantes, que incluem analgesia, sedacgao, sonoléncia, inconsciéncia,

supressdo da resposta vegetativa e enddcrina ao estresse. Os antagonistas
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produzem pouco efeito quando dados isoladamente, mas bloqueiam os efeitos
dos opidides. A naloxona € um antagonista puro, que pode reverter a acdo dos
agonistas como a morfina, bem como a de alguns agonistas/antagonistas e
agonistas parciais (GOZZANI, 1994).

1.2.7 Adenosina

A adenosina € uma purina, classificada como neuromodulador endégeno
e agonista purinérgico, formada por uma porcéo purinica (adenina) e o acucar
ribose (OZACMAK; SAYAN, 2007). Sua acdo endogena foi descrita
primeiramente ao exercer um potente efeito depressor na atividade neuronal
(DUNWIDDIE, 1985).

Existem quatro receptores identificados para adenosina, A1, Az, Az €
As. Os receptores A; apresentam alta afinidade para a adenosina e tém a esse
nivel uma acdo neurodepressora, por inibirem a liberacdo de noradrenalina,
dopamina, acido gama amino butirico e glutamato. Os receptores A; e Az agem
via proteina Gy, inibem adenilil ciclase, facilitando a abertura de canais de K* e
a inibicdo de correntes de Ca?', enquanto os receptores As € Asg estdo
acoplados a proteina Gs e agem estimulando adenilil ciclase. (SCHWABE;
LOHSE et al., 1985; SAWYNOK, 1998).

As purinas demonstram exercer efeitos sobre a transmisséo da dor, com
acOes tanto periféricas como espinhais em modelos animais. A natureza da
modulacdo da sinalizacdo da dor depende do subtipo de receptor ativado. Na
periferia, a ativacdo do receptor A; produz supressado da dor, enquanto a
ativacado dos receptores Asa € Azg produz aumento da dor (SAWYNOK, 1998;
HOMAYOUNFAR et al., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Homayounfar%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15661568
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1.3 Mangiferaindica Linn.

A familia Anacardiaceae é constituida por cerca de 76 géneros e 600
espécies. Seus géneros sao subdivididos em cinco tribos (Anacardieae,
Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae). Do ponto de vista quimico,
0S (@éneros mais estudados nesta familia sdo Mangifera, Rhus
(Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus,
Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea. Mangifera, Rhus e Anacardium
destacam-se pelo numero de investigacdes relativas a composicdo quimica de
suas espécies e as suas atividades biolégicas. Os estudos das espécies de
Anacardiaceae possibilitaram verificar a ocorréncia de flavondides, terpenos,

esteroides, lipidios fendlicos e xantonas (CORREIA et al., 2006).

O género Mangifera tem origem na Asia tropical, com maior nimero de
espécies encontradas em Bornéu, Java, Sumatra e na Penisula Malaia
(BALLY, 2006). Sédo conhecidas 58 espécies do género Mangifera distribuidas
em dois subgéneros. O subgénero Mangifera, constituido por quatro seccoes:
Marchandora, Eurantherae, Rawa, Mangifera, e o0 subgénero Limus,

consistindo das secc¢fes Deciduae e Perrennis (EIADTHONG et al., 1999).

O género Mangifera contém varias espécies que produzem frutos
comestiveis. A maioria das arvores, que sdo comumente conhecidas como
mangueiras, pertencem a espécie Mangifera indica. As outras espécies
Mangifera comestiveis tém, geralmente, fruto de qualidade inferior e sao

comumente referidos com mangas selvagens (BALLY, 2006).

Mangifera indica Linn, a mangueira (figura 4), € uma espécie muito
consumida, cultivada em regides tropicais e subtropicais (GARRIDO et al.,
2004), sendo a manga um dos frutos mais consumidos no mundo, na forma in
natura ou como polpa, sucos, néctar, doces e geléias (BARRETO et al., 2008).
Oriunda da india, seu cultivo esta presente em varios paises, constituindo uma
importante atividade econémica em muitos deles (india, China, Tailandia,

México, Paquistado, Indonésia, Filipinas, Brasil e Nigéria) (RIBEIRO, 2006).
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Ha cerca de 50 variedades de mangueiras, distintas na forma, coloracéo
e qualidade dos frutos (BRAGA, 1953). Seu cultivo no Brasil, historicamente, foi
feito em moldes extensivos, sendo comum o plantio em areas esparsas, nos
quintais e fundos de vales das pequenas propriedades, formando bosques
subespontaneos, e tradicionalmente cultivados nas diversas localidades. No
Brasil, a manga € cultivada em todas as regides fisiogréficas, com destaque
para o Sudeste e para o Nordeste. No Nordeste, o cultivo ocorre em todos 0s
estados, em particular nas areas irrigadas da regido semi-arida, que
apresentam excelentes condi¢cdes para o desenvolvimento e obtencédo de
elevada produtividade e qualidade de frutos. As principais areas cultivadas de
manga estdo localizadas nos estados da Bahia, Pernambuco e Ceara
(EMBRAPA, 2004). Séo frequentes no Ceara as variedades: Itamaraca, Coité,
Massa, Espada, Rosa, Carlota, Manguita e Bourbon (BRAGA, 1953).

A mangueira é uma arvore de elevado porte, as vezes com mais de 20
m de altura e até 2,5 m de didametro, esgalhada, formando densa e frondosa
copa, cuja sombra ndo cresce planta alguma. Apresenta folhas alternas,
pecioladas, inteiras, oriaceas, lanceoladas ou lanceolado-oblongas, de 15 a 25
cm de comprimento, agudas, acuminadas, as vezes obtusas no apice,
estreitadas na base, glabras, verde-escuras na parte superior. As flores séo
pequenas, verdes, numerosas, poligamas, de cinco sépalas, 4 a 5 pétalas, 1 a
5 estames, em grandes paniculas terminais, pubescentes. O fruto € tipo drupa,
ovoide, obliquo, péndulo, carnoso, com episperma fibroso, grande ou pequeno,
liso, de casca verde, verde com pintas pretas, amarelado, dourado, ou ainda
réseo, quando maduro. Polpa suave, sumarenta, cuja coloracdo varia do
amarelo ao amarelo alaranjado. A semente (caroco) é chata, de testa delgada,
com cotilédones plano-convexos, comumente lobados (BRAGA, 1953).
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Figura 4 — Mangifera indica L. (mangueira).

Fonte: Canuto (2009). Foto: Cicero Barbosa Filho.

A despeito da importancia econémica da mangicultura e do largo
consumo da fruta, a mangueira possui uso medicinal pouco conhecido pela
populacdo brasileira (CANUTO, 2009). No entanto, a espécie € empregada na
medicina tradicional para uma ampla variedade de enfermidades em diversas
partes do mundo (GARRIDO et al., 2004).

O uso popular refere propriedades medicinais as varias partes da planta.
A casca é considerada sudorifica, antiafta, anti-reumatica, também usada para
leucorréia, sifilis, disenteria, doencas parasitarias da pele, menorragia,
sangramento de hemorroidas, secre¢do nasal, infecc6es de boca em criangas.
As raizes sdo atribuidos efeitos diuréticos e sua casca é também usada para
diarreia e leucorréia (LIM, 2012).

7z

O uso do fruto € recomendado no tratamento de bronquite crénica e
outras afeccbBes respiratérias, contra disenteria, hemorragias intestinais,
secrecdo da bexiga, devido a presenca de terebentina e outros principios
constitutivos da fruta. E ainda diurética e estimulante da funcéo lactea (BRAGA,
1953). A manga é utilizada contra o escorbuto e para o tratamento de cegueira

noturna, desordens gastrointestinais, biliares e sanguineas; sua resina é
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empregada como sudorifica e para curar sarna e outras afeccbes cutaneas
(LIM, 2012).

A semente € empregada como vermifuga, antiespasmaddica,
antiescorbutica, adstringente, anti-helmintica, e usada na menorragia. Na forma
pulverizada, é utilizada para disenteria cronica, asma e sangramento de
hemorroidas (BRAGA, 1953; SAIRAM et al., 2003).

As folhas sdo galactagogas e adstringentes. Tém uso na disenteria
hemorragica, perda de voz, doencas crénicas no pulmio, asma, tosse e
recidiva de doencas. As cinzas das folhas secas sdo usadas para
queimaduras. As flores secas, cozidas ou transformadas em pd, sdo usadas na
diarreia, disenteria crbnica, gonorreia e fornecem um fumigante contra
mosquitos (BRAGA, 1953; LIM, 2012). Algumas comunidades rurais africanas
utilizam a mangueira para o tratamento de doencas cronicas (diabetes e artrite)
e também como antiinflamatorio e analgésico (OJEWOLE, 2005).

Figura 5 — Folhas, fruto e flores de Mangifera indica L. (mangueira).

‘Fonte: BALLY (2006).

Vimang €& o nome comercial de uma formulagdo farmacéutica cubana,
preparada com extrato aquoso padronizado de Mangifera indica. E um produto
registrado como fitoterapico, suplemento alimentar e cosmético, disponivel em
varias formas farmacéuticas (comprimidos revestidos, capsulas, xarope, creme,
pomada, supositério e ampola para injecédo) (SELLES et al., 2002; NUNEZ-
SELLES et al., 2007). O principal componente dos extratos obtidos de partes

da mangueira € a mangiferina, uma xantona glicosilada, porém, além desta
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substancia, os extratos contém uma mistura de componentes terpendides,

esterodides, acidos graxos e microelementos (GARRIDO et al., 2004).

