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I.1. Resumo

A dor € definida como uma sensacdo complexa e indefinida envolvendo multiplos
fatores como estilo de vida, ambiente. Muitas vezes a dor € produto de um processo
inflamatorio. As inflamacOes sdo uma resposta do sistema imune a diferentes estimulos,
microorganismos, danos teciduais, estimulos miogénicos ou até traumas cirtrgicos que
liberam mediadores endégenos. Ao receber o estimulo, diferentes enzimas como
fosfolipases e ciclooxigenases originam mediadores inflamatérios (prostaglandinas,
citocinas, leucotrienos) dando continuidade a cascata inflamatdria muitas vezes de maneira
exacerbada, que é caracterizada pelos cinco sinais cardinais da inflamacdo: calor, rubor,
tumor, dor e perda de funcdo.

Para o tratamento das inflamacdes as drogas de primeira escolha sdo os
antiinflamatérios ndo esteroidais (DAINES), que atuam na inibicdo da ciclooxigenase
(COX-2), contudo, o uso das DAINES pode provocar o advento de ulceras pépticas, ou até
mesmo faléncia renal e problemas cardiacos no caso dos inibidores seletivos da COX. Em
inflamacdes cronicas utilizam-se os Glicocorticéides (GC), que sdo potentes
antiinflamatdrios, mas provocam efeitos colaterais sistémicos como hipoglicemia, acdo no
sistema nervoso central e uma defici€ncia no sistema imune.

A utilizacdo de principios ativos vegetais € uma alternativa para o controle das
inflamacdes, entre elas destacam-se plantas da familia Agavaceae, principalmente do
género Agave, com destaque para Agave sisalana rica em saponinas esteroidais. As
saponinas s3o uma classe de metabdlitos secunddrios que apresentam diferentes fungdes
terapéuticas, de grande interesse comercial e farmacoldgico. Esses compostos apresentam

um nicleo esteroidal envolto por cadeias de acticares denominado aglicona ou sapogenina.
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A partir das folhas da Agave sisalana obteve-se a fracdo hexdnica de Agave
sisalana (FHAS), que teve seu potencial terapéutico avaliado em diferentes testes de
inflamacdo, algesia e toxicidade. A FHAS apresentou uma reducdo significativa (p<0,05)
de edema nos modelos agudos de inflamacdo; edema de orelha por Xilol e edema de pata
induzido por carragenina. A FHAS também apresentou diminui¢Oes significativas no
modelo cronico de inflama¢do Granuloma cotton pellet, que avalia a infiltragdo celular. Os
valores obtidos no cotton pellet foram corroborados pelo modelo de pleurisia, em que
também houve redugdo do infiltrado celular. A FHAS demonstrou um potencial
antinociceptivo nos modelos de analgesia, porém com uma acdo bem menor do que os
farmacos padrdo, o que indica que o mecanismo de acdo parece ndo envolver atuagdo com
receptores opidides em modelos de analgesia. Com relacdo a toxicidade a FHAS ndo
apresentou aumento significativo (p<0,05) de proteinas plasmaéticas. Na avaliacdo do peso
dos animais nenhuma das doses da FHAS apresentou efeito significativo sobre a evolucao
ponderal de peso dos animais, como foi o caso do controle positivo GC, o que indica
auséncia de efeitos colaterais graves, semelhantes aos GC.

Através da andlise dos dados, indicam que acdo antiinflamatdria e analgésica
encontrada deve-se a presenca das sapogeninas esteroidais na FHAS, principalmente a
hecogenina. Devido a esses resultados, novas avaliacOes serdo feitas para elucidar o
mecanismo de acdo antiinflamatério apresenta acdo semelhante aos GC, trazendo assim

perspectivas de uso medicinal da Agave sisalana.




I.2. Abstract

Pain is defined as complex and vague sensation that involves several factors such as
life style and environment. Many times pain is a result of an inflammatory process. The
inflammation an imune system response to different kind of stimulus, microorganisms,
tissue injuries, miogenic stimulus or even cirurgic traumas, which release several endogens
mediators.

Receiving the stimulus, diferents enzymes as phospholipase and ciclogenasis, lead
to inflammatory mediators (prostaglandins, citocins and leukotrienes) which continuity the
inflammatory cascade, many times in an exarcebate manner, described by the five cardinals
signs: Heat, redness, swelling, pain and loss of function.

Inflammation Treatment the first choice in medicine are non steroidal
antiinflammatory drugs (NSAIDS) that acts in inhibition of COX-2. However, the use of
NSAIDS can bring peptic ulcers or kidney failure and cardiac problems in selective COX
inhibitors. Chronic inflammation uses Glucocorticoids therapy that are powerfull drugs, but
they provoque systemics side effects: as hypoglicemy, nervous system activity and immune
system depression.

The use of active compounds present in plants is a way to inflammatory controll,
among them there are plants of Agavaceae family mainly Agave genus, such as Agave
sisalana which is rich in steroidals saponins. Saponins are a secundary metabolic class that
present several therapeutic functions, with a large comercial and pharmacological interest.
These compounds present steroidal nucleus involved by sugar chains called algycone or

sapogenins.
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From the Agave sisalana was taken Agave sisalana hexanic fraction (FHAS) that
had its therapeutic potential evaluated in differents inflammatory, algesic and toxicity tests.
FHAS showed significative responses for acute inflammatory models with
antiedematogenic activity as xylene ear edema and carrageenan hind paw edema. FHAS
also presents significative results chronic models like granuloma cotton pellet, which
evaluate cell infiltration. The values gotten on cotton pellet were confirmed with pleurisy
model, where there were reduction of cellular infiltrate. FHAS showed antinociceptive
potential in algesic tests, with a smaller action than standard medicine, which indicates that
the action mechanisms does not acts on opioid receptors in analgesic models. In connection
to toxicity, FHAS does not present increase of plasmatics proteins, and animal weight
evaluation none of FHAS doses showed significative effects considering weight up of
animals. In case of positive control GC that indicates absence of side effects such GC.

Throughout data analyses, the antiinflammatory and analgesic action founded is
tempted by sapogenins presence on FHAS. These results need new evaluation to explain
the antiinflammatory action mechanisms bringing new perspectives of Agave sisalana

medical use.




I1. Introducao

IL.1. Dor e inflamacao.

A dor € definida como uma sensacdo complexa e indefinida envolvendo multiplos
fatores como estilo de vida, ambiente e decréscimo a tolerancia dos excessos da vida do
homem moderno. Do ponto de vista fisioldgico, na dor estdo envolvidos diferentes
neurotransmissores € mediadores inflamatorios. A variabilidade da dor sugere que existam
mecanismos neurais que modulam a transmissao nas vias da dor e que, além disso, também
modificam as rea¢des emocionais do organismo.

No entanto, qualquer discussdo sobre dor propde algumas distingdes. A dor, sem
sentimentos € sensagdes psicossomadticas oriundas do meio externo, é conhecida como
nocicep¢do: ela € definida como sinais ao Sistema Nervoso Central (SNC) sobre
informacgdes acerca do tecido lesado (Jessel & Kelly, 1991). A nocicepc¢do € avaliada de
forma indireta, pois trata apenas dos componentes fisioldgicos da dor (Tjolsen & Hole,
1997).

Ao ocorrer um estimulo nociceptivo ha atuacdo de estruturas especificas situadas
nas terminagdes nervosas de neurdnios aferentes denominadas nociceptores, que estao
amplamente distribuidos pela pele, visceras, vasos sanguineos, misculos e articulagdes
(Julio & Bausbam, 2001).

O impulso nociceptivo € transmitido por diferentes classes de fibras aferentes, por
exemplo, nociceptores térmicos, ou mecanicos t€ém um didmetro pequeno e sdo constituidas

por fibras A-d mielinizadas, cuja condutincia é de 5 a 30 m/seg e sdo responsaveis por
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sensacdo de dor forte. J4 as fibras nervosas do tipo C sdo amielinizadas e transportam os
estimulos de maneira vagarosa e de dificil localizacdo (Pleuvry & Lauretti, 1996).

A ativacdo das fibras € causada por receptores especificos que sdo ativados por
segundo mensageiro, entre eles destacam-se substancias como a bradicinina, ATP ou
mediadores inflamatorios que atuam de maneira indireta induzem a dor por sensibilizar
nociceptores no sitio da inflamacdo (Julius & Basbaum, 2001).

Podemos classificar a dor de diferentes maneiras, como a dor nociceptiva, causada
pela estimulacdo excessiva dos nociceptores. A dor neurogénica € aquela que reflete danos
ao tecido nervoso (SNC e Sistema Nervoso periférico - SNP); ja a dor neuropdtica difere
por causar disfun¢@o de grupo de nervos (Millan, 1999). A dor inflamatéria em que ocorre
significativo dano tecidual é mais persistente devido a evoluc¢ao do processo inflamatério.

O processo inflamatério € caracterizado como uma resposta do sistema imune a
diferentes microorganismos, danos teciduais, estimulos miogénicos ou até traumas
cirirgicos que liberam mediadores exdgenos e enddgenos, que assim indicam o0s cinco
sinais cardinais da inflamac¢do: Calor, rubor, tumor, dor e perda de fun¢do, descritos por
Celsus no século primeiro (Figura 1) (Serhan & Savil, 2005). O “calor” representa o
aumento da temperatura no local; o “rubor” € a dilatacdo de pequenos vasos com aumento
da permeabilidade vascular; ja o terceiro sinal, o “tumor”, € devido ao edema causado pelo
extravasamento de plasma no local. Esses trés sintomas exercem pressao nos nociceptores
que geram o quarto sinal, a “dor”. Mais tarde foi inserido o quinto sinal cardinal conhecido

como a perda de funcdo (Branddo, 1993).




llustracado 1- Cartoon grego mostrando os cinco sinais da
inflamacao: calor, rubor, tumor, dor e perda de funcao. llustracao
médica da faculdade de medicina de St Bartholomeu

Trata-se de uma resposta mais especifica dos tecidos vascularizados, aos estimulos
lesivos e manifesta-se de maneira estereotipada, ou seja, a resposta inflamatéria obedece a
um padrdo semelhante, independente da natureza do estimulo (Garcia Leme, 1989). Essa
reacdo do organismo promove um movimento maior no fluxo de plasma e proteinas séricas,
resultando em um extravasamento plasmético do sangue para o tecido lesado (Lawrence et
al.,2006). Por se tratar de uma resposta imune inata, hd uma tendéncia do organismo em
voltar ao estado de homeostasia, pois 0 mesmo secreta mediadores antiinflamatérios como
a anexina e a 15-deoxi prostaglandina. Contudo, as reagdes inflamatdrias muitas vezes
provocam efeitos deletérios ao organismo (Flower et al., 2006), principalmente quando se
tornam cronicas como no caso da artrite reumatdide, asma e doencas inflamatdrias
intestinais.

Entre os diversos mediadores inflamatérios destaca-se o fator nuclear Kappa B
(NF-xB) que desempenha papel importante ja que € responsdvel pela producdo de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Frode - Saleh & Calixto, 2000). Trata-se

de um fator nuclear que regula a expressdo de genes envolvidos na resposta imune e




’i—i‘

inflamatoria; sua ativagdo ocorre da seguinte maneira: O NF-xB € dividido em duas
subunidades — p65 e p50 — que ficam aderidas ao IkBo e IKB3 de maneira a ndo entrar no
niicleo de células ndo estimuladas. Uma vez que a célula é estimulada o IkBf} sofre uma
fosforilacdo que libera o NF-kB dentro do nticleo, aderindo-se a seqii€ncias especificas em
regides promotoras (Barnes & Karin, 1997).

Os produtos dos genes regulados pelo NF-kB como fator de necrose tumoral (TNF-
o) e interleucina — IL (IL1B) geram um efeito ciclico, pois, além de serem ativados pelo
NF-xB, eles também o ativam em outras células apds se ligarem a receptores especificos,
perpetuando a resposta inflamatéria. Enzimas inflamatérias como a ciclooxigenase — 2
indutiva (COX-2) e a 6xido nitrico sintase (INOS) também sdo reguladas pelo NF-xB
(Crofford, 1994).

Na inflamac¢do aguda, com a atuacdo do NF-xB, ocorre um rdpido influxo de
granuldcitos, mais especificamente neutréfilos, seguidos pela acdo de mondcitos e
macré6fagos no tecido lesionado (Serhan & Savil, 2001). Com o infiltrado de macréfagos
ocorre liberagdo de radicais perdxidos livres e de mediadores pré-inflamatdrios como as
prostaglandinas (PGE,), a bradicinina e a histamina (Hurley, 1978; Williams, 1984). No
comego da cascata inflamatdéria encontram-se as fosfolipases A, (FOA;), enzimas da
familia das catalases com capacidade de hidrolisar fosfolipidios de membrana. AS FOA,
produzem é&cidos de cadeia livre (Yedgar et al., 2006), em particular o dcido aracdoénico
(AA). Dentre as FOA; destacam-se duas isoformas, a FOA; citdsélica (cFOA;) e FOA,
secretora (sSFOA,). A cFOA, hidrolisa o fosfolipidios através de canais Ca* dependentes,

tornando a cFOA; importante na inflamacao, pois ela atua na producao de eicosandides que
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promovem a ativacdo de mondcitos e a adesdo endotelial. J4 a sFOA, participam da
resposta imune inata contra bactérias gram positivas (Gronroos et al.,2005).

As sFOA, tém papel importante na inflamacdo cronica como colites e artrites
reumatoides (Boyanovsky & Webb, 2009), pois atuam como um sinalizador celular para a
liberagdo da cFOA, que fica armazenada em células inflamatorias, contribuindo para
producdo do AA (Gilroy et al., 2004).

O AA, por sua vez, tem papel fundamental na inflamacdo, pois pode ser
metabolizado pelas enzimas ciclooxigenase (COX-1 constitutiva, COX-2 indutiva) e
lipoxigenase (15-LOX e 5-LOX), por vias diferentes, originando eicosandides distintos
como prostaglandinas, troboxanos e leucotrienos; estas substancias estdo relacionadas aos
processos patolégicos de inflamacado (Balsinde ef al., 1998).

A PGE; ¢ essencial para o controle do fluxo sanguineo e dilatacdo das veias (Levy
et al., 2001). Trata-se de um prostandide com acdo semelhante a de um hormonio
pardcrino, apresentando inimeras fungdes no organismo como aumentar a contragdo do
utero no momento do parto, inducdo de sono, além de estarem ligadas aos mecanismos de
prote¢do gastrica (Wallace, 2008). Células adjacentes ao local da inflamacdo sofrem
influéncia direta dos mediadores presentes no exudato inflamatério liquido; dentre eles
destacam-se elementos da cascata do sistema complemento que geram liberacdo de
mediadores inflamatérios pelos mastdcitos (Coltren, 1992).

