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RESUMO

OLIVEIRA, R. B. Atividades anti-diabética, anti-inflamatoria e toxicologia de
Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson - Asteraceae. 2011. 76 p. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeiréo Preto, 2011.

Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson (Asteraceae), conhecida
popularmente como yacon, é um erva utilizada na medicina popular para o tratamento do
diabetes. A acdo hipoglicemiante do extrato aquoso das folhas do yacén foi comprovada em
estudos recentes realizados por outros autores em animais diabéticos. Analises fitoquimicas
preliminares revelaram que a espécie é rica em lactonas sesquiterpénicas (LST) e em
derivados dos acidos clorogénicos (ACG). Ambas as classes de substancias possuem
indmeras atividades bioldgicas, como agdo antioxidante, anti-inflamatoria, e inibidora de
enzimas que podem contribuir no quadro de melhora do estado diabético. Contudo, ainda nao
estd comprovado se as atividades bioldgicas da espécie sdo resultantes da acdo dos ACG ou
das LST. Adicionalmente, andlises toxicoldgicas do consumo das folhas do yacén ainda nao
foram realizadas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar trés extratos preparados com
folhas do yacén, com o intuito de analisar o papel das diferentes classes quimicas no
desenvolvimento das atividades biolGgicas descritas para a espécie, bem como de seus
potenciais efeitos toxicos. Os extratos obtidos foram: o extrato aquoso (EA), no qual foram
detectados tanto ACG (2,0 e 1,3 pg/mL dos picos mais intensos), quanto LST (99,7 e 319,0
png/mL dos picos mais intensos); extrato de lavagem foliar (ELF), rico em LST (1257,4 e
1997,7 pg/mL das majoritarias) e o extrato polar (EP), rico em ACG (9,9 e 9,6 pg/mL dos
picos mais intensos), mas sem LST. Os estudos toxicoldgicos demonstraram que o0 EP nédo
causou efeitos toxicos significativos em ratos, enquanto alteragbes em pardmetros
bioquimicos especificos no sangue (creatinina 7,0 mg/dL, glicose 212,0 mg/dL, albumina 2,8
g/dL) de ratos tratados com o EA (10, 50 e 100 mg/kg) e ELF (10 e 100 mg/kg) apontaram
para dano renal, confirmado por andlises histoldgicas dos rins. Todos 0s extratos
apresentaram atividade anti-edematogénica in vivo, em especial no modelo de edema induzido
por 6leo de croton (EA: 25,9% inibicdo do edema a 0,5 mg/orelha; EP: 42,7% de inibicdo a
0,25 mg/orelha, ELF: 44,1% de inibicdo a 0,25 mg/orelha). O ELF demonstrou os melhores
resultados na inibicdo da migracdo de neutrofilos, na inducdo da IL-10, na inibicdo do NO,
TNF-a e PGE,, quando comparado aos demais extratos. Todos os extratos inibiram de forma
estatisticamente similar a atividade da a-amilase, enquanto o EA e o EP foram mais eficazes
na reducdo dos niveis glicémicos apds a administracdo oral de glicose (controle glicémico:
201,8+5,2, EA: 169,0+4,9, EP: 176,7,3+£7,3, ELF: 219,1+7,6 mg/dL). Com os dados obtidos
neste trabalho pode-se concluir que o consumo do cha das folhas do yacon por periodos
prolongados pode ser tdxico e seu uso ndo deve ser recomendado na medicina popular. As
LST parecem ser as substancias responsaveis por essa toxicidade. Tanto as LST, quanto os
ACG contribuem para atividade anti-inflamatoria, embora as LST parecem ter efeitos mais
pronunciados. Contudo, a atividade anti-diabética da espécie parece estar relacionada
principalmente a presenga ao ACG e ndo a LST, sendo necessarios estudos mais detalhados
com ACG puros para verificar seu uso potencial no tratamento do diabetes.