Sao varios os estudos cientificos sobre os atributos farmacoldgicos dos
extratos de Mangifera indica L. Na literatura, uma série de trabalhos descrevem
atividades imunoestimulante, antiviral, antimicrobiana, antiinflamatoria,
analgésica, antioxidante, citotoxica, antimutagénica, antiadipogénica,
antidiarreica, hipolipidémica, hipoglicemiante e antineoplasica (SANCHEZ et
al., 2000; GARRIDO et al., 2001; MAKARE et al., 2001; SELLES et al., 2002;
SAIRAM et al., 2003; BELTRAN et al., 2004; OJEWOLE, 2005; PARDO-
ANDREU et al., 2008; GARRIDO-SUAREZ, 2010; LIM, 2012; MORFFI et al.,
2012; RAJAN et al., 2012; SULTANA et al., 2012; TAING et al., 2012).

1.4 Mangiferina

As xantonas ocupam uma posicdo importante na quimica de produtos
naturais, sado compostos fendlicos heterociclicos que contém oxigénio,
apresentam uma coloracdo amarela, e o0 esqueleto base dibenzo-y-pirona
(figura 6) (DIDEROT et al., 2006). Sua estrutura esta relacionada com a dos
flavondides e seu comportamento cromatografico também ¢é semelhante
(HOSTETTMANN; WAGNER 1977).

Figura 6 — Dibenzo-y-pirona.

As xantonas tém aumentado gradualmente sua importancia por
apresentarem muitas propriedades bioldgicas e farmacolégicas interessantes.

Um namero crescente de espécies de plantas que contém xantonas exibem



38

varias propriedades biologicas e sédo utilizadas como agentes terapéuticos na
medicina tradicional para o tratamento de varias doencas (DIDEROT et al.,
2006).

Um certo nimero de xantonas tem sido isolado a partir de algumas
fontes naturais (plantas superiores, fungo e liquens) (DIDEROT et al., 2006).
As xantonas ja isoladas podem ser classificadas em cinco grupos: xantonas
simples oxigenadas (subdivididas segundo o grau de oxigenacdo em mono, di,
tri tetra, penta ou hexa-oxigenadas); glicosilxantonas (subdivididas em O-
gicosideas ou C-glicosideas, de acordo com natureza da ligacdo glicosidica);
xantonas preniladas; xantoligndides e xantonas diversas (MANDAL et al.,
1992).

A mangiferina é uma glicosilxantona presente em varias plantas,
incluindo Mangifera indica L. (CHOPRA et al., 1956). O primeiro relato da
ocorréncia desta substancia data de 1908 quando Wiechowski isolou a mesma
da espécie Mangifera indica L., desde entéo ela foi estudada por varios grupos
de pequisas e a sua estrutura conclusiva foi estabelecida como 2-C-B3-D-
glicopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona  (Figura 7) (HOSTETTMANN;
WAGNER, 1977).

Figura 7 — Estrutura quimica da mangiferina.

A mangiferina é encontrada em algumas partes de um grande nuamero
de plantas superiores, € um composto muito estavel, altamente resistente a
hidrolise acida e enzimatica (BHATIA et al., 1967). Na mangueira, a

mangiferina € um dos constituintes fendlicos majoritarios, podendo ser
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detectada nas folhas, casca do caule, fruto e raizes (RICHARDSON, 1983). De
acordo com Scartezzini e Speroni (2000), a porcentagem de mangiferina em
Mangifera indica L. é de 6,9%.

Barreto e colaboradores (2008) avaliaram a composi¢cdo quimica de
partes diferenciadas da mangueira, as quais foram obtidas de 16 cultivares
cultivadas no Brasil: Amrapali, Coité, Fafa, Haden, Itamaraka, Keit, Kent,
Mallika, Momika, Primavera, Rosa, Tommy Atkins, Van Dyke, Embrapa 141-
roxa (cultivar hibrida Amrapali x Tommy Atkins), Embrapa 142-alfa (cultivar
hibrida Mallika x Van Dyke) e da selecdo CPAC 136/86. A mangiferina foi o
composto fenolico mais abundante da casca do caule e das folhas jovens, o
segundo maior componente nas folhas velhas, e o terceiro mais abundante da
casca do fruto e do carogo. Os maiores teores de mangiferina foram
quantificados em folhas jovens da cultivar Coité (17,2%), na casca do caule de

Momika (10,7%) e nas folhas velhas de Itamaraka (9,4%).

No fruto, foi verificado que o conteido de mangiferina varia com o
estadio de maturacdo, havendo decréscimo a medida que a manga (Tommy
Atkins) amadurece (AZEVEDO, 2006). Berardini e colaboradores (2005)
investigaram os teores de mangiferina nos frutos de 14 cultivares de areas
cultivadas em diferentes paises: R2E2 (Australia), Kent e Tommy Atkins
(Brasil), Mini-mango (Colémbia), Haden e Heidi (Peru), Ngowe (Quénia), José
(La Réunion- departamento ultramarino francés), Chock Anan, Kaew, Maha
Chanock, Manila, Mon Duen Gao e Nam Dokmai (Tailandia). Foi observado
gue a mangiferina € encontrada predominantemente na casca. Na polpa, foram
detectados apenas tracos dessa substancia. As maiores concentracdes, em
torno de 1.300 mg/kg, foram determinadas nas cascas de manga Tommy
Atkins e Chock Anan.

A utilizacdo de extratos contendo mangiferina € bastante difundida em
varias partes do mundo e a mangiferina isolada provou ter as mesmas
propriedades dos extratos, devido a sua habilidade de capturar radicais livres
envolvidos na iniciagdo da peroxidacao lipidica, uma atividade evidenciada por
propriedades redox (SANCHEZ et al., 2000; PAULETTI et al., 2003). Através

de sua acdo removedora de radicais livres, a mangiferina demonstra
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propriedades farmacoldgicas em diferentes érgaos e tecidos, exercendo efeito
preventivo e terapéutico contra uma consideravel gama de doencas (CANUTO,
2009). Sua estrutura xantonéide, com ligacdo C-glicosil e componente hidroxi,
estd relacionada com essa capacidade, levando a um potente -efeito
antioxidante (VYAS et al., 2012).

Dentre as atividades farmacoldgicas do composto ja foram evidenciadas
acdo antioxidante, antitumoral, antiviral, antidiabética, anti-hiperlipidémica,
antiaterogénica, imunomodulatoria, citoprotetora, antialérgica, antiinflamatoria,
antigenotoxica, hepatoprotetora, radioprotetora, neuroprotetora,
cardioprotetora e analgésica (LEIRO et al., 2004; MURUGANANDAN et al.,
2002; MURUGANANDAN et al., 2005; DAR et al., 2005; RIVERA et al., 2006;
WANG et al., 2006; RAJENDRAN et al., 2008; CARVALHO et al., 2009; LEE et
al., 2009; JUNG et al., 2009; PRABHU et al., 2009; SATISH RAO et al., 2009;
PARDO-ANDREU et al., 2010; VISWANADH et al., 2010; GUO et al., 2012;
DAS et al., 2012; HOU et al., 2012; KIM et al., 2012; NIU et al., 2012; ZHENG
et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da mangiferina, isolada de Mangifera indica, em

modelos de nocicepgdo em camundongos.

2.20bjetivos especificos

* |nvestigar o efeito da mangiferina nos modelos de nocicepcdo quimica
induzida por acido acético 0,6%, formalina e capsaicina em

camundongos;

» Avaliar o efeito da mangiferina no modelo de nocicepc¢éo térmica através
do teste da placa quente e do teste de imersdao da cauda em

camundongos;

= Investigar o papel dos receptores de potencial transitorio (TRP),
receptores de potencial transitério da subfamilia vaniléide 1 (TRPV1),
oxido nitrico, sistema opidide, canais de potassio e receptores de

adenosina no efeito antinociceptivo da mangiferina;

= |nvestigar o efeito da mangiferina na atividade locomotora e
coordenacdo através dos testes do campo aberto e rota-rod em

camundongos.
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3 MATERIAIS

3.1. Material botanico

As cascas de Mangifera indica L. (Anacardiaceae) foram coletadas em
uma plantacdo pertencente ao Departamento de Agronomia, no Campus do
Pici, Universidade Federal do Ceara. A espécie vegetal foi autenticada pelo Dr.
Francisco Edson de Paula, e uma excicata foi registrada sob o N°. 32628 no

Herbéario Prisco Bezerra da mesma universidade.

3.2 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos albinos, Swiss, machos, pesando entre
25-30g, provenientes do Biotério central da UFC. Estes foram acondicionados
em caixas de polipropileno, a temperatura de 24 = 2°C, com ciclos de
claro/escuro de 12/12 h, recebendo racdo padrdo e agua a vontade. Os
animais foram mantidos em jejum de solidos por 8 h, antes da realizacdo dos
experimentos.

O projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o nimero 24/12.