Outra via importante na producdo de eicosandides € a via das 5-LOX (Clarkson et
al., 1998), que convertem o AA em leucotrienos (LT). A sintese dos LT é estimulada por
influxo de cdlcio citosdlico, que se eleva através de um trauma ou dano tecidual
(Henderson, 1994). O papel principal dos LT na inflamacdo € de estimular a infiltracdo de

neutréfilos e leucdcitos nas células endoteliais, amplificando a entrada de células no tecido
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lesionado (Rabb, 1994). Existem muitas razdes pelas quais pode ocorrer acimulo celular
num determinado ponto ou sitio de acdo, sendo a quimiotaxia a mais conhecida no processo
inflamatério agudo. Trata-se de uma reacdo onde substincias quimicas determinam o
movimento celular a favor (fluxo positivo) ou contra (fluxo negativo) um gradiente (Dale &
Foreman, 1989).

Com a infiltragdo celular ocorre a liberagdo dos radicais de 6xido nitrico (NO)
induzidos pela oxido nitrico sintetase (INOS). A INOS € ativada por varios estimulos
imunolégicos que levam a producdo de grandes quantidades de NO, com atividade
citotéxica contribuindo na inflamagdao aguda ou cronica (Pokharel et al., 2006). Outra
substancia presente nos neutréfilos € a mieloperoxidades (MPO), uma enzima pertencente a
superfamilia das peroxidase - ciclooxigenase. Os neutréfilos passam a produzi-la logo apds
sofrerem diferenciacio em granuldcitos, ainda na medula éssea, sendo um importante
marcador de neutréfilos (Malle et al., 2007) .

Outro problema na inflamacdo € que alguns mediadores aumentam a
permeabilidade vascular ao interagirem diretamente com receptores especificos presentes
nas células endoteliais, como € o caso do fator ativador de plaquetas PAF, taquicininas e
histamina (Bray et al., 1981). Na permeabilidade celular ocorre formagdo de poros na
membrana do endotélio, através da ativacdo do inositol trifosfato IP3;, que acaba por
promover o extravasamento de fluido e proteinas plasmdticas (Edelman & Blumenthal,
1987), dando origem ao edema.

Uma vez formado o edema ocorre liberacdo de substincias quimicas conhecidas
como algiogénicas, presentes no ambiente tecidual; dentre elas destacam-se acetilcolina,

bradicinina, histamina, serotonina, substancia P, PGE,, TNF-q, IL-13 ¢ AMPc. Todas elas
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sensibilizam os nociceptores que, transmitem o impulso nervoso para o SNC e liberam
substancia P no sitio da inflamagdo interagindo com linfdcitos, ativando-os e estimulando
vasodilatacdo e a instalacdo de um processo inflamatdrio de origem neurogénica (Teixeira,

2001).
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I1.2. DAINES e Terapia Na Inflamacao

Historicamente, as inflamagdes sempre causaram incomodo e desconforto ao
homem, isso somado a sensa¢do de nocicepg¢do, além do risco da perda de funcdo da regido
lesada estimulou a busca por drogas e substancias analgésicas. Diante da enorme
quantidade de substancias analgésicas, o ser humano pode buscar alivio para sua dor
através de vdrias drogas, as quais podem agir no SNC ou de maneira periférica (Gracioso,
1999).

Entre tais substincias estdo os analgésicos opidides, com destaque para a morfina.
Esse grupo de compostos se liga a diversos receptores opidides presentes no SNC,
modelando as atividades sensitiva, motora e psiquica dos receptores do SNP, além de
alterar processos cognitivos relacionados a dor, pois sua atuacdo se estende ao sistema
limbico e cortex cerebral (Ripamonti & Bandieri , 2009).

A busca por potentes analgésicos data do século XIX, quando Johann Andreas
Buchner (1828) isolou a salacina da casca da Salix alba; passada uma década Rafaelle Piria
denominou a salicina como &cido salicilico, que é encontrado naturalmente em algumas
espécies de Spirea (Vonkerman & Van de Laar, 2008). Felix Hoffmann, em 1899,
conseguiu acetilar o 4cido salicilico que apresentou propriedades antiinflamatdrias e
analgésicas; em 1899 surgiu a primeira droga sintética com o nome de 4cido acetil salicilico
(AAS).

Com relacdo a analgesia periférica t€ém-se as Drogas Antiinflamatorias Nao
Esteroidais (DAINES). Em geral, estes farmacos apresentam efeito analgésico devido a
inibicdo de diferentes mediadores inflamatérios. As DAINES constituem um grupo de

farmacos de estrutura quimica variada, os quais exercem atividade analgésica, antipirética e
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antiinflamatéria (Teixeira, 2001). Apds o advento da AAS, cerca de 50 diferentes tipos de
DAINES foram criadas, sendo indicadas no tratamento de doencas inflamatérias como
artrite reumatoéide, osteoartrite e cOlicas renais (Vonkermann & Van de Laar, 2006). Os

principais grupos de DAINES estao abaixo listados (Tabela 1).

Tabela 1 Principais classes de DAINES
Classes de DAINES

Salicilatos AAS
Diclofenaco, indometacina,
nabumetona e sulindac
Acido arilpropionico ou profenos Ibuprofeno, flurbiprofeno e naproxeno
Acido mefenamico, acido
meclofenamico.

Acido arilalcanédico

Acidos fenamicos

Derivados pirazolidinicos Fenilbutazona
Oxicans Piroxicam e Meloxicam
Sulfonanilidas Nimesulida

DAINES inibem a sintese de PGE, através da acetilacdo da COX-1, COX-2,
impedindo a conversdao do AA em PGE,, que, por conseguinte gera prostandides inativos
(Amann & Peskar, 2002). Contudo, nos ultimos tempos muitos trabalhos veém
demonstrando que algumas DAINES podem atuar em vias independentes da COX; Rhind
et al., (2002) concluiram que a Indometacina (INDO) inibiu a producdo de citocinas € TNF-
o. Outra via seria através da inibicdo dos mastdcitos e, por conseqiiéncia, bloqueio da
ativagdao do NF-kB (Mortaz et al., 2005).

O uso das DAINES pode levar a efeitos colaterais sérios, ja4 que ha excessivo
consumo dessa classe de medicamento em todo o mundo. No Reino Unido, por exemplo,
no ano de 2001, o consumo de analgésicos atingiu a 1,7 bilhdes de libras (Porteus et al.,
2005). Na Italia também foram apresentados dados semelhantes; o consumo chega a 35%

(desses, 20% tém mais de 65 anos) e 18% sao usuarios cronicos (Motola et al., 2004).
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Dentre os efeitos colaterais destaca-se o surgimento de ulceracdes gdstricas, as quais
ocorrem por inibicdo da sintese de COX-1 diretamente ligada aos mecanismos de
citoprote¢do da mucosa géstrica (Yuan et al., 2006). Os sintomas, entretanto, variam: De 15
a 40% dos usudrios de DAINES apresentam quadros de queimacgdo, ndusea e dor
abdominal; os casos mais graves com perfuracio e sangramento, que podem levar a 6bito,
ocorrem em 1 a 2% da populagdo, enquanto 5 a 20% sio assintomaticos e evoluem para
cura espontanea (Vonkerman et al., 2007).

A inibicdo ndo seletiva da COX-1, que ¢é responsdvel pela producdo de
prostaglandina constitutiva, produz hipermotilidade gastrica que provoca distirbios
microvasculares, reduzindo o fluxo sanguineo e causando danos vasculares; esses danos
induzem a infiltracdo de macréfagos, além de uma interacdo de leucécitos com o endotélio,
que acaba resultando em dano a mucosa gastrica (Akiko et al., 2001). Outro problema
reside no fato de que as PGEs constitutivas também participam da linha de prote¢do da
mucosa géstrica, aumentando a secrecdo de fons bicarbonato, reduzindo a acidez e gerando
também espessamento da camada de muco protetora no estdmago. Quando as linhas de
protecdo sdo rompidas por inibicdo da COX h4 sangramento, ulceracdes profundas e até
mesmo perfuracdo da parede gastrica (Silverstein et al., 19 95).

O risco da toxicidade gastrointestinal difere de uma DAINE para outra; ibuprofeno
e diclofenaco estdo associados a um risco mais baixo, enquanto o naproxeno, sulindac e
AAS apresentam risco intermedidrio. J4 o piroxicam e azaprasona apresentam um alto risco
de produzir complica¢des gastrointestinais (Garcia Rodrigues, 1998).

Quando COX-1 e COX-2 foram descobertas floresceram as hipdteses de se
desenvolver farmacos seletivos para COX-2. Na década de 90, comegaram a surgir no

mercado os inibidores seletivos da COX-2 (Coxibs), inicialmente utilizados para o
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tratamento de artrites reumatdides e inflamacdes cronicas (Vonkerman & Van de Laar,
2008); os Coxibs apresentariam analgesia e acdo antiinflamatéria comparavel as DAINES,
sem levar a danos gastricos.

No entanto, a COX-2 ndo apresenta importancia apenas na inflamacao. Estudos
demonstraram uma grande atividade na macula densa e em células intersticiais da medula
renal. PGE,, derivadas da COX-2, apresentam papel critico na manutencdo do fluxo
sanguineo do rim, além de contribuir para o balanco eletrolitico (Cowley et al., 1995). Com
a queda dos niveis de PGE,, através dos Coxibs, ha uma perda do efeito inibitdrio tdnico e,
com ele, maior retencdo de sédio gerando uma resisténcia as terapéuticas hipertensivas,
além de comprometer fluxo sanguineo prejudicando a viabilidade renal.

Outro local de atuagdo da COX-2 é o sistema cardiovascular, onde existe um
equilibrio entre as duas enzimas. A COX-1 sintetiza tromboxanos (TX4) e mediadores pro-
trombdéticos tendo também acdo vasoconstritora. J4 a COX-2, que é secretada por células
endoteliais, é responsdvel pela secrecio de PGE, e prostaciclinas de acdo vasodilatadora
(Vonkerman, 2006). Os Coxibs podem acoplar-se a COX-2, de modo irreversivel, inibindo
a sintese de prostaciclinas antitrombdticas, que equilibram as agdes dos produtos da COX-
1. Dessa forma ha desequilibrio da homeostase em favor da trombogénese e da
vasoconstri¢do, promovendo assim danos ao sistema cardiovascular e infartos no miocardio

(Vonkerman, 2006).

I1.3. Glicocorticoides Esteroidais

A adrenal € composta por duas unidades funcionais, medula que € responsdvel pela

secrecao de catecolaminas e cortex. Este ultimo por sua vez, é dividido em trés zonas:
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glomerulosa, responsdvel pela producdo de mineralocorticéides; fasciculata, responsdvel
pela producdo de glicocorticdides enddgenos (cortisol e corticosterona) e a reticular,
responsavel pela producdo de hormdnios andrégenos (Figura 2).

O cortisol produzido na zona fasciculata é um hormodnio relacionado
principalmente a situacOes de estresse como na resposta inflamatdria; trata-se de um
hormoénio esteroidal, contendo 19 atomos de carbono, derivado do colesterol por acdo da
enzima citocromo P450. A producdo do cortisol € regulada através do eixo hipotdlamo-
hipéfise- adrenal (HPA) (Polito et al., 2006), que libera hormonio adreno corticotropico
(ACTH), para a corrente sanguinea que na glandula adrenal promovera secrecao de cortisol.

Drogas antiinflamatdrias esteroidais, os Glicocorticides (GC), sdo importantes no
tratamento das inflamacdes. Sua prescricdo teve inicio em 1949, com Philip Rench, no
tratamento de artrite reumatdide (Schimmer & Parker, 2001). Sua utilizacdo em outras
formas de inflamacdo tornou-se comum e hoje GC sdo muito usados em doengas
ortopédicas como tendinites, bursites e compressdes nervosas (Gali et al., 2000).

O mecanismo de acdo dos GC é de amplo espectro, pois atuam em diferentes genes
inflamatérios que codificam citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas
inflamatdrias (Barnes, 2006). Ao entrar no organismo e atravessar rapidamente a membrana
celular o GC se adere ao receptor de glicocorticdide (GR), normalmente proteinas de
adesdo do tipo HSP (Wu et al., 2004); uma vez aderido ao GR, este se ativa e liga os
elementos de resposta dos glicocorticéides (GRE), seqiiéncias que respondem aos estimulos
de esterdides (Dostert, 2004). Apds aderéncia, os GRE promovem a ativacio da sintese de
mediadores antiinflamatérios (como a anexina, previamente conhecida como lipocortina),
que agem dentro da célula inibindo a produgcdo de FOA, (Little et al., 1999). Outros

mediadores antiinflamatorios sdo antagonistas de receptores de IL-1 e IL-10, que inibem
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ainda a expressdo de muitos genes para mediadores pré-inflamatérios, como citocinas
(Cuzzocrea et al., 2007).

Por apresentar ampla atuacdo, os GC inibem a ativacio do NFkB através do
aumento de IkBa, que se adere ao NFkB reduzindo a atividade pré-inflamatéria dos genes
responsaveis pela producdo da COX-2 e das moléculas de adesdo intercelular (Wissink,
1998).

Além do largo espectro de acdo sobre diversos mediadores inflamatérios, os GC
sintéticos sdo drogas que mimetizam a acdo de hormdnios corticosterdides e, por isso,
apresentam muitos efeitos colaterais, de maneira sist€émica. Esse amplo espectro de
atividade torna-os capazes de provocar danos em praticamente todos os tecidos humanos
(Damiani, 1984). Por exemplo, os GC atuam no metabolismo intermedidrio metabolizando,
além de carboidratos, também proteinas e lipideos (Faical et al., 1997). Com esse efeito os
GC aumentam o substrato, e o consequente aumento de enzimas fosfoenol piruvato quinase
e glicose-6-fosfatase, incrementando assim o afluxo de aminodcidos, glicerol e lactatos
oriundos, em sua maioria, do tecido muscular e adiposo (Exton, 1979). Devido ao aumento
da acdo proteolitica, ha uma reducdo da sintese protéica; esse efeito ocorre em usudrios
cronicos de GC. A agdo sobre as proteinas estd relacionada a acdo sobre a degradacdo do
DNA e RNA celulares (Barnes., 2006). Longui et al., (2000) mostraram o potencial
apoptético dos GC em linfoblastos, através de uma via ATP dependente caracterizada por
mudancas na membrana celular e mitocOndria e alteragdes na distribuicdo de Potéssio e
Cilcio, além de provocar desfragmentacdo do DNA.

O uso cronico também provoca o desequilibrio eletrolitico, gerando quadros de
hipocalemia, edema e hipertensdo; além de prejudicar a reabsor¢do de Ca™, induzindo

quadros de osteoporose; numa estimativa de 30 a 50% dos pacientes cronicos que
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desenvolvem quadros de osteoporose, sendo vértebras e costelas os locais mais afetados
(Adachi et al., 1993). Também atua no sistema nervoso central, provocando alteragdes de
humor, quadros de depressao e a fase de REM (Gilin et al., 1972).

Além dos efeitos j citados, os GC sintéticos provocam um quadro de insuficiéncia
da adrenal. Tratamentos prévios com GC reduzem a secre¢do do ACTH que como
conseqiiéncia reduz a producdo de cortisol gerando um quadro de hipoplasia da adrenal

(Polito et al., 2006).