3.3 Aparelhos

Aparelho Origem

Balanca para animais (modelo MF-6) Filizola, Brasil
Balanca analitica (mod. AX-200) Shimadzu, Japéao
Banho-maria Quimis, Brasil
Pipetas automaticas Jencons Scientific Inc., USA
Placa quente Ugo Basile, Italia
Analgesimetro digital Insight, Brasil

Rota-rod Insight, Brasil
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3.4 Drogas e Reagentes

Drogas e Reagentes Origem

Acido acético glacial P.A. Quimex, Brasil
Alcool etilico absoluto 96% Sigma, USA
Capsaicina Sigma, USA
Capsazepina Sigma, USA
Diazepam (Valium®) Roche, Brasil
Diazoxido Sigma, USA
Dimetilsulfoxido (DMSO) Vetec, Brasil
8-fenilteofilina Sigma, USA
Formaldeido P.A. Sigma, USA
Glibenclamida Sigma, USA
Indometacina Sigma, USA
L-arginina Sigma, USA
Morfina (Sulfato de Morfina - Dimorf®) Cristalia, Brasil
Naloxona (Cloridrato de Naloxona - Narcan®) Cristélia, Brasil
Naloxonazina (Naloxonazine dihydrochloride hydrate ) Sigma, USA
N-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME) Sigma, USA
Tween 80 Riedel, Alemanha

Vermelho de ruténio Aldrich, USA
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4 METODOS

4.1. Obtencdo da mangiferina

O material vegetal seco (2,03 kg de cascas de Mangifera indica L.) foi
extraido duas vezes com etanol (13L). O extrato etandlico bruto teve seu
solvente removido em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida. O residuo
sélido foi redissolvido em metanol, resultando na formacdo de um precipitado
amorfo, que foi separado logo em seguida por filtracdo simples. Apoés
repetidas recristalizagbes em acetato de etila, foram  obtidos cristais
amarelados de mangiferina (40g). A estrutura e pureza da mangiferina foram
confirmadas utilizando-se técnicas espectroscopica (RMN de 'H e °C,

infravermelho) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A metodologia de extracdo e caracterizacdo da mangiferina foi realizada
pela Prof?. Dr?. Maria Teresa Salles Trevisan do Departamento de Quimica

Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

4.2 Avaliacao da atividade antinociceptiva

4.2.1 Teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético 0,6%

em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo (2% Tween de 80 em agua destilada,
10mL/kg, v.0.), mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg s.c.).
Apds 60 minutos do tratamento com mangiferina e 30 minutos apés a
administracao de morfina, os animais receberam uma inje¢ao intraperitoneal de
acido acético 0,6% (10ml/kg). O numero total de contor¢bes abdominais foi
determinado, por um periodo de 20 minutos, comecados a contar 10 minutos

apos a administracdo do &cido acético (KOSTER et al., 1959).
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Para investigar o mecanismo de acao, os animais foram pré-tratados com
naloxona (2 mg/Kg, i.p.) 15 minutos antes da administracdo de mangiferina (30
mg/kg) ou morfina.

4.2.2 Teste daformalina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo, mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou
morfina (5 mg/kg, s.c.). Apds 60 minutos da administracdo do veiculo ou da
mangiferina e 30 minutos apd6s a administracdo de morfina, a nocicepc¢ao foi
induzida com uma injecao subplantar de formalina 1% (20 ulL/animal) na pata
traseira direita. O tempo gasto, em segundos, pelo animal lambendo a pata, foi
registrado durante os periodos de 0-5 min (12. fase) e 20-25 min (22. fase) apos
a administracao da formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Para investigar o mecanismo de acdo, os animais foram pré-tratados
com naloxona (2 mg/Kg, i.p.) 15 minutos antes da administracdo de

mangiferina (100mg/kg) ou morfina.

4.2.3 Teste da capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo, mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou
morfina (5 mg/kg, s.c.). Apos 60 minutos da administracdo do veiculo ou da
mangiferina e 30 minutos apos a administracdo de morfina, a nocicepc¢ao foi
induzida com a administracdo intraplantar de capsaicina (1,6 ug/pata; 20 yL) na
pata traseira direita e o tempo gasto, em segundos, pelo animal lambendo a
pata, foi registrado durante o periodo de 0-5 min apds administracdo da
capsaicina (SAADE et al., 2002).
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4.2.4 Envolvimento dos receptores de potencial transitério (TRP) no

efeito da mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo ou mangiferina (30 mg/kg,v.0.) 60 min
antes ou com vermelho de ruténio (3 mg/ Kg, s.c.) 30 min antes da injecdo
intraplantar de capsaicina (1,6 pg/pata; 20 pL) na pata traseira direita.
Vermelho de ruténio (VR 3 mg/kg, s.c.) foi administrado 15 min antes da
administracdo de mangiferina (30 mg/kg, v.0.). O tempo gasto, em segundos,
pelo animal lambendo a pata, foi registrado durante o periodo de 0-5 min apos

administragao da capsaicina.

4.2.5 Envolvimento dos receptores de potencial transitorio vanildide 1
(TRPV1) no efeito da mangiferina no modelo da capsaicina em

camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo ou mangiferina (30 mg/kg,v.0.) 60 min
antes ou com capsazepina (5 mg/ Kg, i.p.) 30 min antes da injecao intraplantar
de capsaicina (1,6 pg/pata; 20 pL) na pata traseira direita. Capsazepina (CPZ 5
mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes da administragdo de mangiferina (30
mg/kg, v.0.). O tempo gasto, em segundos, pelo animal lambendo a pata, foi

registrado durante o periodo de 0-5 min ap6s administracdo da capsaicina.

4.2.6 Envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito da mangiferina no

modelo da capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo ou mangiferina (30 mg/kg,v.0.) 60 min
antes ou com L-arginina (600 mg/ Kg, i.p.) 30 min antes da injecao intraplantar
de capsaicina (1,6 pg/pata; 20 pL) na pata traseira direita. L-NAME (20 mg/kg,
I.p.) foi administrado 15 min antes da administragéo de L-arginina (600 mg/ Kg,

I.p.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.). O tempo gasto, em segundos, pelo animal
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lambendo a pata, foi registrado durante o periodo de 0-5 min apos

administragéo da capsaicina.

4.2.7 Envolvimento do sistema opidide no efeito da mangiferina no

modelo da capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo, mangiferina (30 mg/kg, v.0.) 60 min antes
ou com morfina (5 mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo intraplantar de
capsaicina (1,6 pg/pata; 20 pL) na pata traseira direita. Naloxona (2 mg/Kg, i.p.)
foi administrado 15 minutos antes da administragdo de mangiferina (30 mg/kg,
v.0.) ou morfina (5 mg/kg, s.c.). O tempo gasto, em segundos, pelo animal
lambendo a pata, foi registrado durante o periodo de 0-5 min apos

administracdo da capsaicina.

4.2.8 Envolvimento do receptor opidide p no efeito da mangiferina no

modelo da capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo, mangiferina (30 mg/kg, v.0.) 60 min antes
ou com morfina (5 mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo intraplantar de
capsaicina (1,6 ug/pata; 20 pL) na pata traseira direita. Naloxonazina (30
mg/Kg, i.p.) foi administrado 15 minutos antes da administracdo de mangiferina
(30 mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg, s.c.). O tempo gasto, em segundos, pelo
animal lambendo a pata, foi registrado durante o periodo de 0-5 min apos

administracdo da capsaicina.

4.2.9 Envolvimento dos canais de potassio no efeito da mangiferina no

modelo da capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo ou mangiferina (30 mg/kg,v.0.) 60 min

antes ou com diazoxido (3 mg/ Kg, i.p.) 30 min antes da injec&o intraplantar de
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capsaicina (1,6ug/pata; 20 L) na pata traseira direita. Glibenclamida (5 mg/kg,
i.p.) foi administrada 15 min antes do diazéxido (3 mg/ Kg, i.p.) ou da
mangiferina (30 mg/kg, v.0.). O tempo gasto, em segundos, pelo animal
lambendo a pata, foi registrado durante o periodo de 0-5 min apds

administracdo da capsaicina.

4.2.10 Envolvimento dos receptores de adenosina no efeito da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo ou mangiferina (30 mg/kg,v.0.) 60 min
antes da injecédo intraplantar de capsaicina (1,6ug/pata; 20 yL) na pata traseira
direita. 8-fenilteofilina (8 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 min antes da
mangiferina (30 mg/ Kg, v.0.). O tempo gasto, em segundos, pelo animal
lambendo a pata, foi registrado durante o periodo de 0-5 min apos

administracdo da capsaicina.

4.2.11 Teste da placa quente em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram pré-

selecionados pela passagem individual em placa quente mantida a 51 + 0,5 °C
(ANKIER, 1974) e agueles que apresentaram tempo de reacdo (saltar ou
lamber as patas traseiras) superior a 20 segundos foram descartados.

O tempo de reacédo foi registrado antes (0 min) e 30, 60, 90 e 120
minutos ap0s a administracdo de veiculo, mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) ou morfina (5mg/kg, s.c.). O tempo de 45 segundos foi considerado como
tempo maximo de reacdo para prevenir danos nas patas dos animais (EDDY;
LEIMBACH, 1953).

4.2.12 Teste de imersao da cauda em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo, mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou
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morfina (5 mg/kg, s.c.). Apds 60 minutos da administracdo do veiculo ou da
mangiferina e 30 minutos apdés a administracdo de morfina, a nocicepc¢ao foi

induzida através da imersao do terco inferior da cauda dos animais, em agua

aquecida a 55°C, por duas vezes consecutivas e 0 segundo tempo de reagdo
foi registrado antes (0 min) e 30, 60, 90 e 120 minutos apos os tratamentos. O
tempo de 10 segundos foi considerado como tempo maximo de reacdo para

prevenir danos nas caudas dos animais (JANSSEN et al., 1963).

4.2.13 Teste do campo aberto em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo, mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou
diazepam (1 mg/kg s.c.). Ap6és 60 minutos do tratamento com veiculo e
mangiferina, e 30 minutos apds a administracao de diazepam os animais foram
colocados em um campo aberto, feito de acrilico (paredes transparentes e piso
preto, 30 x 30 x 15 cm), dividido em nove quadrados de &reas iguais. Os
animais foram observados quanto a atividade locomotora, onde foi registrado o
namero de campos explorados, durante 5 minutos, sendo 1 minuto de
ambientacdo do animal (BROADHURST, 1957).

4.2.14 Teste do rota-rod em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, foram divididos em
grupos (n=8), e tratados com veiculo, mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou
diazepam (1 mg/kg s.c.). Apés 60 minutos do tratamento com veiculo e
mangiferina, e 30 minutos apés a administracdo de diazepam, os animais
foram colocados no aparelho de rota-rod. O aparelho corresponde a uma barra
horizontal com um diametro de 5 cm, subdividido em cinco compartimentos e
que gira a velocidade constante (INSIGHT, RT-2002, Brazil). Os animais foram
postos sobre a barra girando a uma velocidade de 4 rpm e aqueles que
conseguiram permanecer por um tempo maior que 120 seg foram selecionados
24h antes do teste. Os camundongos foram observados quanto a coordenacao
motora, onde foi registrado o nimero de quedas. O tempo maximo permitido foi
1 min e o nimero maximo de quedas permitido foi 3 (DUNHAM; MIYA, 1957).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=DUNHAM%20NW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13502156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MIYA%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13502156
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Para comparacado multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman Keul. Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 Teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético em

camundongos

A tabela 1 e o grafico 1 demonstram o efeito antinociceptivo da
administracdo oral da mangiferina no teste de contor¢cdes abdominais induzidas
por acido acético 0,6% em camundongos. A mangiferina nas doses de 30 e
100 mg/Kg, v.o., reduziu significativamente (p<0,05) o numero de contorcbes
abdominais para 16,78+6,36; e 7,87+3,63 contor¢cbes abdominais/20 min,
respectivamente, correspondendo a uma inibicdo de 65,8% e 83,9% quando

comparados ao veiculo (49,13+6,99 contor¢des abdominais/20 min).

A morfina (5 mg/kg, s.c.), um analgésico opidide, reduziu
significativamente (p<0,05) o numero de contor¢des abdominais para zero,
correspondendo a uma inibicdo de 100%. A administracdo de naloxona (2
mg/kg, i.p.), um antagonista opidide ndo especifico, foi capaz de reverter
parcialmente o efeito antinociceptivo da morfina (30,15%£3,72 contor¢cdes
abdominais/20min) e da mangiferina 30mg/kg (39,72+3,66 contorcdes
abdominais/20min) quando comparados aos seus respectivos controles (0+0 e

16,78+63 contor¢gdes abdominais/20min).
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Tabela 1 — Efeito da mangiferina no teste de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético 0,6% em camundongos.

Grupos Dose Numero de contorgdes

mg/kg, via abdominais/20min
Veiculo - 49,13 + 6,99
Mangiferina 10, v.o. 32,13+ 7,46

30, v.0. 16,78 £ 6,36

100, v.o. 7,87 +3,63%
Morfina 5, s.C. 0+0°
Naloxona + Morfina 2.ip.+5,s.C. 30,15 +3,722°
Naloxona + 2,i.p. + 30, v.0. 39,72 + 3,66 °°¢
Mangiferina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do numero de
contor¢des abdominais em 20 min de observacgdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e
morfina (5mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo de acido acético 0,6% (10mL/Kg, i.p.).
Naloxona (2 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 min antes da morfina ou mangiferina (30mg/kg). *
p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs morfina; ¢ p<0,05 vs mangiferina (30mg/kg) (ANOVA e Teste de
Student Newman Keul).
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Grafico 1 — Efeito da mangiferina no teste de contor¢cdes abdominais induzidas

por acido acético 0,6% em camundongos.
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) foram administrados 60 min antes e morfina (5mg/kg, s.c.) 30 min antes da injecéo
intraperitoneal de acido acético 0,6% (10mL/Kg). Naloxona (2 mg/kg, i.p.) foi administrada 15
min antes da morfina ou mangiferina 30mg/kg. Os valores representam média + E.P.M. do
numero de contor¢bes abdominais obtidas em um periodo de 20 min. * p<0,05 vs veiculo; b
p<0,05 vs morfina; © p<0,05 vs mangiferina 30mg/kg (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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6.2 Teste da formalina em camundongos

O efeito da mangiferina no teste de nocicepgao induzida por formalina,

em camundongos esta demonstrado na tabela 2 e no grafico 2.

A mangiferina na dose de 100 mg/Kg, v.0., reduziu de forma significativa
(p<0,05) o tempo de lambedura da pata na 12 fase do teste (0-5 min),
representando uma reducao de 60,69% quando comparado ao grupo veiculo.
Na 22 fase do teste (20-25 min), as doses de 30 e 100 mg/Kg de mangiferina
reduziram significativamente o tempo de lambedura da pata quando
comparadas ao grupo veiculo, apresentando uma reducédo de 74,3 e 93,5%,

respectivamente.

A morfina (5 mg/kg, s.c.) reduziu significativamente (p<0,05) o tempo de
lambedura da pata nas duas fases do teste, obtendo uma reducédo de 86,27%
na 12 fase e de 86,70% na 22 fase, quando comparada ao grupo veiculo. A
administracdo de naloxona (2 mg/kg, i.p.) foi capaz de antagonizar o efeito
antinociceptivo da morfina e da mangiferina 100mg/kg, nas duas fases do teste.
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Tabela 2 — Efeito da mangiferina no teste da formalina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura da pata (seg)

mg/kg, via 12 fase 22 fase
Veiculo - 80,14 £ 9,19 44,00 = 8,30
Mangiferina 10, v.o. 68,83 £ 3,93 49,00 + 7,58

30, v.0. 53,40 £ 5,49 11,29 £5,252

100, v.o. 31,50+6,15° 2,83+1,75°
Morfina 5, s.c. 11,002,442 585+2,72°
Naloxona + Morfina 2,i.p. +5,s.c. 72,50 +7,75° 16,00 + 7,46°
Naloxona + 2,i.p.+30,v.0 71,38 +7,99° 46,40 + 15,87°
Mangiferina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em seg. A mangiferina e o veiculo foram administrados 60 min antes e a
morfina 30 min antes da injecdo de formalina 1% (20ulL/animal) na pata traseira direita. A
naloxona foi administrada 15 min antes da morfina ou da mangiferina (100mg/kg). O tempo
gasto, em seg, pelo animal lambendo a pata foi registrado durante os periodos de 0-5 min (12.
fase) e 20-25 min (22. fase) ap6s administragéo da formalina.® p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs
morfina; © p<0,05 vs mangiferina 100 mg/kg (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Veiculo (2% Tween 80 em salina, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) foram administrados 60 min antes e morfina (5 mg/Kg, s.c.) 30 min antes da administracao
subplantar de formalina 1% (20uL/animal) na pata traseira direita. Naloxona (Nalox 2 mg/kg,
i.p.) foi administrado 15 min antes da morfina ou mangiferina 100mg/kg. Os valores
representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata, em seg, observado de 0-5 min
(12 fase) e de 20-25 min (22 fase), apds a injecdo da formalina. ® p<0,05 vs veiculo; ° p<0,05 vs
morfina; © p<0,05 vs mangiferina 100 mg/kg (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.3 Teste da capsaicina em camundongos

O efeito da mangiferina no teste de nocicepcéo induzida por capsaicina,

em camundongos, esta demonstrado na tabela 3 e no grafico 3.

A mangiferina nas doses de 10, 30 e 100 mg/Kg, v.o., e a morfina (5
mg/kg, s.c.) reduziram de forma significativa (p<0,05) o tempo de lambedura da
pata para 41,00£11,28, 36,50+4,93, 28,40+£7,78 e 0+0 seg, respectivamente,
correspondendo a uma inibicdo de 44,6%, 50,67%, 61,62% e 100% quando

comparados ao veiculo (74,0 seg).

6.3.1 Envolvimento dos receptores de potencial transitério (TRP) no efeito
antinociceptivo da mangiferina no modelo da capsaicina em

camundongos

A mangiferina (30mg/kg) reduziu de forma significativa (p<0,05) o tempo
de lambedura da pata para 33,83+5,28 seg, quando comparada ao grupo
veiculo (76,71+£10,40 seq), representando uma inibicdo de 55,89%. Os animais
tratados com vermelho de ruténio (VR, 3 mg/Kg, s.c.), um antagonista n&o
seletivo de receptores de potencial transitério (TRP), apresentaram reducéo
significativa (p<0,05) no tempo de lambedura da pata para 54,14+5,02 seg,
representando reducdo de 29,42% em relacdo ao grupo veiculo. O efeito
antinociceptivo da mangiferina (30 mg/Kg, v.0.) ndo foi antagonizado
(39,4314,00 seqg) de forma significativa na presenca de vermelho de ruténio (3

mg/Kg, s.c.) (tabela 4 e grafico 4).
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Tabela 3 — Efeito da mangiferina no teste da capsaicina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura
mg/kg, via da pata
Veiculo - 74,00+ 12,70
Mangiferina 10, v.o. 41,00+ 11,28 °
30, v.0. 36,50+ 4,93
100, v.o. 28,40+ 7,78
Morfina 5, s.C. 0+0"

Os valores estdo expressos como média + erro padrdao da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e
morfina (5mg/kg, s.c.) 30 min antes da administrac¢éo intraplantar de capsaicina (1,6pg/20pL). *
p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

Gréfico 3 — Efeito da mangiferina no teste da capsaicina em camundongos.
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.) foram administrados 60 min antes e morfina (5mg/kg, s.c.) 30 min antes da inje¢céo
intraplantar de capsaicina (1,6ug/20uL). Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de
lambedura da pata em um periodo de observacdo de 5 min. p<0,05 vs veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 4 — Envolvimento dos receptores de potencial transitorio (TRP) no efeito

antinociceptivo da mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura
mg/kg, via da pata

Veiculo - 76,71+ 10,40

Mangiferina 30, v.0. 33,83+ 5,28°

Vermelho de Ruténio (VR) 3, s.C. 54,14+ 5,02°

VR + Mangiferina 5,i.p. + 30, v.o. 39,43+ 4,00°

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e vermelho de
ruténio (VR) (3 mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo intraplantar de capsaicina
(1,6pg/20uL). Vermelho de ruténio foi administrado (3 mg/kg, s.c.) 15 min antes da
administracdo de mangiferina (30 mg/kg). * p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).