Glandula Adrenal

Cartex Zona Glomerulosa
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Medula 703 Reticular Fasciculata
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Iustragdo 2: Glandula adrenal, apresentacdo das duas por¢des: Medula (cinza), e o cortex e
suas trés zonas, Glomerular (marrom claro), Fasciculata (amarelo) e reticular (lilds). E as zonas
com os respectivos hormonios produzidos.
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I1.4. Plantas Na Terapéutica da Inflamacao

Devido aos efeitos colaterais provocados pelas DAINES, ou agdes sist€émicas
provocadas pelos GC, a pesquisa com principios ativos de plantas na busca de novos
farmacos tém se tornando promissora. Entre os anos de 1981 a 2006, Newman & Cragg
(2007) realizaram uma minuciosa investigacdo sobre o surgimento de novas drogas. Dentre
1010 drogas descobertas, 275 (cerca de 30%) sdo derivadas de produtos naturais, e, dessas,
13 apresentam potencial antiinflamatério. Uma explicacao plausivel, para tanto, é a enorme
biodiversidade vegetal com seu potencial de gerar fitoterdpicos, fitofirmacos e/ou
protétipos de novas drogas com importancia econdmica no mercado europeu e as grandes
multinacionais tem demonstrado interesse crescente e comercializacdo de farmacos
derivados de plantas, ja que esses valores chegaram a US$ 7 bilhdoes em 1997 - 50%
pertencentes a Alemanha (Calixto, 2000). A Biodiversidade da flora brasileira tem
promovido crescimento da producdo de fitoterdpicos, (da ordem de 15% ano), enquanto o
crescimento anual de medicamentos alopéticos gira em torno de 3 a 4%.

Nao hé precisdo em relagdo a imensa biodiversidade vegetal brasileira; estima-se a
ocorréncia de um total de 550.000 espécies com potencial terapéutico no Brasil; dessas,
apenas 55.000 estdo catalogadas (Dias, 1996) e apenas 8% das espécies da flora brasileira
foram estudadas na procura por compostos bioativos. Além disso, somente 1100 espécies
foram avaliadas quanto as suas supostas atividades medicinais (Garcia, 1996).

Como a maioria da populagdo ndo tem acesso a alopatia, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estipula que devido a pobreza, cerca de 65 a 80% da populagdo mundial
dependem da atividade terap€utica das plantas (Farnsworth & Morris 1976). A terapéutica

envolvendo os produtos naturais estd inserida no contexto das medicinas tradicional e

20




’i—i‘

alternativa. Define-se medicina tradicional como conhecimento passado oralmente pelos
povos de geracdo em geracdo. No grupo que emprega a medicina tradicional encontram-se
comunidades indigenas e quilombolas, além de caboclos e caicaras, s6 citando aquelas do
Brasil. J4 a medicina alternativa é o conhecimento popular oriundo da observacdo da
natureza por parte dos raizeiros e as "farmécias" de fundo de quintal (D1 Stasi, 2007).

Esse conhecimento popular deu origem aos fitoterdpicos; a OMS propds como
definicdo que fitoterdpicos sdo substincias ativas presentes nas plantas, de maneira geral,
ou distribuida por suas estruturas (raizes, cascas e folhas), como extrato bruto, ou
processado (Calixto, 2003). Em relacdo aos farmacos sintéticos, os fitomedicamentos
apresentam algumas diferengas: S3o mais baratos, seu uso na medicina popular ¢ uma
importante caracteristica, ¢ sdo amplamente utilizados em tratamentos cronicos (Calixto,
2000).

No tratamento das inflamacdes, em geral, diversos produtos naturais apresentam
potencial farmacoldgico. Khanna et al., (2007) afirmaram, em seu trabalho, que a busca por
produtos naturais para o tratamento de artrites € uma "mina de ouro"; o autor apresentou
diferentes metabodlitos secunddrios de origem vegetal que atuaram sobre diversos
moduladores inflamatdrios; dentre eles destacam-se flavondides, terpenos, quinonas,
catequinas e alcaldides. Na China, onde o uso de plantas medicinais € bastante antigo, a
Laggera pterodonta mostrou 6timo resultado em modelos de pleurisia com reducdo de
PGE,, além de inibir a infiltracdo celular em modelo de inflamagdo cronica — cotfon pellet
(Wu et al., 2000).

A Carapa guianensis, uma espécie rica em tetranotriterpendides, € bastante
utilizada na medicina popular amazodnica para dores e inflamacOes; em modelos

experimentais reduziu infiltracdo leucocitdria, niveis de IL-1B e inibiu as vias de
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sinalizacdo do NF-xB (Penido et al., 2006). O Hypericum brasiliense, popularmente
conhecido como "mil facas" ou "alecrim bravo" mostrou resultados significativos em
modelos inflamatérios agudos, além de agir sobre o sistema nervoso (Perozzo et al., 2008).

A Quassia amara, uma planta da América do Sul pertencente a familia
Simaroubaceae, é rica em quassindides; na dose de 500 mg/kg apresentou redugdo
significativa do edema induzido por carragenina (Toma et al., 2003).

Bighetti et al., (1999) avaliaram a atividade antiinflamatéria da Crofon cajucara
Benth (Euphorbiaceae), uma espécie endémica da regido amazoOnica. A atividade
antiinflamatéria dos dois diterpendides presentes no Oleo essencial (cajucarinolideo e
isocajucarinolideo) mostrou-se com ac¢do semelhante aquela das DAINES inibindo a
atividade da COX-1. A Boerhaavia diffusa, da familia Nyctaginaceae, que apresenta
alantoina e alcaléides como metabdlitos secundérios, apresentou considerdvel atividade
analgésica (inibicdo de 50%) em modelo de algesia induzida por 4cido acético. Aplicado na
concentracdo de 1000 mg/kg; acredita-se que o extrato de B. diffusa, embora muito menos

ativo, mimetize as propriedades analgésicas da morfina (Hiruma Lima et al., 2000).

IL.5. Saponinas e Sapogeninas

Uma classe de compostos com grande importincia comercial e farmacoldgica € a
das saponinas. Sao numerosas as atividades apresentadas por essa classe de compostos;
como exemplos destacam-se as atividades antifliingica, antialérgica, antiinflamatdria, dentre
outras (Lacaile — Dubois & Wagner, 1996; Francis et al., 2002). Quimicamente, as
saponinas sdo classificadas como glicosideos com esteréides ou triterpendides. As

saponinas apresentam alto peso molecular e sua purificacdo apresenta muitas dificuldades

22




’i—i‘

(Trease & Evans, 1996). Esse grupo de compostos é amplamente distribuido no reino
vegetal e, na natureza, possuem estrutura bastante caracteristica; a presenca da por¢ao
aglicona, ou sapogenina, apresentando um esterdide ou um triterpeno (Schenkell et al.,
2002).

Saponinas ja foram descritas em mais de 100 familias botanicas. De acordo com os
dados obtidos por Sparg et al., (2004), a presenca da aglicona esteroidal é mais freqiiente
em monocotileddoneas como Liliaceae, Dioscoraceae e Agavaceae; as saponinas
triterpénicas sdo mais comuns em dicotiledOneas (Leguminoseae e Araliaceae).

Outro fator importante é que esses glicosideos sdo classificados de acordo com
nimero de cadeias de agicar. Por exemplo: se a molécula apresenta apenas cadeia de
aclcar uUnica trata-se de uma saponina monodesmosidica; no caso de apresentar duas
cadeias de agicar € uma saponina bidesmosidica (Hostettmann & Marston,1995). Uma
propriedade das saponinas € sua natureza anfipatica; devido a solubilidade das sapogeninas
em lipideos e das cadeias de acucar serem hidrossoliveis, hd uma potente acao detergente e
emulsificante (Wang et al., 2005; Sarnthein — Graf e La Mesa., 2004).

Devido a essa dltima acdo detergente, as saponinas sdo dotadas de efeito téxico
relacionado a sua propriedade de causar ruptura em eritrécitos liberando hemoglobina (Oda
et al., 2000). Outros efeitos toxicos ainda relacionados a caracteristica de causar lise celular
sdo acoes inseticida, anti-helmintica e ictiotoxica (Schenkell et al., 2007).

Um ponto importante ao se trabalhar em modelos animais com saponinas, devido a
sua toxicidade, estd relacionado as vias de administracdo (Oakenfull & Sidhu, 1990). Por
exemplo, a via oral apresenta-se menos toxica do que a via intravenosa no que diz respeito
a hemolise. Fenwick et al., (1991) sugeriram que a queda na toxicidade das saponinas

administradas por via oral, deva-se a menor absor¢do que acabaria por reduzir os niveis de
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hemdlise. Outros testes realizados em diferentes modelos animais sugerem que as
saponinas, apOs sofrer hidrdlise enzimadtica, sdo convertidas em sapogeninas € assim
perdem a caracteristica anfipdtica com conseqiiente reducdo da atividade hemolitica
(Ustiindag & Mazza, 2007).

Reacgdes quimicas como diferentes tipos de hidrélise (4cida, bdsica ou enzimdtica)
ou uma hidrotermélise podem causar mudangas na estrutura da molécula das saponinas e,
por conseqiiéncia, alteracdes em suas propriedades. No caso de hidrdlise dcida completa
ficam separadas a aglicona e uma grande quantidade de monossacarideos (Hostettmann &
Marston, 1995).

As sapogeninas esteroidais sdo precursoras de esterdides farmacologicamente
ativos, incluindo anticoncepcionais de via oral, corticosterdides e hormodnios sexuais,
apresentando assim considerdvel importancia econdmica. A sapogenina de maior valor
agregado € a diosgenina, cuja extracdo comercial é feita quase que inteiramente das
espécies do género Dioscorea. Vale lembrar que na semi-sintese desses medicamentos a
indudstria baseia-se unicamente no extrativismo dessas espécies, fazendo com que estejam
tornando-se cada vez mais raras em algumas areas, sendo assim mais dificil e dispendioso
explorar as fontes selvagens em busca de novas fontes para esses medicamentos (Oashi,
1999).

Entre as plantas ricas em saponinas com propriedades antiinflamatorias destaca-se a
Kalopanax pictus, uma arvore decidua presente na Coréia, Japao e China apresenta uma
saponina — a kalopanaxsaponina (a-Hederina). Essa substancia apresentou potente acao
antiedematogénica, na dose de 50 mg/kg, no modelo de edema de pata induzido por

carragenina em ratos, além de potente inibicdo da permeabilidade vascular na dose de 60
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mg/kg, quando comparada ao firmaco padrdo, iboprufeno, usado na dose de 200 mg/kg
(Lid et al., 2002).

Em outro estudo testou-se a atividade da Asculus chinesis, uma planta usada
tradicionalmente na medicina chinesa, que apresenta em suas sementes quatro tipos de
saponinas (Escina 1a, Escina 1b, Isoescina a e [soescina b). Essas saponinas apresentaram
um potencial antiinflamatério promissor na dose de 30 mg/kg em modelos de inflamagdo
induzidos por dimetil benzeno (Feng Wei et al., 2004).

Ja Kim et al., (2005) avaliaram o potencial da Platycodon grandiflorum rica em
saponinas, que reduziram a producdo de COX-2 e os niveis de PGE, e TNF-a em cultura de

macrofagos ativados, além de diminuir o edema de pata induzido com carragenina.

I1.6. Género Agave — fonte de saponinas com acao antiinflamatoéria

Entre as plantas que apresentam saponinas encontram-se aquelas pertencentes ao
género Agave. Esse género de vegetais pertence a familia Agavaceae e abrange um grupo
com quase 300 espécies vegetais, que ocupam posi¢do de destaque entre as plantas nativas
de caracteristicas semidesérticas. As regides que produzem as espécies do género Agave
estdo localizadas dentro de zonas tropicais e subtropicais. Do ponto de vista global, as
regides onde a temperatura permanece elevada a maior parte do ano (20 a 25°C) se revelam
ideais para o bom desenvolvimento e produtividade da cultura do Agave. (Ferreira da Silva
& Macedo Beltrao, 1999)

Entre as espécies de Agave, a Agave americana apresenta sapogeninas esteroidais;
dentre elas, a hecogenina e a tigogenina, que depois de purificadas e liofilizadas foram
administradas em doses de 200 e 300 mg/kg por via intraperitoneal em ratos albinos Wistar

e apresentaram acdo antiedematogénica em edema induzido por carragenina, mas sem
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apresentar atividade ulcerogénica como apresentou a indometacina (5 mg/kg), a droga de
referéncia usada no trabalho (Peana et al.,1996).

Garcia et al., (1999) avaliaram a atividade da Agave intermixta trel, em edema de
pata induzido por carregenina, nas doses de 300 e 500 mg/kg apresentando resultados
significativos, além da reducdo no nivel de MPO, o que indica a reducdo de infiltrado
celular. J4 a Agave attenuata demonstrou atividade antiinflamatéria ao reduzir a
permeabilidade vascular causada pelo acido acético, um tipico estigio do processo

antiinflamatério (Da Silva et al., 2002).

I1.7. Agave sisalana — consideracoes gerais

Dentre as plantas de género Agave existe uma que se destaca, ndo por seu potencial
terapéutico, mas sim pelo valor comercial de suas fibras - Agave sisalana, conhecida
popularmente no Brasil como sisal. Pertencente a familia Agavaceae e subfamilia
Agavoidea, o sisal é espécie de clima tropical e seu plantio em regides fora desse ambiente
¢ raro (Nunes Moreira et al., 1999). E endémica nas Americas do Norte e Central, sendo
introduzida no Nordeste brasileiro em meados de 1900. Devido ao clima quente e seco a
planta teve excelente adaptacdo no sertdo Nordestino (Barros, 1999). Apds a segunda
guerra mundial, o sisal teve uma rdpida expansiao na Paraiba, em virtude da alta demanda
dos mercados interno e externo o que o tornou o principal exportador da fibra, mas por
volta da década de 60 em razdo do pouco interesse dos produtores a Bahia retomou a
producdo.

Morfologicamente € uma planta simples, de caracteristica herbiacea com grandes
folhas espatuladas, quase achatadas, que variam de 1,2 a 2,0 m de comprimento dispostas

em espiral, muitas vezes apresentando espinhos cOnicos nas laterais e apenas um espinho

26

\L—!‘




’i—i‘

no 4pice; possui flores verde-amareladas e frutos capsulados; em geral sdo carnosas, duras,
com dpice pungente e pendao floral de 6 a 9 m de altura por 15 cm de didmetro (Joli, 1985).
O sistema radicular € fibroso com raizes adventicias transportadoras e alimentadoras. O
sisal é freqliente nos estados da Bahia e Paraiba, além de outros paises como Bahamas e
Havai (Correa, 1984).

O Brasil € o maior produtor mundial de sisal, com receitas superiores a 100 milhdes
de dolares (FAO, 1996), sendo o Nordeste o maior exportador da planta. A importancia do
cultivo do sisal para o semi-drido nordestino merece destaque, pois € fonte de renda e
emprego para parte significativa da populacdao (Moreira et al., 1996).

Contudo, os valores citados sdo referentes as fibras que trituradas geram suco; na
maior parte das vezes, no entanto, o suco € descartado; em outras € processado para
obtenc¢do de dlcool industrial, pectina e saponinas.