Gréfico 4 - Envolvimento dos receptores de potencial transitério (TRP) no efeito

antinociceptivo da mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.)
foram administrados 60 min antes e vermelho de ruténio (VR 3 mg/kg, s.c.) 30 min antes da
injecdo intraplantar de capsaicina (1,6pg/20pL). Vermelho de ruténio (VR 3 mg/kg, s.c.) foi
administrado 15 min antes da administracdo de mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.). Os valores
representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata em um periodo de observacao

de 5 min. p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.3.2 Envolvimento dos receptores de potencial transitorio vanildide 1
(TRPV1) no efeito antinociceptivo da mangiferina no modelo da

capsaicina em camundongos

A mangiferina (30mg/kg) reduziu de forma significativa (p<0,05) o tempo
de lambedura da pata para 45,38+7,04 seg, quando comparada ao grupo
veiculo (96,00+£11,06 seg), representando uma inibicdo de 52,72%. Os animais
tratados com capsazepina (5 mg/Kg, i.p.), um antagonista do receptor de
potencial transitorio vanildide 1 (TRPV1), apresentaram reducao (p<0,05) no
tempo de lambedura da pata (45,25+4,63 seg), quando comparado ao grupo
veiculo. O efeito antinociceptivo da mangiferina (30 mg/Kg, v.0.) ndo foi
bloqueado (49,00+6,43 seg) de forma significativa na presenca de capsazepina

(5 mg/Kg, i.p.) (tabela 5 e gréfico 5).

6.3.3 Envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos

A mangiferina (30mg/kg) reduziu de forma significativa (p<0,05) o tempo
de lambedura da pata para 28,6+2,06 seg, quando comparada ao grupo
veiculo (71,17+6,69 seq), representando uma inibicdo de 59,81%. O efeito
antinociceptivo da mangiferina (30 mg/Kg, v.0.) nao foi bloqueado (24,38+4,05
seg) de forma significativa (p<0,05) na presenga do L-NAME (20mg/Kg, i.p.),
um inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase (NOS). L-Arginina (600 mg/Kg,
i.p.), um aminoacido que é substrato para a sintese de Oxido nitrico, reduziu
significativamente (p<0,05) em 41,82% do tempo de lambedura da pata,
quando comparado ao veiculo. A administragdo de L-NAME (20mg/Kg, i.p.)
antagonizou o efeito antinociceptivo da L-arginina (600 mg/Kg, i.p.) (tabela 6 e

no gréfico 6).
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Tabela 5 — Envolvimento dos receptores de potencial transitério vanildide 1

(TRPV1) no efeito antinociceptivo da mangiferina no modelo da capsaicina em

camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura
mg/kg, via da pata

Veiculo - 96,00+ 11,06

Mangiferina 30, v.0. 45,38+ 7,04

Capsazepina 5, i.p. 45,25+ 4,63 "

Capsazepina + 5, i.p. + 30, v.0. 49,00+ 6,43°

Mangiferina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e
capsazepina (5 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo intraplantar de capsaicina
(1,6pg/20pL). Capsazepina foi administrada (5 mg/kg, i.p.) 15 min antes da administragéo de
mangiferina (30 mg/kg). p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Grafico 5 — Envolvimento dos receptores de potencial transitorio vanildide 1
(TRPV1) no efeito antinociceptivo da mangiferina no modelo da capsaicina em

camundongos.
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.)
foram administrados 60 min antes e capsazepina (CPZ 5 mg/kg, i.p.) 30 min antes da inje¢éo
intraplantar de capsaicina (1,6ug/20uL). Capsazepina (CPZ 5 mg/kg, i.p.) foi administrada 15
min antes da administracdo de mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.). Os valores representam a
média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata em um periodo de observacdo de 5 min.
p<0,05 vs veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 6 — Envolvimento do oxido nitrico (NO) no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura
mg/kg, via da pata
Veiculo - 71,17+ 6,69
Mangiferina 30, v.0. 28,60+ 2,06 °
L-arginina 600, i.p. 41,40+2,92°
L-NAME + L-arginina 20, i.p. + 600, i.p. 63,33+ 10,39 "
L-NAME + Mangiferina 20, i.p. + 30, v.o. 24,38+ 4,05°

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e L-arginina
(600mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo intraplantar de capsaicina (1,6pg/20pL). L-
NAME (20 mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes da L-arginina ou mangiferina. * p<0,05 vs
veiculo; ° p<0,05 vs L-arginina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

Grafico 6 — Envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.)
foram administrados 60 min antes e L-arginina (L-ARG 600 mg/kg, i.p.) 30 min antes da injecéo
intraplantar de capsaicina (1,6ug/20uL)). L-NAME (20 mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes
da L-arginina ou mangiferina. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de
lambedura da pata em um periodo de observac&o de 5 min. ? p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs L-
arginina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.3.4 Envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos

A mangiferina (30 mg/kg) e a morfina (5 mg/kg, s.c.) reduziram
significativamente (p<0,05) o tempo de lambedura da pata para 36,50+4,93 e
0+0 seg, obtendo uma reducéo de 50,67% e 100%, respectivamente, quando
comparada ao grupo veiculo (74,0+12,7 seg). A administracdo de naloxona (2
mg/kg, i.p.) foi capaz de antagonizar o efeito antinociceptivo da morfina e da

mangiferina (30 mg/kg) (tabela 7 e grafico 7).

6.3.5 Envolvimento do receptor opidide p no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos

A mangiferina (30 mg/kg) e a morfina (5 mg/kg, s.c.) reduziram
significativamente (p<0,05) o tempo de lambedura da pata para 42,86+3,24 e
4,85+1,94 seg, obtendo uma reducédo de 49,57% e 94,29%, respectivamente,
qgquando comparada ao grupo veiculo (85,00+10,34 seg). A administracdo de
naloxonazina (30 mg/kg, i.p.), um antagonista especifico para receptor p-
opidide, nao foi capaz de antagonizar o efeito antinociceptivo da mangiferina
(30 mg/kg). O efeito da morfina foi parcialmente antagonizado pela

administracdo de naloxonazina (30 mg/kg) (tabela 8 e grafico 8).

6.3.6 Envolvimento dos canais de potassio no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos

A mangiferina (30 mg/kg) reduziu de forma significativa (p<0,05) o tempo
de lambedura da pata para 28,6+2,06 seg, quando comparada ao grupo
veiculo (71,17+6,69 seq), representando uma inibicdo de 59,81%. Os animais
tratados com diaz6xido (3 mg/Kg, i.p.), um agonista dos canais de potassio,
nao apresentaram diferenga significativa (p>0,05) no tempo de lambedura da
pata (37,57+7,04 seg), quando comparado ao grupo veiculo. O efeito do
diazdxido (3 mg/Kg, i.p.) e da mangiferina (30 mg/Kg, v.0.) foi bloqueado pela

glibenclamida, um bloqueador de canais de potassio (tabela 9 e grafico 9).
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Tabela 7 - Envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura

mg/kg, via da pata
Veiculo - 74,00+ 12,70
Mangiferina 30, v.0. 36,50+ 4,93 °
Morfina 5, s.C. 0+0°
Naloxona + Morfina 2.ip. +5,s.C. 41,38+ 5,41%°
Naloxona + 2,i.p. + 30, v.0. 80,43+ 7,06 ¢
Mangiferina

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e morfina
(5mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracao intraplantar de capsaicina (1,6pg/20pL). Naloxona
(2 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 min antes da morfina ou mangiferina. * p<0,05 vs veiculo;
p<0,05 vs morfina; ¢ p<0,05 vs mangiferina (30mg/kg) (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).

Gréfico 7 - Envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.)
foram administrados 60 min antes e morfina (5mg/kg, s.c.) 30 min antes da inje¢&o intraplantar
de capsaicina (1,6pg/20uL). Naloxona (2 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 min antes da morfina
ou mangiferina. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata em
um periodo de observagdo de 5 min. * p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs morfina; ¢ p<0,05 vs
mangiferina 30mg/kg (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 8 - Envolvimento do receptor opidide p no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de
mg/kg, via lambedura da pata

Veiculo - 85,00+ 10,34
Mangiferina 30, v.0. 42,86+ 3,24 °
Morfina 5, s.C. 4,85+1,94°
Naloxonazina + Morfina 30, i.p. + 5, s.C. 51,67+ 5,73 2"
Naloxonazina + 30, i.p. + 30, v.0. 46,40+ 5,32°
Mangiferina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdao da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e morfina
(5mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo intraplantar de capsaicina (1,6pL/20pL).
Naloxonazina (30 mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes da morfina ou mangiferina. #
p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs morfina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

Gréfico 8 - Envolvimento do receptor opidide p no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.)
foram administrados 60 min antes e morfina (5mg/kg, s.c.) 30 min antes da injecdo intraplantar
de capsaicina (1,6ug/20uL)). Naloxonazina (30 mg/kg, i.p.) foi administrado 15 min antes da
morfina ou mangiferina. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da
pata em um periodo de observacéo de 5 min. * p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs morfina (ANOVA
e Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 9 — Envolvimento dos canais de potassio no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura

mg/kg, via da pata
Veiculo - 71,17+ 6,69
Mangiferina 30, v.0. 28,60+ 2,06 °
Diaz6xido 3,i.p. 37,57 £7,04%
Glibenclamida + Diazéxido 5, i.p. +3,ip. 63,86 + 13,00°"
Glibenclamida + 5, i.p. + 30, V.0. 73,88 + 9,60 °
Mangiferina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e Diazéxido (3
mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo intraplantar de capsaicina (1,6pg/20pL).
Glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 min antes do diazoxido ou mangiferina. *
p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs diazoxido; © p<0,05 vs mangiferina (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).

Gréfico 9 — Envolvimento dos canais de potassio no efeito antinociceptivo da

mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.)
foram administrados 60 min antes e diazéxido (DIAZ 3 mg/kg, i.p.) 30 min antes da injegdo
intraplantar de capsaicina (1,6pg/20pL). Glibenclamida (GLIB 5 mg/kg, i.p.) foi administrada 15
min antes do diazéxido ou mangiferina. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de
lambedura da pata em um periodo de observagéo de 5 min. * p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs
diazéxido; ° p<0,05 vs mangiferina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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6.3.7 Envolvimento dos receptores de adenosina no efeito antinociceptivo

da mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos

A mangiferina (30mg/kg) reduziu de forma significativa (p<0,05) o tempo
de lambedura da pata para 33,83+5,28 seg, quando comparada ao grupo
veiculo (76,71+£10,40 seq), representando uma inibigcdo de 55,89%. Os animais
tratados com 8-fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.), um antagonista dos receptores de
adenosina Al e A2, apresentaram diferenca significativa (p>0,05) no tempo de
lambedura da pata (40,33+7,41 seg), quando comparado ao grupo veiculo. O
efeito antinociceptivo da mangiferina (30 mg/Kg, v.0.) foi bloqueado
(91,83+3,78 seg) de forma significativa (p<0,05) na presenca de 8-feniltecfilina
(8 mg/Kg, i.p.) (tabela 10 e grafico 10).