Como a A. americana, a A. sisalana também € rica nas sapogeninas esteroidais
hecogenina e tigogenina (Beltrdo & Ferreira da Silva, 1999).

A Hecogenina (substdncia marjoritdria) € uma sapogenina esteroidal de peso
molecular 430.63 e sua formula estrutural € C»7H4204 € sua nomenclatura na ITUPAC é: 3p3-

hidroxi-5a-spirostan-12-ona. (Pharmaloialty)

HNlustracao 3: A. sisalana
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II1.1.Justificativa

Devido aos resultados obtidos anteriormente com outras plantas do género Agave
para as atividades antiinflamatéria e analgésica, justifica-se o estudo com o mesmo
propdsito, da espécie A. sisalana ainda ndo estudada e encontrada em abundancia no Brasil.
Ensaios preliminares com o extrato hidrolisado de A. sisalana evidenciaram possivel
atividade antiinflamatéria e analgésica, que justifica também o estudo da FHAS com o

mesmo proposito.

II1.2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram enumerados abaixo.

3.1 Estudar, identificar e confirmar a presenca de sapogeninas esteroidais na fracao

hexanica de Agave sisalana.
3.2 Validar a acdo farmacoldgica previamente detectada.

3.3 Avaliar a atividade antiinflamatdria da fracdo Hexanica da Agave sisalana em modelos
agudos.

3.4 Avaliar a atividade antiinflamatéria em modelos de inflamacao cronica.
3.5 Avaliar a atividade analgésica em modelos de nocicep¢ao.

3.6 Avaliar a atividade analgésica quanto ao sistema nervoso.

3.7 Realizar um estudo comparativo de uma possivel atividade toxica da Agave sisalana

quanto a natureza esteroidal da sapogenina.
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IV. Materiais e métodos

IV.1. Animais

Os animais serdo fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Os
animais foram mantidos em cdmaras com temperatura controlada (20 + 2° C), com
alternincia ciclos claro—escuro de 12 horas, dgua e racdo “ad libitum”. Para os
experimentos serdo utilizados ratos Wistar machos com quatro semanas de idade e peso
corporal entre 150 a 200g e camundongos swiss machos com 25 a 35g. Os experimentos
que foram realizados no presente trabalho foram aprovados pela Comissio de Etica na
Experimentacdo animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA — IB - UNICAMP)
protocolo n® 1281-1, Por estar de acordo com Principios Eticos na Experimentagdo animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA). Nos experimentos
onde foi realizado cirurgia, os animais foram anestesiados com Ketamina 0,5 ml/kg e
Xilasina 0,1 ml/kg. Ja experimentos como edema de pata em que somente ocorreu a

aplicacdo do agente indutor os animais foram anestesiados com halotano.

IV.2. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas e reagentes: Indometacina, Polietilenoglicol-
200 (PEG), acido acético, morfina hidrocloridrica, sulfentanil, hexano, metanol,
carragenina e¢ Xilol (Sigma Chemical CO, U.S.A),. Dexametasona (DEXA) (2mg/kg e
0,5mg/kg) (Laboratérios Ache). Cristal violeta, (Merk CO, U.S.A). Acido acetil salicilico
(Bayern) e Cloridrato de Ketamina (Fort Dodge LTDA) e Cloridrato de Xilasina (Konig
Ltda. ARG) cloreto de s6dio (CHEMCO, Campinas Brasil) Hematoxilina- Eosina

(Nuclear).
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IV.3 Solubilizacao das Drogas
Todas as drogas exceto foram solubilizados em Polietilenoglicol — 200 (PEG) a
40% e é4gua destilada. Exceto os farmacos opidides (morfina e sufentanil) que foram

solubilizados e solucdo salina fisioldgica (SSF) a 0,9 %.

IV.4 Material de origem Vegetal

A A. sisalana foi cultivada no Estado da Bahia. Apds a colheita da planta para
obtencdo das fibras foi feito o processamento da mesma, de onde foi separado o suco bruto
(SB) oriundo da moagem das folhas. O suco ndo processado de A. sisalana foi doado pela

“Corona Comércio e Induastria LTDA” situada em Salvador — Bahia.

IV.5. Preparo da Fracao Hexanica Rica em Sapogeninas

SB foi processado com aquecimento a 100° C para ser concentrado 10 vezes. O
concentrado do SB apresentou consisténcia semelhante a “caramelo”, devido a quantidade
de acucar contida, e foi codificado como Extrato Concentrado Bruto (ECB).

O ECB (40 g) foi submetido a hidrélise 4cida com 2N HCI (300 ml) durante 4 h sob
agitacdo, para separacdo das cadeias de agucar. Apds hidrélise, um precipitado preto foi
formado e a solugdo acida foi filtrada. Esse precipitado foi codificado como Extrato
Hidrolisado de A. sislana (EHAS). O EHAS foi seco e depois lavado, primeiramente com
agua destilada e depois com uma solucdo de NaOH a 10% para neutralizacdo. Apds a

ultima lavagem com agua destilada ele foi seco.
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Depois de neutralizado e seco EHAS foi colocado em refluxo com Hexano a
temperatura de 60 °C por 60 h. A solucdo de Hexano foi entdo filtrada e colocada para
evaporar a vacuo. O produto obtido nessa evaporacdo foi um pé de coloragdo verde
amarelada (0,35% do ECB particionado) que foi codificada como Fracdo Hexanica de A.
sisalana (FHAS). Os passos descritos estdo resumidos no Fluxograma 2 apresentado na

seqiiéncia.

IV.6.Testes Quimicos

a) Analise por CLAE-UV/DAD da Fracao FHAS

Utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de
ultravioleta com arranjo de foto-diodos (UV-DAD) tracou-se o perfil cromatografico da
fracao FHAS.

Como substincia padrdo empregou-se a amostra padrio de Hecogenina com
residuos de Tigogenina, doado pela Universidade Federal de Feira de Santana. Tanto a
fracdo FHAS, quanto a substancia-padrao isolada (1,0 mg) foram solubilizados em 1,0 mL
de metanol e 20,0 uL analisados. Foram realizadas injecdes da amostra e da respectiva
amostra-padrdo, como também a co-inje¢do das amostras com as amostras-padrao.

As condi¢Oes cromatogréficas de operagdo para as andlises por CLAE foram:

- aparelhagem: cromatdgrafo liquido shimadzu-LC 10, equipado com duas bombas
LC10ADvp shimadzu, detector por varredura de espectro ao ultravioleta por arranjo de
fotodiodos (UV/DAD) SPD-M10Avp, sistema de controle SCL-10Avp e autoinjetor SIL-

10Avp com volume de injecdo de 20,0uL.
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- para as andlises empregou-se a CLAE em fase reversa utilizando coluna ACE 5 C18
(250,0 x 4,6 mm x 5 wm), temperatura da coluna de 35°C. Como fase mével empregou-se
metanol (Merck) em sistema isocratico. A vazdo da fase mével permaneceu a 0,6 mL/min,
com tempo de andlise de 15 min. Detec¢do por varredura de espectro de 200 a 400 nm com

acompanhamento em 2 comprimentos de onda 212 e 254 nm.
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b) Teste da Atividade Hemolitica

O teste de atividade hemolitica teve como objetivo avaliar a presenca de saponinas
com a¢do hemolitica no ECB, EHAS e FHAS, além de validar o processo de obtencio da
FHAS que, ao ser hidrolisada, perde a atividade hemolitica.

Esse experimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Sun
(2006) com algumas modificacdes. Aliquotas de 5 ml de sangue de ratos Wistar foram
lavadas com Salina 0,9% e centrifugados a 180 G por cinco min. Com o pellet formado
apo6s a centrifugacdo foi obtida a solu¢do de heméceas a 2% em SSF (0,9%). A 2 ml da
solucdo de hemdcias foram adicionados 2 ml de solucdes de ECB, EHAS e FHAS,
preparadas em dilui¢des seriadas 100, 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.12 pg/ml. As solu¢des foram
incubadas por 30 min. a 37° C e depois centrifugadas a 70 G por 10 min. A hemoglobina
livre foi lida em leitor de ELISA na faixa de 540 nm. A solu¢do salina e o ECB ndo

isotonizado foram usados como referéncia e o experimento foi realizado em triplicata.

IV.7. Testes Farmacologicos

a. Inflamacao

a.1. Modelo de Edema de Orelha Induzido por Xilol

O edema de orelha induzido por Xilol promove a permeabilidade vascular seguida
de edema por se tratar de um agente irritante, sendo um dos testes basicos para avaliagdo
da atividade antiedematogénica.

O experimento foi realizado de acordo com o modelo descrito Young & De Young,

(1989). Para este experimento foram utilizados camundongos swiss machos entre (25 e 35
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g) com 8§ semanas de idade, separados em grupos de 8 animais cada. Os animais receberam
por v.o e i.p o EHAS na dose de 500 mg/kg; os controles foram SSF e AAS, na dose de 10
mg/kg. Uma hora apds os animais tiveram a superficie interna e externa das orelhas limpas
com etanol e, em seguida, aplicou-se 20 pl de Xilol na superficie interna e externa da orelha
direita; na orelha esquerda foi aplicado volume equivalente de soluc¢do fisioldgica. Depois
de uma hora os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e discos
padronizados das orelhas esquerda e direita (8 mm) foram retirados com o auxilio de um
punch. Cada disco foi pesado separadamente e a diferenca do peso foi considerada como
edema produzido pelo xilol. Além do teste preliminar com o EHAS, FHAS também
administrado por via oral, foi avaliado nas doses de 5, 10, 25 e 50 mg/kg, tendo

indometacina (5 mg/kg) como controle positivo € 0 PEG como controle negativo.

a.2. Edema de Pata Induzido por Carragenina

Camundongos Swiss foram submetidos a jejum de 12 h, separados aleatoriamente
em grupos de 8 animais cada por tratamento, de acordo com a metodologia descrita por
Henriques et al., (1987).

EHAS foi aplicada, por gavage, em dose tnica de 500 mg/kg; o controle positivo —
indometacina, na dose de 5 mg/kg enquanto o controle negativo recebeu salina 0,9%. A
aplicacdo da droga foi feita 1 h antes da inflamacao induzida por carragenina (0,02 ml a
1%) na regido sub-plantar da pata posterior direita (PPD) e SSF 0,9% na pata posterior
esquerda (PPE).

Ap6s 3 h da administragdo da carragenina, os camundongos foram sacrificados e

suas patas posteriores foram seccionadas na jun¢do tibia tarsica, sendo imediatamente
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pesadas em balanca analitica. A diferenca de peso entre PPD e PPE foi considerada como

edema.

a.3. Edema de Pata Induzido por Carragenina

A aplicacdo subcutianea de carragenina na pata dos ratos promove um aumento
agudo do volume da pata injetada. O edema induzido por carragenina € resultante da acao
integrada de varios mediadores inflamatdrios como PGE,, histamina e bradicinina, o
quetorna o modelo um parametro ttil na avaliacdo anti-inflamatdria de novos compostos.

Para esse modelo de inflamagdo foram utilizados ratos Wistar (n=5). Os animais
foram tratados por gavage, com FHAS nas doses de 5, 10, 25 e 50 mg/kg sendo o PEG
usado como controle negativo e a DEXA 2 mg/kg como controle positivo. Uma hora apds
0s tratamentos, os animais receberam uma injecao sub-plantar de 0,2 ml de carragenina a
1% na PPD e a PPE recebeu 0,2 ml de salina. O diametro das patas dos animais foi medido
com o auxilio de um Pletismometro (UGO, Basile) antes (valor basal) e Y2, 1, 2,3 e 4 h
apods a injecdo do agente edemogénico. O calculo do edema € feito subtraindo-se o valor

basal daquele valor obtido em cada tempo. Winter et al., (1962)

a.4. Granuloma Cotton Pellet

O granuloma cotton pellet ¢ um modelo de inflamacdo cronico que avalia a
infiltragdo celular. E um processo que comega com infiltracdo de neutréfilos seguida por
fibroblastos terminando na fase proliferativa com secrecdo de coldgeno no local da
inflamacao.

Ratos Wistar machos, com peso variando entre 150 g e 200 g, foram aleatoriamente

separados em grupos de 7 animais cada. Os grupos foram previamente tratados, por gavage,
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com FHAS nas concentragdes de 10 e 25 mg/kg, com o PEG como controle negativo e com
DEXA (0,5 mg/kg) como controle positivo. Uma hora apds o tratamento, os animais foram
anestesiados e submetidos a uma insercdo do pellet feito de fio dental pesando 20 mg.

O pellet foi retirado 7 dias apds a implanta¢ao; no decorrer desse periodo, todos os
grupos receberam diariamente administracdo da FHAS e dos controles. Um dia apds o
ultimo tratamento, os animais foram sacrificados e os pellets retirados e secos a 70° C por
18 horas. O peso seco de cada pellet foi determinado e subtraiu-se desse valor 20 mg (peso
inicial do pellet); a diferenga foi considerada como relativa a fase proliferativa da resposta
inflamatéria. O experimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita por

Swingle & Shideman com algumas modificagdes (1972).

a.5. Modelo de Pleurisia Induzido por Carragenina.

A técnica de pleurisia induzida por carragenina tem como parametro avaliar a
infiltracdo celular (neutr6filos e mononucleares) na cavidade pleural, através de uma
inflamacdo induzida por carragenina.

A técnica foi descrita por Mikani & Miyasaka, (1983). Foram utilizados ratos
Wistar machos pesando entre (180 e 200 g) separados em grupos de 7 animais cada. Dois
grupos receberam FHAS nas doses de 10 e 25mg/kg, enquanto o grupo controle positivo
recebeu DEXA (2,5 mg/kg) e o negativo, uma solucdo de PEG Apés 1 hora dos
tratamentos, 0,2 ml de carragenina em solu¢@o salina foram administrados na cavidade
pleural de cada animal.

Quatro horas apds, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e

tiveram a sua cavidade pleural aberta e lavada com 5 ml de tampao PBS heparinizado (5
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pl/ml). O exudato resultante foi recolhido para a contagem total de células e contagem

diferencial de neutréfilos e mononucleares em camara de Newbauer.

a.6. Contagem Total de Leucdcitos

A contagem total foi feita a partir de 10 ul do lavado pleural e 190 pl de solugdo de
Turk (solugc@o mae: 2 ml de 4cido acético glacial, 1 ml de solucdo de cristal violeta 1% em
metanol e 97 ml de Agua deionizada). A contagem total foi feita em cAmara de Neubauer.
Apés a contagem, multiplicou-se o valor obtido por 50.000 para obter o valor total da

contagem.

a.7. Contagem Diferencial

As laminas foram preparadas com 200 pl de lavado pleural que foram colocados em
citocentrifuga durante 10 min a 300 RPM. Apés este tempo, as laminas foram coradas com
Hematoxilina 3 minutos e eosina 3 minutos. A contagem diferencial foi feita com a
utilizacdo de um contador digital de células obtendo-se a porcentagem de neutréfilos e
mononucleares infiltrados.
a.8. Dosagem de MPO no Lavado Pleural

Foram coletados 250 pl do lavado pleural e 250 pl de uma solucdo de HTAB
(Brometo de Hexadecil- Trimetil- Amonium diluido em Tampao fosfato S0Mm, ph 6,0). O
material foi sonicado durante 10 s em banho de gelo e foi centrifugado a 12.000g a 4° C
durante 15 minutos. Foi coletado 10 ul do sobrenadante que serd misturado a 290 pl meio
contendo 0,167 g/l de Dihidrocloreto de O- Dianisidina, 0,0005% H,0O, diluido em tampao

fosfato 50 Mm, ph 6,0). O sobrenadante acrescido do meio foi lido em placas de ELISA a
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450 nm. Os valores de absorvancia foram lidos 10 minutos em intervalos de 1 em 1 minuto
e comparados com a curva padrio (MPO leucécito humano). Os valores da MPO serdo

dados em pg/ ml de lavado. (Frode Saleh, 2000)

b.Testes Analgésicos

b.1. Modelo de Contorcao Abdominal Causado por Injecao de Acido Acético

Esse modelo caracteriza-se por contragdo e rotacdo do abdomen, seguida pela
extensdo das patas traseiras. Esta resposta motora decorre da aplicagdo de um estimulo
nociceptivo por via intraperitoneal (dcido acético). E um modelo que promove a liberacio
de vdarios neurotransmissores que promovem a nocicep¢do, sendo um modelo sensivel a
substancias analgésicas de acdo central, ou de agdo periférica com outro mecanismo de
acgdo.

Para esse experimento foram utilizados camundongos Swiss machos (25 a 35 g)
separados em grupos de 8 animais cada. Os camundongos receberam os tratamentos com
FHAS (5, 10, 25 e 50 mg/kg), PEG e indometacina 5 mg/kg, todos administrados por
gavage. Uma hora depois receberam uma administracdo, via i.p, de dcido acético a 0,6%.
Ap6s a administragdo os animais foram separados individualmente e o numero de
contor¢oes foi verificado durante 6 a 21 min. A atividade antinoceptiva das doses de FHAS
foi avaliada de acordo com o nimero de contor¢des abdominais de acordo com a
metodologia descrita por Koster et al., (1959). Neste modelo, a possivel acgdo

antinociceptiva do EHAS também foi avaliada.
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b.2. Modelo de Placa Quente

O modelo de placa quente visa avaliar a atividade analgésica mediante um
estimulo nociceptivo térmico, que € avaliado pelo tempo de laténcia em que o animal
permanece na superficie aquecida da placa.

Grupos de 8 camundongos swiss, pesando entre 30 a 35 g, foram pré-tratados com
10 mg/kg de morfina s.c. (controle positivo), 10 ml/kg solu¢do PEG (controle negativo) e
vérias doses 5, 10, 25 e 50 mg/kg da FHAS. Os animais, colocados em um cilindro de
vidro de 24 cm de didmetro, foram selecionados 24 h antes, com base em sua reatividade
para o teste, numa placa quente mantida a 56° C (Eddie & Leinbarck, 1953). O tempo de
laténcia € considerado como aquele entre o animal colocar a pata na superficie da placa e
retira-la; somente aqueles animais que demonstraram um tempo de reag@o na faixa de 3,9 —
6,9 foram selecionados. Apds os tratamentos, todos os animais foram avaliados nos tempos

0, 30, 60 e 90 min na placa quente novamente € um periodo de laténcia de 20 seg. foi

estabelecido como completa analgesia.

b.3. Modelo de Tail Flick

O método descrito por Ness & Gebhart, (1986) avalia a nocicepgdo através de
estimulo térmico na calda do animal, modulado por um reflexo medular. A magnitude da
laténcia do reflexo da retirada da cauda fornece um indice do limiar nociceptivo do animal.
Foram utilizados nesse experimento, camundongos Swiss machos em que foi avaliado
previamente o tempo de laténcia basal, selecionando-se apenas aqueles com tempo entre 2 a
3 seg. Apos selecdo os animais (n=8 para cada grupo), receberam as varias doses da FHAS

(5, 10, 25 e 50) e os controles PEG e o sufentanil (1ug/ kg) via intramuscular. O periodo
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de laténcia foi avaliado nos tempos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 240 min apds os
tratamentos. O valor da atividade farmacolégica € considerado como efeito maximo

possivel (EMP), calculado da seguinte forma:

EMP= (Laténcia teste-Linha Basal) / (Cut-off-Linha basal) x 100
O tempo de cutt-off foi dado como 10 seg. para evitar qualquer dano a cauda do

animal e definido como completa analgesia.

c.Testes de Toxicidade

c.1. Dosagem de Albumina de Proteinas Totais

Para a avaliacdo da toxicidade da FHAS foram dosadas, no plasma, albumina e
proteinas totais. Nesse experimento foram utilizados ratos Wistar (n=7), tratados durante
uma semana com FHAS (nas doses de 10 e 25 mg/kg), com polietilenoglicol -200 (PEG) e
DEXA na dose de 0,5 mg/kg. Todos os animais foram sacrificados no 8° dia. Amostras de
sangue foram obtidas por veia caudal e centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4° C.
O plasma foi separado e utilizado para a dosagem de proteinas totais e albumina com o kit
PROtal (Laborlab), adaptado para microensaio. Para a dosagem foram utilizados 2 ul de
plasma e 200 pl de reativo Biureto (para proteinas totais), ou 200 ul de Verde de
Bromocresol (albumina). Passados 10 min da adicdo dos reativos ao plasma, as amostras
foram lidas em leitor de ELISA, na faixa de 540 nm (proteinas totais) € 620 nm (albumina).

Os valores foram dados em g/dl.
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c.2.Dosagem de Insulina Plasmatica

Devido a capacidade dos GC de aumentar os niveis de insulina plasmética foi
objetivo de este experimento avaliar a quantidade de insulina por ml nos grupos
experimentais FHAS em compara¢do com o controle positivo DEXA.

Nesse experimento foram utilizados ratos Wistar (n=7) tratados com FHAS nas
doses de 10 e 25 mg/kg e os controles utilizados foram tratados PEG e DEXA (0,5 mg/kg)
durante uma semana. Os animais foram sacrificados no 8° dia. Amostras de sangue foram
obtidas pela veia caudal e centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4° C. O plasma foi
separado e a insulina foi dosada por radioimunoensaio; os valores apresentados foram
apresentados em ng/ml segundo a metodologia de Scott et al. (1981).

c.3. Peso Corporal dos Animais

Durante o experimento subagudo também foi realizado um acompanhamento do

peso dos animais para avaliar possiveis alteragdes do peso como possivel efeito colateral

provocado pelo controle positivo (DEXA) e também do FHAS sobre o metabolismo.

c.4. Avaliacio do Peso da Glandula Adrenal

Apdés uma semana dos tratamentos descritos os animais foram sacrificados, por
deslocamento cervical, e suas glandulas adrenais foram retiradas e pesadas aos pares (peso
absoluto), no sentido de avaliar alteracdes de peso das mesmas. Também foi calculado o
peso relativo por 100 g/animal de maneira a padronizar o peso dos grupos. Novamente
foram avaliados os grupos controle negativo e positivo (PEG e DEXA 0,5 mg/kg,

respectivamente) € a FHAS nas doses de 10 e 25 mg/kg.
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c.5.Histologia da Glandula Adrenal

A histologia da glandula adrenal teve o objetivo de avaliar a agdo GC da FHAS e
do controle positivo DEXA no cértex da adrenal.

ApO6s pesagem, os pares de glandulas adrenais foram conservados em formaldeido e
depois passaram por um processo de convencional desidratacdo, com dlcool e xilol. Apds
desidratagdo, as glandulas foram colocadas em blocos de parafina para serem cortadas em
micrétomo (corte de 7 um). Apds este procedimento, os cortes foram colocados em laminas
e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). O Objetivo da analise histologica foi avaliar o

efeito GC no coértex da adrenal, através como alteracao nas zonas corticais.

IV.8. Analise Estatistica

Para avaliacdo dos resultados e analise estatistica foi utilizado o software Graph Pad
PRIZMA 5.0.

A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada empregando-se andlise de
variancia (ANOVA), com nivel critico igual ou menor que 0,05 ou 0,001 para rejeicao de
hipétese de nulidade. Na presenga de significincia na ANOVA procedeu-se a andlise de
contraste entre as médias pelo teste de Dunnet’s e Tukey para os resultados com FHAS, e

Tukey para testes com o EHAS com o valor de p como 0,05 de referéncia.
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V. Resultados

V.1 Analise Quimica
a) Substancias Presentes na FHAS

A figura 1, abaixo, apresenta as sapogeninas esteroidais presentes na A. sisalana que
foram separadas das cadeias laterais de agucar através da hidrdlise acida seguida por
refluxo. A FHAS, obtida a partir de refluxo em Hexano, definiu a caracteristica lipofilica
das sapogeninas. Foram essas as sapogeninas em mistura utilizadas para os testes

farmacolégicos.

FHAS: Sapogenina Esteroidal Hecogenina FHAS: Sapogenina Esteroidal Tigogenina

Figura 1: Sapogeninas esteroidais presentes na FHAS
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b) Analise por CLAE da Fracao FHAS

Nas andlises por CLAE foram observados picos com tempos de retencdo similares aos
apresentados pela sapogenina padrdo Hecogenina (4,308 min). O perfil cromatografico
(A=212 nm) da FHAS est4 apresentado na figura 2. Pode observar um pico majoritirio com
tempo de retencdo de 4,308 min. e outros picos menores em 4,587; 4,946 e 5,285 min. A
Figura 3 apresenta o perfil cromatografico do padrao hecogenina, em que aparece o pico
majoritario indicando a presenca da mesma 4,308 min. € um pico menor representado pelo
residuo de tigogenina que apresenta um tempo de retencdo um pouco maior 4,587 min. Na
figura 4 tem-se o perfil cromatogrifico da fracio FHAS enriquecida com o padrdo de
Hecogenina, indicando que ndo hd a deteccdo de outros picos na amostra. A Figura 5
apresenta a sobreposicao dos picos das trés figuras anteriores.

A figura 6 apresenta o espectro de absorcdo na regido de UV do pico em 4,308 min da

amostra da FHAS enriquecida com o padrdo hecogenina (212 nm).
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Figura 2: Cromatograma obtido por CLAE-UV/DAD da fracdo FHAS. Tempo de retencédo de
4,30 minutos
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Figura 3: Cromatograma obtido por CLAE-UV/DAD da amostra Padrdo de hecogenina tempo

de reten¢do de 4,30 minutos.
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Figura 4: Cromatograma obtido por CLAE-UV/DAD da Co-injecdo da FHAS e padrdo
hecogenina. Tempo de retengdo de 4,30 minutos.
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Figura 5: Sobreposi¢do dos cromatogramas anteriores.

Spectrur at time 4.31 min.
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Figura 6: Espectro de absor¢do na regido do UV para o pico cromatografico com tempo de

retencdo de 4,31 minutos da co-injecdo da fracio FHAS e o padrdo de hecogenina

¢) Indice de Hemélise

O teste do indice de hemolise teve como objetivo avaliar a presenca de saponinas

z

com esta acdo farmacoldgica que é tipica para esta classe de substincias. Nesse

experimento, foram avaliados os indices de sucesso de hidrdlise (em retirar as cadeias

laterais de agicar) comparando-se ECB, EHAS e FHAS. O objetivo da hidrélise foi reduzir

o grau de hemolise e conseqiiente liberacdo de hemoglobina. Um segundo objetivo de teste

foi avalid-lo com relagdo a toxicidade nas hemadceas.
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Os testes mostram que houve reducdo da atividade hemolitica quando foram
comparados FHAS e ECB, em relacdo a absorvancia. Estes resultados indicaram redugdo

no indice de hemdlise. O EHAS apresenta reducdo do indice a partir de 25 pg/ml.

Tabela 2: Avaliacao do indice de hemolise para o ECB, EHAS e FHAS, comparados
com ECB nao isotonizado e Salina.

Grupos Valores de Porcentagem
absorvancia hemolitica (%)

SB nao Isotonizado 1,569 100
Salina 0,187

ECB 100 pg/ml 1.361 + 0.01 86,7
ECB 50 pg/ml 1.527 £0.03 97,3
ECB 25 pg/ml 1.607 £ 0.02 102,0
ECB 12,5 ug/ml 1.522 +0.02 97,0
ECB 6,25 ug/ml 0.931 +0.01 59,3
ECB 3,12 pg/ml 0.632 +0.008 40,3
EHAS 100 pg/ml 1.095 £ 0.02 69,8
EHAS 50 pg/ml 1.092 +0.18 69,6
EHAS 25 pug/ml 0.237 £ 0.08 15,1
EHAS 12,5 pg/ml 0.156 +0.02 9,9
EHAS 6,25 pg/ml 0.136 + 0.02 8,6
EHAS 3,12 ug/ml 0.109 £ 0.01 6,9
FHAS 100 pg/ml 0.319 +0.007 20,3
FHAS 50 pg/ml 0.227 £ 0.02 14,4
FHAS 25 pg/ml 0.183 + 0.007 11,6
FHAS 12,5 pg/ml 0.162 +0.03 10,3
FHAS 6,25 pg/ml 0.141 + 0.007 8,9

Os resultados sao expressos pela média das s + desvio padréo.
Teste de Dunnet’s p<0,001 para FHAS e EHAS.
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V.2 Testes Farmacolégicos
a) Inflamacao
Testes Preliminares — Extrato hidrolisado de A.sisalana (EHAS)

a.1) Edema de Orelha com Xilol

O edema de orelha com Xilol é um teste que avalia a formacdo de edema e o
extravasamento plasmatico. A figura 7 abaixo indica o efeito inibitério do EHAS por duas
vias (v.o e i.p). O teste com o EHAS apresentou valores significativos para as duas vias v.o
(13 £4 mg) com inibi¢do de 52% e i.p (10 + 2 mg) com inibicdo de 63%, comparados com

os controles AAS (13,5 + 4 mg) inibi¢dao de 50% e Salina (27 + Smg).
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Figura 7: Efeito antiedematogénico no modelo de edema de orelha por xilol. Os dados
no grafico sdo apresentados na forma de média + d. p. *** indicam que P< 0,0001,
comparando o EHAS por duas vias (v.o e i.p) e o controle positivo (AAS - 10 mg/kg)
com o grupo controle negativo SSF (solucdo salina fisiologica) através do teste de
ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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a.2) Edema de Pata com Carragenina

Nesse experimento foi avaliado o potencial do EHAS de inibir a acdo inflamatéria
da carragenina em edema de pata que promove a liberacdo de diferentes mediadores
inflamatorios.