6.4 Teste da placa quente em camundongos

O resultado da administracdo de mangiferina no teste da placa quente,

em camundongos, esta demonstrado na tabela 11.

A mangiferina, nas doses de 10, 30 e 100 mg/Kg, v.0., ndo prolongou
significativamente (p>0,05) o tempo de reacdo dos animais a placa quente
durante o tempo de observacdo (30-120min). A morfina (5 mg/kg, s.c.),
utilizada como controle positivo, prolongou significativamente (p<0,05) o tempo

de reacédo a placa quente, nos tempos de 30, 60 e 90 minutos.
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Tabela 10 - Envolvimento dos receptores de adenosina no efeito

antinociceptivo da mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.

Grupos Dose Tempo de lambedura

mg/kg, via da pata
Veiculo - 76,71+ 10,40
Mangiferina 30, v.0. 33,83+ 5,28°
8-fenilteofilina 8, i.p. 40,33+ 7,41°
8-feni]teqfi|ina + 8, i.p. + 30, v.0. 91,83+ 3,78°
Mangiferina

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do tempo de
lambedura da pata em 5 min de observacdo. Veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada,
10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes da injecao
intraplantar de capsaicina (1,6uL/20uL). 8-fenilteofilina (8-PH 8 mg/kg, i.p.) foi administrada 15
min antes da administracdo de mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.). ® p<0,05 vs veiculo; b p<0,05
vs mangiferina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

Grafico 10 - Envolvimento dos receptores de adenosina no efeito

antinociceptivo da mangiferina no modelo da capsaicina em camundongos.
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Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) ou mangiferina (MGF 30 mg/kg, v.0.)
foram administrados 60 min antes da inje¢cdo intraplantar de capsaicina (1,6pg/20puL). 8-
fenilteofilina (8-PH 8 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 min antes da administracdo de mangiferina
(MGF 30 mg/kg, v.0.). Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da
pata em um periodo de observacdo de 5 min. ® p<0,05 vs veiculo; b p<0,05 vs mangiferina
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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Tabela 11 — Efeito da administracdo de mangiferina no teste da placa quente

em camundongos.

Tempo de Reagéo (seg)

Grupos 0 30 60 90 120 min
Veiculo 17,31+1,53 18,61+2,88  18,60+1,85  18,15+1,20  20,63+1,98
MGF 10 17,29+1,66 18,01+1,98  23,35+2,45  23,84+2,71  25721+2,44
MGF 30 16,05+1,59 20,34+2,44  21,75+1,53  23,51+2,96  27,48+4,06
MGF 100 15,59+1,48 22,89+2,45 23,43+2,37 25,26+1,31 18,43+1,67
Morfina 5 17,41+6,35 44,99+0,01* 38,76+2,76 * 35,08+3,83* 26,14+3,23

Os valores estéo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) do tempo de reacao
a placa quente em seg. O tempo de reacdo dos animais a placa quente foi avaliado antes e 30,
60, 90 e 120 min apos os tratamentos. Os animais receberam veiculo, mangiferina (MGF 10,
30 e 100 mg/Kg, v.0.) ou morfina (5 mg/Kg, s.c.). * p<0,05 vs grupo veiculo (ANOVA e Teste de
Student Newman Keul).
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6.5 Teste de imersédo da cauda em camundongos

O resultado da administragédo de mangiferina no teste de imerséo da

cauda, em camundongos, esta demonstrado na tabela 12.

A mangiferina, nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, v.0., ndo prolongou
significativamente (p>0,05) o tempo de retirada da cauda dos animais nos
tempos de 30-150 minutos apés os tratamentos. A morfina (5 mg/kg, s.c.),
utilizada como controle positivo, prolongou significativamente (p<0,05) o tempo
de retirada da cauda, em todos os tempos observados apés o tratamento.

6.6 Teste do campo aberto em camundongos

A tabela 13 demonstra o resultado da administragdo oral de mangiferina
no teste do campo aberto. A mangiferina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg,
v.0., nao alterou significativamente (p>0,05) o numero de quadrantes
explorados pelos animais. O diazepam (1 mg/kg i.p.), um benzodiazepinico
utilizado como controle positivo, reduziu significativamente a quantidade de

guadrantes explorados de 45,25+5,40 (veiculo) para 23,17+5,36.

6.7 Teste do rota-rod em comundongos

A tabela 14 demonstra o resultado da administracéo oral de mangiferina
no teste do rota-rod. A mangiferina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, v.0., ndo
alterou significativamente (p>0,05) o numero de quedas dos animais da barra
girando a uma velocidade de 4 rpm, observado em um periodo de 60 seg, com
0 numero maximo de quedas igual a 3 . O diazepam (1 mg/kg i.p.) aumentou

significativamente o numero de quedas de 0,37+0,26 (veiculo) para 2,66+0,33.
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Tabela 12 - Efeito da mangiferina no teste de imersdo da cauda em

camundongos.
Grupos Tempo de Reacao (seq)
0 30 60 90 120 min

Veiculo 2,76+0,32 2,79+0,38 2,56+0,49 2,3440,21 2,36+0,33
MGF 10  2,97+0,30  2,90+0,13 2,89+0,27  3,22+0,30 2,75+0,11
MGF 30  2,77+0,36  2,20+0,14  2,92+0,27  3,24+0,18  3,59+0,27
MGF 100  2,50+0,33  3,27+0,50 3,47+0,09  3,70+0,10  3,58+0,08
Morfina5  3,15+0,47 5,23+0,49* 6,49+0,94* 7,13+0,74* 5,63+0,75*

Os valores estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (E.P.M.) do tempo de retirada
da cauda, em seg, na agua a temperatura de 51 + 0,5 °C. O tempo de retirada da cauda foi
avaliado antes (0) e 30, 60, 90, 120 e 150 min apés os tratamentos. Os animais receberam
veiculo, mangiferina (MGF 10, 30 e 100 mg/Kg, v.0.) ou morfina (5 mg/Kg, s.c.). Os dados
representam a média + EPM. * p<0,05 vs grupo veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).

Tabela 13 — Efeito da mangiferina no teste do campo aberto em camundongos.

Grupos Dose Numero de quadrantes
(mg/kg, via) explorados/Smin
Veiculo - 45,25+ 5,40
Mangiferina 10, v.o. 44,25+ 4,81
30, v.o. 38,38+ 3,62
100, v.o. 43,25+ 4,57
Diazepam 1,i.p. 23,17+ 5,36 *

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) do numero de
campos explorados em 5 min de observagdo. Veiculo (2% Tween 80 em agua destilada,
10mL/kg, v.0.) e mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min antes e
diazepam (1mg/kg, i.p.) 30 min antes do inicio da observacao. *p<0,05 vs veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).

Tabela 14 — Efeito da mangiferina no teste do rota-rod em camundongos.

Grupos Dose Numero de quedas/1min

(mg/kg, via)

Veiculo - 0,37+0,26
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Mangiferina 10, v.o. 0,50+0,27
30, v.o. 0,50+0,27
100, v.o. 0,37+0,26
Diazepam 1,i.p. 2,66+0,33 *

Os valores estédo expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M) do nimero de quedas
em 1 min de observagdo, com o nimero maximo de quedas igual a 3. Veiculo (2% Tween 80
em agua destilada, 10mL/kg, v.0.) e mangiferina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) foram administrados
60 min antes e diazepam (1mg/kg, i.p.) 30 min antes do inicio da observacdo. *p<0,05 vs
veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

7. DISCUSSAO
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Uma extensdo da definicho em que a dor é a percepcdo de uma
sensacao nociceptiva, envolve dois componentes da dor, a nocicepcao e a
percepcdo. A percepcdo € uma fungdo integrativa modulada por condigbes
emocionais, motivacionais e psicologicas bem como experiéncias de vida de
cada pessoa. A nocicepcao, ou sensacao nociceptiva resulta da ativacdo de
neurdnios sensoriais primarios especificos. A partir destes conceitos, dor seria
o termo mais adequado para o homem, enquanto que nocicepgao seria mais

indicado para modelos experimentais (NOBACK et al., 1999).

A investigacdo de mecanismos neurais subjacentes a analgesia depende
de testes que fornecam medidas objetivas em modelos animais (LEVINE et al.,
1980). Por envolver fatores fisiol6gicos e psicolégicos, em animais, a dor &
avaliada de forma indireta. Assim, os modelos experimentais animais de dor,
chamados de modelos de nocicepcéo (TJGLSEN et al., 1992), representam o
ponto de partida para a caracterizacdo farmacolégica de novos compostos
antinociceptivos (LAPA et al., 2007).

Apesar dos animais ndo apresentarem a capacidade de comunicar
verbalmente a ocorréncia de dor, quando sdo submetidos a um estimulo
reconhecidamente nociceptivo, eles exibem respostas comportamentais,
motoras e fisioldgicas semelhantes as observadas nos seres humanos. A partir
da avaliacdo destes parametros € possivel inferir que um animal esta
experimentando uma resposta algica, avaliar sua intensidade e estudar como
substancias potencialmente analgésicas interferem no processo, por

comparacao com drogas-padréao (LAPA et al., 2007).