Os resultados obtidos apds o pré-tratamento com EHAS estdo apresentados na
forma de média + de desvio padrdao (Figura 9). O EHAS demonstrou, no edema, inibi¢do
significativa, quando comparado ao grupo Salina. EHAS, administrado v.o, apresentou
19% de inibi¢do (42 £ 5 mg) e 67% de inibi¢do administrado i.p (17 £ 4 mg), quando
comparado aos controles SSF (52 + 5mg). A INDO, o padrio utilizado apresentou inibi¢do

de 81% (10,05 + 5mg).
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Figura 8: Efeito Antiinflamatério do EHAS nas vias v.o e i.p no modelo de edema de
pata induzido por carragenina.Os valores sdo apresentados na forma de média e d.p a
andlise estatistica realizada por teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey. ***
p<0,0001 para as duas vias (v.o e i.p) e controle positivo(INDO 5mg/kg) comparado ao
controle negativo SSF.
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a.3) Contorcoes Abdominais

No modelo de contor¢des abdominais por dcido acético foram feitos testes
preliminares com o EHAS na dose de 500 mg/kg na vias v.o e 1.p, € ambas mostraram-se
ativas em reduzir as contor¢cdes. Os valores obtidos neste experimento aparecem como
média do nimero de contorcdes + dp da porcentagem de inibi¢do e estdo resumidos na
Tabela 3. EHAS, administrado na dose de 500 mg/kg v.o, produziu 30% de inibi¢do sobre
as contorcdes, enquanto essa mesma dose, administrada por via i.p, produziu 88% de
inibi¢cdo, quando ambos os grupos foram analisados em compara¢do ao grupo solucdo
salina fisiol6gica SSF. Utilizando-se o mesmo critério de comparacao, a droga padrao AAS

(10 mg/kg) inibiu 71 % das contor¢des abdominais.

Tabela 3: Efeitos de EHAS, AAS e SSF sobre as contor¢des abdominais induzidas por acido
acético em camundongos.

Grupos Niimero de Contorcoes Inibicao (%)
SSF 52+4 —
AAS 15,3 5 *** 70,6
EHAS 500 mg V.0 36 £4 *** 30,7
EHAS 500 mg I.P 6 2" 88,7

Valores apresentados como média + d.p e porcentagem de inibi¢do. Valores significativos em
*#**¥P<(0.0001 dos grupos tratados com o controle negativo SSF.
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Testes Fracao Hexanica de A.sisalana (FHAS)

a.4) Edema de orelha com Xilol

O teste feito com a FHAS, nas doses de 5; 10; 25 e 50 mg/kg (dados apresentados
na figura 9). Todas as doses apresentaram uma reducao significativa do edema. A dose de 5
mg/kg apresentou uma reducdo de 52 % (6,6 + 2,4mg), a dose de 10 mg/kg apresentou
uma reducao de 71,6% (3,9+ 1,4 mg). Ja a dose de 25 mg/kg reduziu o edema em 62% (5,2
+ 1,9 mg) mg/kg e por fim a dose de 50 mg/kg inibiu o edema 42,4% (7,9 +1,5). A inibi¢do
foi significativa quando comparada ao controle negativo polietilenoglicol 200 - PEG (13,70

+ 3,6 mg) e o farmaco padrao a INDO (5 mg/kg), que inibiu em 73,8% (3,6% 1,2 mg).

20-
()]
E 15-
£
(]
@ 10- ok
o T * k%
: i
© 54 * ko l
= 1
(=) 4

0- T T T

O O O O O
& & 5 S S @“‘
O V'
s & (3? (3? (3?
Figura 9: A atividade antiedematogénica da FHAS (doses de 5;10;25;50 mg/kg) .Os
valores sdo apresentados no grafico como média e d.p da diferenca de peso entre orelha
esquerda e direita. *** Indica o valor de P< 0,0001 quando sdo comparados os valores

dos grupos experimentais e controle positivo (INDO-5mg/kg) com o grupo controle
PEG Teste de ANOVA seguido por teste de Dunnet’s e teste de Tukey.
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a.5) Edema de Pata - Método de Winter

O método de Winter para edema de pata difere do método mostrado nos testes
preliminares por apresentar diferentes estdgios da evolu¢do do edema, num periodo de
quatro horas (dados mostrados na figura 10). Nesse modelo, apenas a dose de 25 mg da
FHAS apresentou valores inibitorios significativos em comparagcdo ao controle negativo
PEG durante todo o periodo do teste. A FHAS apresentou um valor médio do tempo
experimental de 0,233 + 0,11 ml (valor médio dos tempos) enquanto os controles
apresentaram 0,551 = 0,28 ml e 0,198 + 0,09 ml (PEG e DEXA - 2 mg/kg,

respectivamente). A inibicdo média da FHAS foi 58 %, enquanto a inibi¢do da DEXA foi de

64%.

PEG
DEXA 2mg

FHAS 5mg
FHAS 10 mg
FHAS 25 mg

0.757 FHAS 50 mg
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0.50+

Edema de Pata (ml)

0.25+

000 T T T T
Tempo (h)

Figura 10: Efeito antiinflamatério da FHAS durante o edema de pata valores da média
e d.p do volume deslocado de d4gua em ml. ANOVA seguido pelo teste de Dunnet’s
*p<0,05 para a dose de 25mg/kg e controle positivo DEXA (2 mg/kg) em comparagdo
com o controle negativo PEG.
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a.6) Granuloma Cotfon Pellet

O modelo inflamatério experimental de granuloma (cotton pellet) teve como
objetivo avaliar o processo inflamatério mais cronicamente instalado utilizando-se, como
parametro, a infiltracdo de neutréfilos em direcdo ao pellet implantado nos animais. Foram
testadas as doses de 10 mg e 25 mg de FHAS e ambas, além do controle positivo DEXA
(0,5 mg/kg), apresentaram inibi¢do significativa da infiltracdo. Os valores, mostrados como
média + dp na figura 11 indicam inibi¢do de 46% (35 + 6,9 mg) para FHAS (10 mg/kg) e
de 58% (27 £+ 3,9 mg) para FHAS (25 mg/kg), enquanto a inibi¢do obtida pela DEXA foi
de 90 % (6,8 + 4,4 mg), quando os valores dos tratamentos foram comparados ao controle

PEG (65 £ 6 mg).
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Figura 11: Efeito inibitério da FHAS (10 e 25 mg/kg) e DEXA(0,5 mg/kg) no modelo
de inflamacdo cronico cotton pellet. Os valores sdao expressos como média + d.p do
infiltrado celular nos pellets. Foi feito o teste de ANOVA seguido de Dunnet’s e de
Tukey em ambos o valor de significancia p<0,0001 em comparacdo com o controle
negativo (PEG).
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a.7) Modelo de Pleurisia Induzido por Carragenina

O préximo modelo empregado corrobora os resultados obtidos com o modelo
anterior, para a avaliacdo da infiltragdo celular; s6 que agora a infiltragdo ocorre em outro
sitio de inflamacdo. O modelo de pleurisia utiliza-se da carragenina administrada na
cavidade pleural do animal, o que induz uma inflamacdo com a conseqiiente infiltracdo de
leucdcitos. Nesse modelo foram feitas contagem total (Figura 12) e contagem diferencial
especifica para células polimorfonucleares (neutréfilos) e mononucleares (Figuras 13 e 14).

Os valores apresentados como média + dp da estimativa celular na cavidade pleural,
apresentados na Figura 12, demonstram que na contagem total, ambas as doses testadas de
FHAS (10 e 25 mg/kg) produziram reducdo na infiltracdo (41 e 50 %, respectivamente)
com um potencial mais promissor para a dose de 25 mg. Os valores apresentados para
contagem total foram de 2,25 X 10° + 0,48 (FHAS 10 mg/kg) e 1,89 X 10° + 0,48
leucécitos/ cavidade (FHAS 25 mg/kg) em relagio ao PEG 3,8 X 10° + 0,87 leucécitos/
cavidade. J4 a DEXA produziu 76 % de redugio na infiltragdo com um valor de 0,9 X 10° +

0,13 leucocitos/cavidade.
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Figura 12: Inibicdo do infiltrato celular pela FHAS e DEXA através do modelo de
pleurisia induzido por carragenina.Valores apresentados em média + d.p. do total de
células infiltradas na cavidade pleural. Teste de ANOVA seguido de Dunnet’s com
valor de ** p<0,01 e *** p<0,0001 em comparacdo com o controle negativo (PEG).

A contagem diferencial foi feita para evidenciar e indicar qual tipo celular
apresentou maior alteragdo. Com valores expressos em média + dp da estimativa total de
células, a Figura 13 mostra que o tratamento dos animais, com ambas as doses de FHAS
(10 mg/ kg e 25 mg/ kg), produziu reducdo significativa na contagem de neutréfilos em 55
% e de 62%, respectivamente. Enquanto os valores de neutréfilos para FHAS (10 mg/kg e
25 mg/kg) foram de 1,29 + 0,30 X 10° ¢ 1,08 + 0,31 X 10° neutréfilos/ cavidade,
respectivamente, aqueles de PEG estiveram em 2,86 + 0,74 x 10° neutréfilos/ cavidade. J4 a
DEXA com valores de 0,29 + 0,07 X 10° neutréfilos/ cavidade apresentou 90% de inibigio

na migracdo de neutréfilos quando comparada ao PEG.
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Para os mononucleares (Figura 14), os valores de migracdo destas células para o
sitio inflamatério, quando comparados a aqueles obtidos para o PEG (1,18 + 0,29 X 10°
mononucleares/ cavidade), s6 se mostraram significativos quando os animais foram
tratados com FHAS na dose de 25 mg/ kg (0,78 £ 0,16 X 10° mononucleares/ cavidade), ou
uma reducio de 34% na migracdo. A DEXA (0,61 + 0,14 X 10° mononucleares/ cavidade),
assim como FHAS na dose de 25 mg/ kg, inibiu em 48% a migracdo destas células, quando

seus valores foram comparados ao controle PEG.
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Figura 13: Reducdo da infiltracdo de neutr6filos na contagem diferencial de células no
modelo de pleurisia induzida por carragenina pela acdo da FHAS e DEXA.Valores
expressos como média + d.p de neutréfilos por cavidade pleural. Teste de ANOVA
seguido de Dunnet’s, valores significativos de p< 0,01 em comparagcdo com o controle
negativo polietilenoglicol (PEG).
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Figura 14: Reducdo de mononucleares na cavidade pleural pela FHAS e controle
positivo DEXA, dados obtidos a partir da contagem diferencial de células no modelo de
pleurisia induzida por carragenina. Valores expressos como média + d.p por cavidade
pleural. Teste de ANOVA seguido de Dunnet’s, valores significativos de p<0,01
comparados ao controle negativo polietilenoglicol (PEG).

a.8.) Dosagem de MPO pelo lavado Pleural.

A figura 15 apresenta o grafico com os valores da MPO no lavado pleural obtido
através da pleurisia induzida por carragenina, no modelo experimental, a dose de 25 mg/kg
apresentou uma reducdo significativa da MPO no lavado pleural de 43% (7,8 = 1,20
ug/ml), o controle positivo (DEX 2,5 mg/kg) apresentou reducdo significativa (p<0,0001)
inibindo 84% (2,2 + 0,15 pg/ml), enquanto a FHAS 10 mg/kg apresentou respectivamente
10,5 £ 1,13 pg/ml, quando comparados ao controle negativo polietilenoglicol 200 (PEG)

13,29 + 2,39 ug/ml.
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Figura 15. Reducdo dos valores da MPO pela FHAS e controle positivo DEXA (2,5
mg/kg) .Valores expressos como média = d.p de MPO (ug por ml) do lavado pleural.
Os valores sdo expressos como média + d.p.*p<0,05 e *** P< 0, 0001.

b) Atividade Analgésica

b.1) Contorcoes Abdominais

Na Figura 16 estdo expressos os valores em média + desvio padrdo do nimero de
contor¢des obtidas apds o tratamento dos animais com FHAS, INDO e PEG. O tratamento
oral com a FHAS, administrada nas doses de 5; 10; 25 e 50 mg/ kg, mostrou inibir, de
modo significativo, as contor¢cdes abdominais (31,8 + 2; 21,6 £ 5; 243 + 4 e 33 £ 8,
respectivamente), quando o mesmo foi comparado ao grupo tratado com PEG (47,4 £ 11);
porém, esta inibicdo (22, 54, 48 e 30%, respectivamente) ndo se deu de modo dose-

dependente. Da mesma maneira, a INDO (26 + 5,9) inibiu as contor¢es em 45%.
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Figura 16: O grafico apresenta a reducdo significativa do nimero de contorgdes
abdominais induzida por 4cido acético pela FHAS e contole positivo INDO (5mg/kg).O
nimero de contor¢des abdominais € apresentado como média + d.p de cada grupos
tratado. Foi realizado o teste de ANOVA seguido de Dunnet, valores de significancia
*#p<0,01 e*** p< 0,001.

b.2) Modelo de Placa Quente

Apds uma premissa positiva de potencial analgésico no modelo de contor¢des
abdominais, 0 modelo de placa quente teve o objetivo de avaliar o potencial analgésico
relacionado ao SNC. O teste de placa quente apresentou, atividade analgésica voltada para
o sistema nervoso central. A tabela 4 resume os resultados obtidos neste experimento. Os
valores estdo expressos como média e dp do periodo de laténcia em segundos. Nesse
modelo além do controle positivo morfina, as doses de 10, 25 e 50 mg/kg apresentaram
aumento do tempo de laténcia a partir dos 90 minutos. Respectivamente 7,4 +1,24 (50
mg/kg) para os 90 minutos e 5,91 + 0,89 (10mg/kg), 6,58 + 0,68 (25 mg/kg) e 7,49 1,14

(50 mg/kg), valores apresentados por volta dos 120 minutos.
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Tabela 4 Valores dos tempos de laténcia expressos por média e erro padrdo Teste de Dunnet,

*p<0.05; **p<0.01

Grupos Tempo de laténcia (s)
Dose 30 min 60 min 90 min 120min

PEG 10ml/kg 2,85+0,24 3,42 £ 0,31 3,27 £ 0,21 3,41 £0,26
Morfina 10mg/kg 12,34 +1,24* 15,03 £ 2,1** 6,25 + 0,79* 4,36 £ 0,46
FHAS 5 mg/kg 3,7+0,55 5,63 + 1,01 4,45 + 0,86 5,41+ 0,37
FHAS 10mg/kg 5,81+ 0,53 7,16 £ 0,69 5,78 £ 0,65 5,91 + 0,89*
FHAS 25mg/kg 5,68 +1,16 5,23 +0,49 5,54 £ 0,65 6,58 + 0,68*
FHAS 50 mg/kg 5,61+04 6,65 + 0,68 7,4 +1,24* 7,49 +1,14*

b.3) Teste de Tail Flick

O Tail Flick é um teste semelhante ao modelo de placa quente. Nesse experimento,
FHAS nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg demonstrou um periodo de laténcia maior do que o
controle negativo (PEG). Os resultados sdo expressos como média e d.p da laténcia (Tabela

5) e como EMP (Efeito Maximo Possivel) mostrado na Tabela 6.

Tabela 5: Evolucido temporal da laténcia, no teste de tail flick em camundongos pré
tratados com sufentanil e a FHAS.

Tempode  Laténcia(s)

Observagao PEG Sulfentanil FHAS5mg FHAS 10mg FHAS25mg FHAS 50mg

min
0 3.24+1.35 3.8+ 1,92 2,08+ 0,75 2,72+1,27 2,41+ 0,51 2,83 +0,71

15 3,60+157 9,28+1,49* 3,16+1,60 545+233 3,83+1,33 5,50 £ 2,68
45 3,10+1,59 942+151* 3,20+0,70 545+1,96* 566+1,87 7,58+1,78"
60 250+1,35 9,71+0,75* 280+093 485+1,37* 7,08+1,56* 575+1,71*
90 250+1,58 9,71+0,75* 3,33+x1,50 5,77+2,26* 6,60+1,95° 480+1,11*
120 3,30 £ 1,41 10 +0,0* 3,16+1,47 490+151 558+1,97° 6,25+1,76*
180 2,80 £ 0,91 8+191* 3,10+1,43 4,60+1,79 5+1,70* 6,37 + 1,70*
240 270+094 6,85+1,06* 266+1,03 3,18+1,77 3,62+1,43 3,66 + 1,72

Tabela 5: Dados apresentados como média + d.p. Teste de ANOVA, seguido pelo teste de
Dunnet’s. Valores de significancia comparados com o PEG. Sufentanil (p<0,0001) FHAS 10, 25 e
50 (P<0,01).

61




Tabela 6: Representacdo do EMP na evolugdo temporal de laténcia, no teste de Tail flick em
camundongos pré-tratados com sufentanil e a FHAS.

Tempode EMP%
Observacao PEG Sufentanil FHAS 5 FHAS FHAS FHAS
min mg 10mg 25mg 50mg
0 — — — — — —
15 -2,0 90,6* 14,1 37,5 18,7 37,2
45 -10,9 95,3* 9,0 37,5 42,8* 66,2*
60 -10,9 95* 15,7 29,2* 61,5* 40,7*
90 0,8 100* 13,6 41,8* 55,2* 27.4*
120 -6,5 67,7* 12,8 29,9 41,7+ 47.,6*
180 -7,9 49,1* 7,3 25,8 34,1* 49,3*
240 5,3 88,3" 13,6 6,3 15,9 11,5

Dados apresentados como EMP apresentando o méximo efeito de inibicdo da FHAS e Sufentanil.

¢) Analise da Toxicidade
c.1) Proteinas Totais

Os resultados de proteinas totais estdo apresentados em g/dl de plasma na tabela 7.
Os valores foram dados em média + d.p e também em porcentagem de aumento. As doses
da FHAS ndo apresentaram alteracdo significativa nos niveis de proteinas plasmaticas
quando comparado ao grupo controle negativo PEG. O controle positivo Dexa, também nao

apresentou alteracdes quando comparado com o PEG.

Tabela 7: Dosagem de proteinas totais valores apresentados em média + d.p. Teste de ANOVA
seguido pelo teste de Tukey.

Grupos Proteinas Totais g/dl
Média £ d.p
PEG 4,95 + 0,543
DEXA 5,69 + 0,390
FHAS 10 5,93 + 0,506
FHAS 25 5,64 + 0,397

62




’i—i‘

c.2) Albumina Plasmatica

Nas dosagens de albumina plasmdtica os valores estdo apresentados na forma de
média + d.p. na Tabela 8. A utilizacdo das duas doses de FHAS (10 e 25 mg/kg) ndo
produziu alteragdes significativas nos niveis de albumina plasmdtica quando as mesmas
foram comparadas aos niveis do grupo controle negativo (PEG). O grupo controle positivo
tratado com DEXA também ndo apresentou alteracdo, de modo significante (15%), nos
niveis de albumina plasmética quando os mesmos foram comparados ao grupo tratado com
PEG (2,9 £ 0,25 ¢ 2,5 £ 0,14 g/ dl, respectivamente). A FHAS apresentou respectivamente

2,7 + 0,33 g/dl (FHAS 10 mg/ kg) e 2,8 + 0,34 g/dl (FHAS 25 mg/ kg).

Tabela 8: aumento dos niveis de albumina plasméatica. Valores expressos na forma de média d.p.
Teste de Anova seguido pelo teste de Tukey.

Grupos Albumina Plasmatica g/dl
Média +d.p
PEG 2,54 £0,142
DEXA 2,92 + 0,251
FHAS 10 2,73 0,337
FHAS 25 2,80 + 0,342

c.3) Dosagem de Insulina Plasmatica

A avaliacdo da insulina plasmdtica foi expressa pela média + e.p e os resultados
estdo reunidos na Figura 17. Comparado ao grupo tratado com PEG, apenas o controle
positivo DEXA apresentou aumentos significativos nos niveis de insulina plasmatica que

foram observados. Os valores apresentados foram de 16,8 + 1,9 ng/ ml para a DEXA. As
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doses de FHAS apresentaram 3,8 + 0,41 e de 4 + 1,17 ng/ ml respectivamente (10 e 25
mg/kg) e 3,7 £ 1 ng/ ml para o PEG. De acordo com os dados apresentados a DEXA
provocou um aumento de 454% de insulina plasmdtica em comparagdo ao controle

negativo PEG.
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Figura 17: Avaliacdo do aumento da concentracdo de insulina plasmética na FHAS e
grupo controle positivo DEXA. Valores expressos pela média + e.p. Teste de ANOVA
seguido por Dunnet’s. P< 0,0001 apenas para o grupo DEXA em comparacdo com o
grupo PEG.

c.4) Evolucao do Peso Corporal dos Animais

O acompanhamento de peso dos animais durante o experimento cronico indica uma
queda significativa de peso do grupo DEXA. Os demais grupos ndo apresentaram queda no
peso, no decorrer do tratamento. Os valores sdo expressos pela média de peso. Todos os
grupos apresentaram peso em torno de 220g, e terminaram o tratamento com peso médio de

240 g exceto o grupo DEXA que apresentou um valor reduzido de 197 g, ou seja, 18% da

massa corporea.
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Figura 18: O grafico apresenta a avaliagdo do peso dos animais,no decorrer de 8
dias de tratamento. Valores expressos pela média do peso dos animais,teste de
ANOVA seguido pelo teste de Dunnet’s *** p<0,0001.

c.5. Avaliaciao do Peso da Glandula Adrenal

A determinacio do peso da glandula adrenal foi feita apds a avaliacdo do peso total
foi feito o peso relativo em mg de adrenal por 100g de animal. Apenas o grupo DEXA
apresentou reducdo do peso da glandula adrenal. Os valores foram 120 + 23 mg (PEG), 61+

8,6 mg (DEXA), 106,7 =20 mg (FHAS 10 mg/ kg) ¢ 91,3 = 11 mg (FHAS 25 mg/ kg).

Tabela 9: Andlise do peso relativo da adrenal em animais tratados durante uma semana com as duas
doses de FHAS e DEXA. Teste de ANOVA seguido por teste a posteriori de Dunnet’s * p<0,05
para DEXA em comparagdo com o controle PEG

Glandula Adrenal
Grupos Peso Absoluto Peso médio do Peso Relativo (mg/100g
(mg) animal(g) animal)
PEG 120,2 £23,6 238,7 £ 10,6 0,044 £ 0,007
DEXA 61,00 £ 8,6 197,1 £9,2 0,031 +0,005*
FHAS 10 mg/kg 106,7 £20,2 241,8 £ 10,0 0,040 £ 0,010
FHAS 25 mg/kg 91,28 £ 11,2 2305+ 11,4 0,037 £ 0,005
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c.6. Histologia da Glandula Adrenal

Apds a pesagem, as glandulas sofreram um processo de desidratacio e foram
preparadas, para histologia. A histologia comparou os 3 grupos, PEG, FHAS 25 mg/ kg e
DEXA. As imagens (Al, Bl e C1) apresentam as glandulas em aumento de 10 (a2) vezes,
apresentando uma visdo geral do cOrtex com suas respectivas zonas secretora (tom
avermelhados) e a medula (roxo).

Qualitativamente ndo hd diferenca entre o PEG (Al) e a FHAS (B1) 25 mg/ kg,
enquanto a DEXA apresenta uma reducdo do cortex (Ver proximidade do cortex com
medula). As imagens A2, B2 e C2 estdo no aumento de 20X (a3) e foca melhor as zonas
granular, fasciculada e reticular, novamente entre o PEG (A2) e a FHAS (B2) ndo ha
diferenga visual, e hd uma clara diferenciacdo entre as trés zonas, mas o grupo DEXA
apresenta diferencas com relagdo a integridade das zonas fasciculada e reticular.

E as imagens A3, B3 e C3 estdo em um aumento de 40 X (a4) em que sdo visiveis
os granulos lipidicos. Apenas no grupo DEXA evidencia-se a perda desses granulos,

enquanto os grupos PEG e FHAS foram observados a presenca dos granulo
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V1. Discussao

As saponinas sdo amplamente utilizadas na medicina popular e trazem contribui¢des
benéficas a saide (Kerwin, 2004), pois diversas sdo as propriedades terapéuticas desses
glicosideos. Contudo, no processo de retirada das cadeias laterais de agucar as saponinas
sdo convertidas em sapogeninas, 0 que, muitas vezes, acarreta perda de funcdo da molécula.
Um exemplo recente, a saponina quillaja, perdeu sua atividade adjuvante apds passar por
um processo de desacetilacio (Ustiinda & Massa, 2007).

De modo geral, o isolamento de sapogeninas tem importancia significativa, ja que
muitas delas sdo utilizadas como precursores de esterdides. A extragdo de sapogeninas €
realizada através de hidrélises (4cida, basica ou enzimadtica), seguida de extragdo por
solvente organico. Em nosso trabalho, o processo de purificacdo empregado foi semelhante
ao realizado por Peana et al., (1997) e compreendeu hidrdlise acida (HCl), seguida do
refluxo em hexano. Ding et al., (1989), através de uma hidrélise 4dcida do extrato
metandlico de A. sisalana, comprovaram a presenca da tigogenina. Neste trabalho, através
de andlise por CLAE, detectou-se as sapogeninas esteroidais hecogenina e tigogenina na
fracdo FHAS, verificando-se similaridade entre o tempo de retengdo e o espectro de
absorcdo no UV. Schenkel et al., (2007) sugerem que a andlise por CLAE para saponinas
seja feita em baixos comprimentos de onda (203-210nm); desse modo o comprimento de
onda de 212 nm foi utilizado e a detec¢do das sapogeninas nas amostras corroborou a
sugestdo do autor.

Dando continuidade aos experimentos quimicos, foi realizado o teste de atividade

hemolitica. Saponinas, devido a suas propriedades anfipaticas, provocam desorganizacdo

68




’i—i‘

celular e rompimento de eritrécitos. Santos et al., (1997), em testes com saponinas
candidatas a adjuvantes, testaram aquelas presentes em A. sisalana (esteroidal) e Smilax
Officinales (triterpénica), concluindo que aquelas saponinas, cuja aglicona € esteroidal,
apresentavam maior capacidade de produzir hemdlise do que aquelas com aglicona de
natureza triterpénica. Isso se deve ao fato do esterdide apresentar alta afinidade pelo
colesterol da membrana dos eritrécitos (Oda et al., 2000).

A hidrdlise 4dcida das saponinas retira sua caracteristica anfipatica e impede a
solubilidade em d4gua. No caso da A. sisalana os resultados obtidos para FHAS
demonstraram que, na concentracdo maxima 100 pg/ml, houve 20% de hemdlise, enquanto
0 ECB em sua concentracdo minima (3,12 pg/ml) apresentou 40% de indice de hemolise.

Assim, os resultados do trabalho quimico realizado indicaram que o processo de
obtencdo da FHAS, por hidrélise acida a partir de ECB, foi bem sucedido j4 que as
sapogeninas estavam presentes na andlise realizada por CLAE (tempo de retengdo de
4,30844); além disso, a reducdo significativa do indice de hemodlise da FHAS, promovido
por hidrélise e conseqiiente retirada das cadeias de agicar (restando apenas a aglicona),
possibilitou uma molécula mais segura para condugdo dos ensaios farmacoldgicos.

Devido aos resultados apresentados na literatura, em relagdo ao amplo potencial
terapéutico das saponinas, em especial aquelas presentes nas plantas do género Agave,
outro objetivo do nosso trabalho foi tracar o perfil das atividades antiinflamatéria e
analgésica apresentada pela FHAS.

A inflamacdo € uma resposta normal dos tecidos vascularizados a danos mecanicos,
agentes patogénicos ou substincias quimicas que provoquem danos ao organismo. E uma
resposta protetora do organismo cujo objetivo € restaurar a homeostasia. Contudo, quando

ndo ha modulacdo desta resposta, o processo tende a se tornar cronico e pode conduzir a
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perda de funcdo. Assim, do mesmo modo que existem mediadores inflamatérios, como
PGEs, LT, Substincia P, o proprio organismo secreta também mediadores
antiinflamatdrios, como lipoxina, anexinas e mediadores de apoptose (Gilroy et al., 2004).
Entretanto, se os mediadores antiinflamatérios ndo modularem adequadamente a cascata
inflamatoria no processo agudo, haverd infiltracio de neutr6filos no local seguida de um
crescimento de fibroblastos. Estas células secretam coldgeno gerando uma 4rea fibrosa
denominada fibrose ou cicatriz (Coltren et al., 1999).

Em condicdes experimentais, diversos modelos reproduzem a inflamacgdo. Os
modelos “in vivo™ sdo utilizados na triagem de compostos com atividades antiinflamatdria e
analgésica. De modo geral, tais experimentos reproduzem sinais € sintomas das respostas,
tais como edema, alteracdo da permeabilidade, infiltracdo de neutréfilos, dentre outros, ou
até mesmo alguns comportamentais, como aqueles causados por dor como o reflexo de
retirada da cauda (Lapa et al., 2000).

Um destes experimentos € o edema de orelha induzido por xilol, um agente irritante
que provoca aumento da permeabilidade vascular e, conseqiientemente, edema devido a
liberagdo de mediadores e infiltragdo celular (Hosseinzadeh er al., 2003). Em dados
preliminares, EHAS (administrado pelas v.o e i.p), produziu reduc¢do significativa do edema
e o teste com FHAS mostrou forte inibicdo do edema, assim como o fiarmaco padrdo
utilizado (INDO).

Com a atividade antiedematogénica confirmada para a FHAS, modelos mais
abrangentes de inflamacgdo foram utilizados. Estes modelos incluiram o edema de pata com
carragenina, um modelo de inflamacdo que libera histamina e bradicinina e,

conseqiientemente, ativa a cascata de citocinas (TNF-o e IL-1B). TNF-a e IL-1f3 atraem
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neutréfilos que liberam PGEs e MPO dando origem a dor inflamatéria. O pico da resposta
edematogénica ocorre duas horas apds a administracdo de carragenina, agente flogistico
(Torres et al., 2000). Dados preliminares com o EHAS novamente mostraram significativa
atividade sobre o edema (inibicdo de 19,3 % para administracio por v.o e 67,3 para
administracdo via i.p). A FHAS também mostrou significativa atividade antiedematogénica
no edema avaliado durante o periodo de 4 horas de inflamacgdo, sendo a dose de 25 mg/ kg
da FHAS aquela que apresentou maior inibicdo (58% ,em média), comparada ao controle
negativo PEG.