O tratamento de dores inflamatdrias e neuropéaticas € um grande
problema na area clinica, uma vez que as drogas existentes apresentam
capacidade limitada e manifestam efeitos colaterais indesejaveis. Tém sido
pesquisadas drogas alternativas que possuam boa eficacia e seguranca
reduzindo a dor neuropatica e inflamatéria e com uma estratégia para
interromper a transicao da dor aguda para a crénica (HOLANDA PINTO, et al.,
2008). Varios produtos de origem vegetal ja foram avaliados quanto a sua
eficAcia em modelos de nocicepcdo (CAMPOS et al., 1997; VASCONCELOS et
al., 2003; MONSEF et al., 2004; ABDEL-SALAM, 2005; GOMES et al., 2005;
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LIBROWSKI et al., 2005; PEDRAZA-CHAVERRI et al., 2008; CECHINEL
FILHO et al., 2009; LOPES et al., 2010; CUI et al., 2010; RAMIREZ et al., 2010;
SILVA et al., 2010; SULAIMAN et al., 2010; GARATEIX et al, 2011; MORUCCI
et al., 2012; QUINTAO et al., 2012).

Varios estudos sugerem que o estresse oxidativo modifica a nocicepgao
experimental (VIGGIANO et al.,, 2005; HACIMUFTUOGLU et al.,, 2006;
GARRIDO-SUAREZ et al., 2009; MA et al., 2009). Nesta pesquisa, foi avaliada
a atividade antinociceptiva da mangiferina (2-C-b-D-glicopiranosil-1,3,6,7-
tetrahidroxi-xantona), uma xantona C-glicosilada, isolada de Mangifera indica L.
(Anacardiaceae) que exibe atividade antioxidante. A estrutura xantonodide da
mangiferina, com ligacdo C-glicosil e componente polihidroxi parece ser crucial
para sua habilidade de sequestrar radicais livres, levando a um potente efeito
antioxidante. Uma série de atividades biolégicas da mangiferina tém sido
sugeridas, incluindo anti-inflamatoria, antidiabética, cardioprotetora e
hepatoprotetora (YOSHIKAWA et al.,, 2002; MURUGANANDAN et al., 2005;
BHATIA et al.,, 2008; PRABHU et al., 2009; DAS et al.,, 2012). Estes efeitos
podem ser explicados pela sua capacidade antioxidante, bem como sua
habilidade para modular vérias vias inflamatorias.

As doses de mangiferina empregadas neste estudo (10, 30 e 100mg/kg)
podem ser consideradas seguras, uma vez que o valor da DLsg da mangiferina
em camundongos foi de 400mg/kg, por via oral (JAGETIA; BALIGA, 2005).

Cinco modelos agudos de testes nociceptivos foram utilizados. Dentre
estes, trés modelos de nocicepcdo quimica — teste de contor¢cbes abdominais
induzidas por &cido acético (KOSTER et al., 1959), teste da formalina
(HUNSKAAR; HOLE, 1987), teste da capsaicina (SAADE et al., 2002); e dois
modelos de nocicepgdo térmica — teste da placa quente (EDDY; LEIMBACH,
1953; ANKIER, 1974) e teste de imerséo da cauda (JANSSEN et al., 1963).

O mecanismo de ac¢do da mangiferina sobre os receptores opidides foi
investigado através da administracdo de morfina, agonista opioide e de seu
antagonista, naloxona. A morfina exerce sua acdo analgésica tanto em
terminais nociceptivos espinhais ou sitios centrais superiores, que envolvem a

transmissao ou controle da dor, quanto em terminais nociceptivos periféricos
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(MEISER; LAUBENTHAL, 1997; LIKAR et al.,, 1998). A naloxona bloqueia os
efeitos de agonistas opidides como a morfina, bem como a de alguns agonistas
parciais (GOZZANI, 1994).

O teste de contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético trata-se
de um modelo simples de dor visceral, que embora seja considerado nao
especifico, devido a sua sensibilidade a relaxantes musculares e outras drogas
analgésicas, € um método muito sensivel e conveniente para triagem de
compostos com efeito antinociceptivo e permite avaliar a atividade
antinociceptiva de varias substancias que atuam em nivel central e/ou
periférico. As contor¢cfes caracterizam-se por contracao e rotacdo do abdémen,
seguida pela extensdo de uma ou ambas as patas traseiras e a contagem do
namero de contor¢des ocorridas em um intervalo de tempo pré-determinado é
tomada como indice da resposta nociceptiva (KOSTER et al., 1959; COLLIER
et al., 1968; LE BARS et al., 2001).

Neste estudo, a mangiferina (30 e 100mg/kg, v.0.) e a morfina (5mg/kg,
s.c.) reduziram o numero de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido
acético. Este efeito foi revertido pela naloxona (2mg/kg, i.p.), 0 que sugere a
participacdo do sistema opidide no mecanismo de acdo da mangiferina. Dar e
colaboradores (2005), demonstraram uma atividade antinociceptiva da
mangiferina, isolada de Bombax ceiba, no teste de contorgbes abdominais
induzidas pelo acido acético, com uma DEsy de 12,53+3,0 mg/kg, por via
intraperitoneal. Corroborando com os nossos dados, a naloxona também foi

capaz de reverter a atividade antinociceptiva da mangiferina.

O acido acético induz a liberacdo de mediadores enddégenos como
prostaglandinas, bradicinina e citocinas (TNF-a, IL-13 e IL-8) que estimulam os
neurbnios nociceptivos, sensiveis aos antiinflamatorios esteroidais e aos
opidides (COLLIER et al., 1968; IKEDA et al., 2001; RIBEIRO et al., 2000). A
nocicepcado promovida pelo acido acético também pode ser mediada pela
dissociacao dos prétons presentes neste acido, que estimulam os receptores
de potencial transitério vaniléide subtipo 1 (TRPV1) e canais ibnicos sensiveis
ao acido (ASICs) localizados nos neurdnios aferentes primarios (IKEDA et al.,
2001; JULIUS; BASBAUM, 2001; COUTAUX et al., 2005; FEIN, 2011).
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Nossos resultados sugerem que a mangiferina pode estar suprimindo a
resposta induzida pelo &cido acético através da ativagdo direta de receptores
opiodides, no entanto, a contribuicdo de seus efeitos antiinflamatoérios inibindo a
producdo de prostaglandinas (WANG et al., 1994; HSU et al., 1997) e TNF-a
(GARRIDO et al., 2004) esta menos clara. O resultado baseado apenas no
teste de contor¢cbes abdominais € insuficiente para determinar se a
antinocicepcdo da mangiferina € um resultado de uma acdo central ou

periférica.

O teste da formalina é considerado um teste que mais se assemelha a
dor aguda em humanos (MURRAY et al., 1988). A vantagem deste modelo de
nocicepcao é que se pode discriminar a dor de acdo central e/ou periférica. A
nocicepcao induzida pela formalina pode ser distinguida em duas fases. A
primeira fase da resposta inicia-se imediatamente apds a injecdo da formalina
sendo considerada como dor neurogénica. A segunda fase, que aparece um
pouco mais tarde, € considerada como uma combinac¢ao da reacdo inflamatoria
no tecido periférico (dor inflamatéria) e alteragdes no processamento central da
nocicep¢ao. Analgésicos centrais, como 0s narcoticos, inibem as duas fases do
teste, enquanto drogas que agem perifericamente, como 0s esteroides (ex.
dexametasona) e anti-inflamatérios ndo esteroidais, suprimem apenas a
segunda fase do teste (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TIGLSEN et al., 1992).

Neste trabalho, mangiferina na dose de 100mg/kg, via oral, inibiu
significativamente as duas fases do teste da formalina, enquanto a dose de
30mg/kg, inibiu apenas a segunda fase do teste. A morfina (5 mg/kg, s.c.) inibiu
significativamente as duas fases do teste. O efeito antinociceptivo da
mangiferina (100mg/kg, v.0.) e da morfina foram antagonizados pela naloxona
(2 mg/kg, i.p.), indicando a participagdo de um mecanismo opidide na agéo da

mangiferina.

Varios trabalhos demonstram que a administracdo de formalina leva a
liberacdo de diferentes mediadores inflamatorios, como prostaglandinas, éxido
nitrico, glutamato, cininas, entre outros (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TIJLSEN
et al., 1992; SANTOS; CALIXTO, 1997; SANTOS et al., 1998), que excitam as

terminacbes nervosas, gerando potenciais de acdo e despolarizando a
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membrana neuronal (CARVALHO, 1999; BASBAUM; JESSEL, 2003; VERRI
JR et al., 2006).

A formalina age também através da ativacdo de receptores TRPA1
(MCNAMARA et al., 2007), que sdo canais ibnicos nao seletivos, expressos
preferencialmente em neurdnios nociceptivos primarios. Os receptores TRPA1
sdo ativados por compostos irritantes (p.ex. 6leo de mostarda), baixas
temperaturas (17°C), substancias eletrofilicas ou através de mediadores, tais
como fosfolipase C (PLC) e proteina quinase A (PKA), que iniciam vias de
sinalizacdo celular e levam a ativacdo do receptor (STORY et al., 2003;
BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al.,, 2005; HINMAN et al. 2006;
MACPHERSON et al. 2007; WANG et al. 2008).

Neste trabalho, o efeito antinociceptivo da mangiferina sugere que ela
possa agir predominantemente por um mecanismo periférico. O efeito
analgésico da morfina se da por sua agao nos receptores opioides u no ganglio
da raiz dorsal, inibindo fibras nervosas que sinalizam a dor para o cérebro
(KIEFFER, 1995). Os resultados apontam para o envolvimento do sistema
opidide no efeito antinociceptivo da mangiferina no modelo da formalina, porém
deve-se ainda levar em consideracao a sua agao antiinflamatoria (GARRIDO et
al., 2004; BHATIA et al., 2008) que pode atuar inibindo mediadores

inflamatorios capazes de sensibilizar os nociceptores.