Outras espécies do género Agave também demonstraram atividade antiinflamatoria.
Peana et al., (1997) avaliaram A. americana no modelo de edema de pata e constaram que a
atividade antiinflamatéria da planta deve-se a acdo sinergética de suas sapogeninas
(hecogenina e tigogenina). No presente trabalho ndo houve dosagem de citocinas ou PGE,,
contudo, em outros trabalhos ji foram demonstrados que a migracdo de leucdcitos
apresentou um papel essencial na permeabilidade capilar e formacdo de exudato
promovendo estimulos inflamatdrios (Cunha et al., 2008).

Ap6s FHAS ter sido analisada quanto as suas acdes antiedematogénica, a atividade
da mesma foi avaliada no modelo cronico do granuloma cotton pellet. Esse modelo avalia
outro aspecto da resposta inflamatéria, a infiltracao de neutréfilos, seguida por migracdo de
fibroblastos (resposta de resolucdo) e, por fim, a formacdo de tecido fibroso devido a
deposicao de colageno (Swingle & Shideman, 1972). Esses mesmos autores dividiram esse
modelo em trés fases: transudativa, exudativa e proliferativa; estas fases ocorrem entre o
terceiro e o sexto dia apds a implantagdo do pellet. Foram selecionadas as doses de 10 e 25
mg/ kg da FHAS e 0,5 mg/ kg de DEXA (droga padrdo) para avaliagdo dos efeitos sobre a

infiltracdo celular. FHAS 10 mg/ kg e 25 mg/kg apresentaram um percentual de inibicao de
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46% e 58 % respectivamente, enquanto que a DEXA promoveu uma inibi¢do de 90 %
quando avaliado o infiltrado neutrofilico. Esses resultados indicam que a FHAS apresenta
uma ac¢do antiinflamatdria envolvida com a infiltracdo celular da fase proliferativa. Outras
espécies como Trichodesma indicum, que também apresentam metabdlitos secundérios de
esqueleto esteroidal, respondem bem no modelo granuloma cotton pellet reduzindo a fase
proliferativa (Perianayagam et al., 2005).

Os resultados obtidos em modelo de pleurisia corroboram aqueles do modelo de
granuloma cotton pellet (infiltracdo celular). Trata-se de um modelo tdo bem caracterizado
que permite a quantificacdo do exudato e a migracdo celular (Wu et al., 2006). O efeito da
FHAS neste modelo confirmou a atividade antiinflamatdria sobre a infiltracdo celular, ja
que a dose de 25 mg/ kg reduziu (50 %) ndo somente a infiltracdo celular total, como
também o nimero de neutréfilos (62 %). H4 poucos trabalhos relacionando modelo de
pleurisia e saponinas e/ou sapogeninas; um deles demonstra que as saponinas extraidas das
raizes do Platycodon grandiflorun reduziram significativamente o nimero de neutréfilos, o
que foi sugerido como potencial antiinflamatorio desta classe de substancia com relagdo a
infiltracdo celular (Kim et al., 2005).

Além disso, foram quantificados os niveis de MPO no lavado pleural, um indicio da
infiltracdo de neutréfilos. A FHAS na dose de 25 mg/kg apresentou uma redugdo de 43%
dos niveis de MPO, sendo que o controle positivo DEXA apresentou redugdo significativa
de 84% na atividade da enzima.

Cunha et al., (2008) avaliaram a participacdo de neutréfilos e derivados liberados
nos mecanismos de hipernocicep¢do, que culminam na formacdo do edema, febre e
liberagdo de mediadores que estimulam nociceptores. A infiltracio de neutréfilos esta

presente em modelos cronicos de inflamacdo aumentando os danos no sitio inflamatorio.
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Os modelos apresentados sugerem que a atividade da FHAS estd relacionada com a
inibi¢do da infiltracdo neutrofilica.

Dor e inflamagdo estdo intimamente ligadas. A dor é definida como uma
experiéncia sensorial desagradavel, associada ao dano tissular real ou potencial (Teixeira,
2001). O modelo de contor¢cdes abdominais permite avaliar respostas antinociceptivas de
diferentes tipos de farmacos (anticolinérgicos, antihistaminicos), pois desencadeia a
ativacdo de vdrios eventos que determinam a nocicep¢do, com a liberacdo de mediadores
como histamina, bradicinina, PGE,. Este modelo € sensivel a substincias analgésicas, tanto
aquelas dotadas de mecanismos de a¢@o central ou periféricas (Koster, 1959).

Em testes preliminares com o EHAS no modelo de contor¢gdes abdominais houve
boa resposta pelas duas vias de administracdo empregadas (30,7 % de inibi¢do para a v.o e
88,7 % para via i.p) quando comparado com o controle negativo. Tanto a FHAS quanto a
INDO apresentaram atividade significativa nesse modelo. FHAS nas doses de 5, 10 e 25
mg/ kg inibiu as contor¢des em 22, 54 e 48%, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle negativo. Esses dados apontam para uma possivel atividade antinociceptiva
da FHAS e corroboram com aqueles apresentados por Choi et al., (2005), onde o mesmo
modelo foi utilizado para a hederagenina (30 mg/ kg), uma sapogenina triterpénica derivada
da Akebia quinata.

De posse dos resultados positivos com a FHAS no modelo de contor¢oes
abdominais, foi realizado o modelo de placa quente, com o intuito de avaliar a acdo central
do farmaco sobre a dor de origem neurogénica. Nesse modelo a FHAS, nas doses de 25 e
50 mg/kg, apresentou aumento do tempo de laténcia.

Os dados acima corroboram com o teste de Tail flick, que ndo se resume apenas a

atividade sobre a dor relacionada ao SNC, mas aquelas com integracio medular que
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envolve o reflexo da cauda do animal (Carstens & Wilson, 1993). Neste modelo as doses de
10, 25 e 50 mg/ kg da FHAS apresentaram atividade analgésica para estimulo nociceptivo
térmico, com tempos méiximos de 5,7 +£2.2; 6,6 + 1,9 e 6,3 £ 1,7s, respectivamente. As
doses apresentaram EMP médximo de 66,2%. Essa atividade pode estar relacionada a
presenca da hecogenina e tigogenina, ji que existem moléculas esterdéides com agdo
analgésica, como sitosterol, campesterol e stigmasterol. Esses resultados sugerem acao
analgésica de moléculas esterdides no sistema nervoso, mas ndo aquela relacionada aos
receptores opidides (Santos et al., 1995). Hederagenina, uma sapogenina, apresentou acao
semelhante em testes de nocicep¢do envolvendo o SNC e SNP, também sem uma
correlacdo entre a atividade analgésica e os receptores opidides (Choi et al., 2005). Embora,
tenham sido descritos inimeros trabalhos relacionando a ac¢do analgésica dos GC e o SNC,
0 mecanismo nunca foi bem elucidado.

Contet et al., (2006) avaliaram o potencial analgésico no modelo de placa quente em
camundongos C57BL6 e camundongos nocaute para receptores opidides que sofreram
estresse por natagdo, com o objetivo de avaliar uma possivel interacdo entre 0 HPA e os
receptores opidides. Os autores constataram que houve um aumento da laténcia induzido
pela secrecdo de corticosterona através do eixo HPA, todavia ndo houve diferencas
significativas entre os camundongos selvagens e os nocautes, reforcando novamente a
auséncia de relacdo entre GC e os receptores opidides.

Além disso, o potencial antinociceptivo dos GC envolve um mecanismo de acao
secunddrio com a liberacdo de melatonina. A secrecdo de cortisol pelo cortex apos estimulo
mediado por ACTH promove a liberacdo de noradrenalina, que por sua vez atinge a

glandula pineal promovendo a liberagdo de melatonina. Ferreira et. al., (2004) mostraram
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que a incubagdo in vitro da glandula pineal com corticosterona e noradrenalina aumentou a
secrecdo de melatonina.

Estudos recentes demonstraram que a melatonina apresenta um potencial promissor
na dor aguda, essa atividade deve-se a localizacdo dos seus receptores especificos MT; e
MT,, expressos no tdlamo, hipotdlamo e cord@o espinhal que possibilita um papel crucial no
controle da dor (Ambris — Tututi ef al., 2009). Além disso, a melatonina aumenta o tempo
de laténcia nos modelos de Tail flick e placa quente, indicando que esse hormonio reduz a
hiperexcitabilidade do corddo espinhal associada a transmissdo nociceptiva (Lakin et
al.,1981).

Esse mecanismo envolvendo o HPA e a melatonina na analgesia é mediado pela
presenca de GC. Considerando que FHAS apresenta sapogeninas de natureza esteroidal, ha
indicios de que ela possa atuar na liberacdo de melatonina. Contudo, ndo foi realizada uma
avaliacdo dos niveis de melatonina para comprovar o suposto mecanismo de agdo
corticoide da FHAS em analgesia no SNC.

Os GC atuam em diversos tecidos, como pele, muisculos e tecido adiposo, além de
promover a degradacdo de proteinas e RNA. Porém, no figado eles promovem o aumento
da sintese protéica e a producao de glicogénio (Baxter & Forsham, 1972), promovendo uma
gliconeogénese e caracterizando um efeito colateral sisttmico. Objetivando avaliar esse
efeito colateral foram realizados ensaios para determinar alteracdes nos niveis de proteinas
e albumina plasmadtica, visto que as sapogeninas apresentam uma natureza esteroidal. Apos
sete dias, periodo da administracio de FHAS e DEXA, ndo foram verificadas alteracdes
estatisticamente significativas nos niveis protéicos totais e de albumina plasmdtica. Os GC
sdo conhecidos por apresentarem especificidade por albumina sendo por ela transportados

no sangue (Horisberger, 1992).
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Na dosagem de insulina plasmatica, apds tratamento dos animais por uma semana,
apenas a DEXA na dose de 0,5 mg/kg apresentou aumento dos niveis de insulina
plasmatica de 454 %.

A acdo metabdlica de GC sintéticos causa danos ao organismo de maneira
sistétmica, aumentando a protedlise e, conseqiientemente, a destruicio da musculatura
esquelética e perda de peso (Schimmer & Parker, 2001). Na avaliacdo do peso dos animais
nenhuma das doses da FHAS apresentou efeito significativo sobre a evolu¢do ponderal de
peso dos animais (Souza Brito, 1994), o que provavelmente significa auséncia de efeitos
colaterais relacionados a acdo GC-like.

O quadro de hiperinsulinemia também ¢ indicado como efeito mediado por GC
sintéticos. Esse evento metabdlico acontece porque a DEXA promove uma resisténcia a
absorcdo de glicose e acaba por induzir uma hiperglicemia; com isso, as células  do
pancreas secretam mais insulina, levando a um quadro de hiperinsulinemia (Rafacho et al,,
2008).

A glandula adrenal € uma estrutura responsdvel pela secrecdo catecolaminas, além
dos hormodnios esteroidais que participam da atividade metabdlica do organismo e sdo
responsaveis pela coordenacdo dos diversos sistemas, contribuindo para o quadro de
homeostasia (Ehrhart-Bornstein & Bornstein, 2008). Contudo, a administracio de GC
sintéticos acaba por causar danos a adrenal, como insuficiéncia adrenal aguda.

Os animais do grupo DEXA apresentaram reducao significativa do peso absoluto e
do peso relativo de suas glandulas adrenais, devido a conseqiiente atrofia causada pelo
excesso de GC no corpo do animal. Esse tipo de alteragdo € justificado por uma

insufici€éncia secunddria da supra-renal, decorrente de uma disfun¢do do eixo HPA que
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induz um mecanismo de feedback negativo do ACTH e uma conseqiiente atrofia da
glandula adrenal (Schimmer & Parker, 2001).

Na andlise qualitativa da histologia da glandula adrenal, apenas o grupo de animais
tratado com DEXA apresentou redugdo das zonas fasciculada e reticular dentro do cortex, o
que justifica a atrofia e perda de peso da glandula, além da reducdo do nimero dos
depdsitos de colesterol presentes nas células. A andlise qualitativa da histologia da glandula
adrenal dos grupos de animais tratados com o PEG e a FHAS ndo apresentou estas
alteragdes. J4 o grupo DEXA por ter uma alta concentracdo de GC cria um processo de
retroalimentagdo negativo reduzindo a esteréidogénese no cortex da adrenal (Banjanin et
al.,2004).

Todas as evidéncias obtidas indicam que a FHAS apresentou um potencial
antiinflamatdrio e analgésico, sem apresentar efeitos colaterais de natureza GC, o que
sugere novas pesquisas envolvendo seu mecanismo de ag¢do com relacdo as vias de

inflamacao e dor.
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VII. Conclusoes

» A FHAS € composta majoritariamente de sapogeninas, principalmente
Hecogenina e Tigogenina.

» A FHAS mostrou menor indice de hemdlise em comparacdo ao SB e o
EHAS.

» Tanto EHAS quanto FHAS apresentaram ac¢des significativas em modelos de
inflamacdo agudos, onde ndo foram evidenciados efeitos colaterais
importantes; o que indica promissora atividade antiinflamatoria para FHAS.

» FHAS atuou sobre a fase proliferativa do processo inflamatério,
evidenciando um potencial efeito sobre a infiltragcdo celular.

» A acglo analgésica, provavelmente independente de receptores opidides da
dor, mostrou-se relacionada a efeitos farmacoldgicos periféricos de FHAS,
ou seja, FHAS atuaria inibindo a dor de origem inflamatéria, ou estimulando
mecanismos de acdo secunddrios.

» Embora FHAS apresente sapogeninas esteroidais, ndo foram obtidas
evidéncias de efeitos colaterais sistétmicos como aqueles causados pelos GC
sintéticos.

» O conjunto de dados sugere que FHAS apresenta atividade antiinflamatdria;
contudo, novos testes sdo necessarios para identificacdo dos mecanismos de

acao envolvidos.
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Anexos

L

Protocolo da Comissao de Etica na Experimentacdo Animal

Comissao de Filca na Expurimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Carlficamos que o Protornin n® 1281-1. sobie “Alividade antiinflamataria da
fragio butanolica de saponinas gateroldais du espécie Agave sisalana”. sob
a reeponsabilidade de Profa Nia Alha Reging Munleino Souza Brite / Ricarda

José Dunder, esta de acordo com os Principius Etices na Cxpenmentagio Animal
adofados pels Uolerin Rrasileinn da Experinenlayao Animal (COBEAL lende sdo
aprovada pela Comissao de Elica na Eaperimentagio Animal {CEEAJ-IB-
UMICARME am reuman de 28 da maio de 2007,

CERTIFICATE

We eorify that the protocol n® 1281-1. entifled *antiinflamatory activity of
Butanolic trachon in steroldals sapgnins ol Agave siaalarna specioe”™, 15 In
agreement with the Ethical Principles fur Animal Research astobliched by the

Braziian Colege tar Animal Fxperimentalivn (COBEA). This project wat approved
by the institutional Gommittes fur Elhics in Animal Ressarch (State Univarsity of
Campinag - TINICAMP) on play 28, 2007,

Campinas, 28 de mao de 2007
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