Outro modelo de nocicepcéo quimica realizado neste estudo foi o teste
da capsaicina (SAADE et al., 2002). O efeito da capsaicina, e de substancias
agonistas semelhantes, é produzido através da ativacdo do receptor de
potencial transitério da subfamilia vaniloide TRPV1 (DEVESA et al.,, 2011).
Neste modelo foi investigada a participagdo de receptores de potencial
transitorio TRP e TRPV1, o6xido nitrico (NO), sistema opioide e o papel da

adenosina no mecanismo de agdo da mangiferina.

Neste estudo, a mangiferina nas doses de 10, 30 e 100 mg/Kg, via oral,
reduziu o tempo de lambedura da pata no teste da capsaicina. Com o intuito de

verificar a participacao de receptores TRP e mais especificamente TRPV1 no
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modelo da capsaicina, foram utilizados vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.), um
bloqueador nédo seletivo de receptores TRP e capsazepina (5 mg/kg, i.p.), um
antagonista de receptores TRPV1. Os resultados obtidos demonstram que a
acdo da mangiferina ndo depende dos receptores de potencial transitorio

investigados.

O envolvimento do Oxido nitrico (NO) no efeito antinociceptivo da
mangiferina foi investigado no modelo da capsaicina, através da administracao
de L-NAME (20 mg/kg, i.p.), um inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase
(NOS) e os resultados mostram que a mangiferina age independentemente da

via do 6xido nitrico.

Na presente pesquisa, no mesmo modelo foi investigada a participacao
do sistema opidide no mecanismo de acdo da mangiferina. Os resultados
demonstraram reversdo da atividade antinociceptiva da mangiferina pelo
antagonista opidide nao seletivo, naloxona (2 mg/kg, i.p.), sugerindo o
envolvimento de um mecanismo de acdo opidide. Além disso, foi estudada a
participacdo do receptor p-opidide no mecanismo de acdo da mangiferina, no
entanto, os resultados obtidos ndo demonstraram o envolvimento deste

receptor.

A participagdo dos canais de potassio no mecanismo de acdo da
mangiferina também foi investigada neste estudo, no modelo da capsaicina,
através do uso da glibenclamida (5 mg/kg, i.p.), um bloqueador de canais de
potassio. Os resultados apontaram para uma participacdo desses canais

ibnicos no mecanismo antinociceptivo desta xantona.

Neste trabalho foi avaliada no modelo da capsaicina, a participagdo dos
receptores de adenosina na atividade antinociceptiva da mangiferina. Os
resultados demonstram que o efeito antinociceptivo da mangiferina foi
bloqueado na presenca de 8-fenilteofilina (8 mg/kg), um antagonista dos
receptores de adenosina Al e A2, indicando que esses receptores podem estar

envolvidos no mecanismo de agéo da mangiferina.

Sugere-se, portanto, que a mangiferina possa agir através de um

mecanismo opidide, exercendo efeito sobre a abertura dos canais de potassio,
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reduzindo assim a excitabilidade neuronal e resultando em um efeito inibitorio a
nivel celular. A ativacdo dos receptores de adenosina Al também € sugerida,
provocando supressao da nocicepcdo na periferia. Além disso, uma vez que
outros trabalhos tém demonstrado a acdo antiinflamatéria da mangiferina
através da inibicdo de PGE; (GARRIDO et al., 2004; BHATIA et al., 2008),
sugere-se ainda que esta xantona possa evitar a sensibilizacdo dos
nociceptores pela inibicdo de prostaglandinas.

Neste trabalho também foram realizados testes de nocicepg¢éo térmica, o
primeiro deles foi o teste da placa quente. A placa aquecida a uma temperatura
constante produz dois componentes comportamentais, que podem ser medidos
em termos de tempos de reacdo, que sao saltar ou lamber as patas traseiras.
Ambos sdo considerados respostas integrativas a nivel supraespinhal. E,
portanto, um teste seletivo para analgésicos de acao central, como a morfina,
enquanto analgésicos periféricos sdo inativos ao estimulo térmico (EDDY;
LEIMBACH, 1953).

No presente estudo, a mangiferina nas doses 10, 30 e 100 mg/Kg, via
oral, ndo foi capaz de prolongar o tempo de reacdo dos animais a placa quente.
Enquanto a morfina (5 mg/kg, via subcutanea), utilizada como controle positivo,
prolongou este tempo de reacdo. Demonstrando deste modo que a mangiferina

nao exerce acdo antinociceptiva a nivel supraespinhal.

Nossos resultados diferem dos dados obtidos por Dar et al. (2005), que
demonstraram o efeito antinociceptivo da mangiferina (42,2 mg/kg, via
intraperitoneal) no modelo da placa quente apenas no tempo de 90 minutos, e

este efeito foi antagonizado pela naloxona.

O segundo teste nociceptivo térmico utilizado neste estudo foi o teste de
imersdo da cauda, no qual a cauda do animal € imersa na agua aquecida e o
aumento no tempo de reacdo (retirada da cauda) é considerado como uma
atividade antinociceptiva central e de integracdo medular (RUJJANAWATE et
al., 2003). Nesta pesquisa, a mangiferina nas doses 10, 30 e 100 mg/kg nao
foi capaz de prolongar o tempo de retirada da cauda dos animais nos tempos
observados. A morfina (5 mg/kg) prolongou o tempo de reagdo em todos 0s

tempos observados.



81

Tem sido proposto que o reflexo de retirada da cauda envolve
mecanismos espinhais, enquanto a nocicepc¢ao induzida no teste da placa
guente envolve mecanismos supra-espinhais (YAKSH; RUDY, 1977). Em
ambos 0s modelos experimentais, a mangiferina falhou em demonstrar
atividade antinociceptiva, indicando que a xantona ndo apresenta acdo a nivel
espinhal ou supra-espinhal. Zajac e colaboradores (2013) verificaram que a
mangiferina administrada sistemicamente em ratos (300 mg/kg) néo foi capaz
de ultrapassar a barreira hemato-encefalica, concluindo ser improvavel sua

interacdo direta com componentes neurais centrais.

Fisiologicamente a dor ¢é deflagrada por estimulos intensos e
potencialmente lesivos que ativam 0s nociceptores, lesam o tecido e
desencadeiam reacao inflamatéria com liberacdo de mediadores quimicos
(JULIUS; BASBAUM, 2001). Inumeras evidéncias apontam para a participacao
de radicais livres de oxigénio e nitrogénio e do estresse oxidativo na
manutencao central e periférica da hiperalgesia (KIM et al., 2004; VIGGIANO et
al., 2005; KHATTAB, 2006; PARK et al., 2006). Os radicais livres tém sido
implicados como mediadores de lesdo tecidual na dor em conjunto com

mediadores pré-inflamatérios (DRAY, 1995).

O amplo espectro de propriedades farmacoldgicas da mangiferina tem
nas suas propriedades antioxidantes, a base para alguns de seus efeitos
bioldgicos, incluindo os efeitos antiinflamatério e imunomodulador (PINTO et
al., 2005). A atividade antioxidante da mangiferina deve-se, provavelmente, a
sua capacidade para sequestrar radicais livres envolvidos na iniciagcdo da
peroxidacao lipidica (SATO et al., 1992).

O extrato da casca do caule ou de folhas de Mangifera indica, tem sido
comercializado como produto fitoterapico e cosmético em Cuba, devido
principalmente aos seus efeitos antioxidantes (NUNEZ-SELLES et al., 2002)
Existe uma perspectiva em relacdo ao valor nutracéutico da manga, de que o
mesmo seja reconhecido, em virtude das propriedades farmacolégicas da
mangiferina e da abundancia de compostos fendlicos presentes, 0s quais estao
entre os fitoquimicos encontradas em alimentos, com grande potencial benéfico

a saude. No fruto, a mangiferina € detectada em baixos niveis de concentracao
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na polpa (parte comestivel), por outro lado, a casca contém elevados teores
desta xantona e de outros compostos fendlicos, representando uma excelente
fonte de substéncias antioxidantes para a composicdo de suplementos

alimentares ou racao animal (CANUTO, 2009).

De acordo com Soja e colaboradores (2002), varias drogas analgésicas
com acdo depressora sobre o sistema nervoso central e muscular podem
reduzir a coordenagdo motora em animais bem como a expressdo de
comportamentos nociceptivos. Nesse contexto, no presente estudo, os testes
do campo aberto e rota-rod foram utilizados para excluir a possibilidade da
acdo antinociceptiva da mangiferina estar relacionada a distlirbios néo-
especificos da atividade locomotora dos animais. Os resultados mostraram
gue as doses de mangiferina que tiveram agao antinociceptiva nao alteraram o

desempenho motor dos camundongos.

Assim, neste trabalho foi confirmado que a mangiferina possui um
importante efeito antinociceptivo em modelos de nocicepcdo aguda em
camundongos, agindo predominantemente por um mecanismo periférico com
envolvimento do sistema opidide, canais de potassio e receptores de
adenosina para diminuir a resposta a dor induzida por estimulos quimicos.
Outros estudos sobre os mecanismos de acdo da mangiferina sdo necessarios
para melhor compreenséo das suas propriedades antinociceptivas e possiveis

aplicacoes terapéuticas contra a dor associada ao dano tecidual.

8. CONCLUSOES
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A mangiferina apresentou atividade antinociceptiva nos modelos
experimentais de nocicep¢do quimica em camundongos (teste de
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e

teste da capsaicina) em camundongos;

A mangiferina ndo apresentou atividade antinociceptiva nos modelos
experimentais de nocicep¢do térmica em camundongos (teste da placa

guente e teste de retirada da cauda) em camundongos;

O mecanismo antinociceptivo da mangiferina envolve participacdo do
sistema opidide, canais de potassio e receptores da adenosina,
comprovada pela reversdo do seu efeito antinociceptivo pela naloxona,

glibenclamida e 8-fenilteofilina, respectivamente;

A mangiferina ndo alterou o desempenho motor dos camundongos,

comprovado através dos testes do campo aberto e rota-rod.
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