Palavras-chave: Smallanthus sonchifolius, yacén, lactonas sesquiterpénicas, é&cido
clorogénico, acido cafeico, diabetes, inflamacéo, toxicologia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, R. B. Anti-diabetic, anti-inflammatory activities, and toxicology of
Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson - Asteraceae. 2011. 76 p. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson (Asteraceae), known as yacon is a
herb used in folk medicine to treat diabetes. The hypoglycaemic effect of the aqueous extract
from yacdén leaves was demonstrated in recent studies in diabetic animal models.
Phytochemical analyzes have demonstrated that this species is rich in chorogenic acids
(CGAs) and sesquiterpene lactones (STLs). Both classes of compounds have many biological
activities such as antioxidant, anti-inflammatory and inhibit enzymes that can contribute in the
improvement of the diabetic state. However, it is not yet established whether the biological
activities of this species are due to the action of the CGAs or STLs. In addition, toxicological
analysis of the consumption of yacén leaves has not yet been performed. Thus, the purpose of
this study was to evaluate three extracts prepared from leaves of yacén, with the aim to
analyze the role of different chemical classes in the development of the biological activities
described for this species, as well as their potential toxic effects. The following extracts were
obtained: aqueous extract (AE), were detected CGAs (2.0 and 1.3 mg / mL of the more
intense peaks), and STLs (99.7 and 319 mg / mL of most intense peaks); leaf rinse extract
(LRE), rich in STLs (1257.4 and 1997.7 mg / mL of major peaks), and the polar extract (PE)
rich in CGAs (9.9 and 9.6 mg / mL of the more intense peaks), but without STLs. The
toxicological studies in animals showed that the PE did not cause significant toxic effects,
while changes in specific biochemical parameters in blood (creatinine 7.0 mg / dL, glucose
212.0 mg / dL, albumin 2.8 g / dL) of rats treated with AE (10, 50 and 100 mg / kg) and LRE
(10 and 100 mg / kg) indicated kidney damage, which was confirmed by histological analysis
of kidneys. All extracts showed anti-oedematogenics activity in vivo, particularly in the model
of oedema induced by croton oil (AE: 25.9% of oedema inhibition at 0.5 mg / ear, PE: 42.7%
of inhibition at 0.25 mg / ear, LRE: 44.1% inhibition at 0.25 mg / ear). The LRE showed the
best results in the inhibition of neutrophil migration, induction of IL-10, as well as NO, TNF-
a and PGE; inhibition, when compared to other extracts. All extracts inhibited in a
statistically similar way the activity of a-amylase, while the AE and the PE were more
effective in reducing blood glucose levels after oral glucose adminstration (glycaemic control:
201.8 + 5.2; AE: 169, 0 + 4.9; PE: 7.3 + 176,7,3; LRE: 219.1 + 7.6 mg / dL). The data
obtained in this work suggested that the consumption of tea from yacén leaves for prolonged
periods can be toxic and their use should not be recommended in folk medicine. The STLs
seem to be the substances responsible for this toxicity. Both STLs and CGAs contribute to the
anti-inflammatory activity, although the STLs seem to have more pronounced effects.
However, the anti-diabetic activity of the yacon leaves seems to be related to the presence of
the CGAs and not to LST. More detailed studies with pure CGAs are required in order to
determine their potential use in treatment of diabetes.

Keywords: Smallanthus sonchifolius, yacon, sesquiterpene lactones, chlorogenic acids, caffeic
acids, diabetes, inflammation, toxicology.
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Introdugdo 1

1. Introducéao

Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson (sinonimia botanica
Polymnia sonchifolia Poepp. & Endl.) é uma erva perene pertencente a familia Asteraceae
(tribo Heliantheae, subtribo Melampodiinae). A planta é conhecida popularmente como
yacon, sendo originaria da regido dos Andes, onde as raizes tuberosas sdo utilizadas como
alimento e as folhas no tratamento da hiperglicemia, problemas dos rins e no
rejuvenescimento da pele (Valentova et al., 2004). As raizes tuberosas da planta séo ricas em
oligofrutanos do tipo inulina que conferem a planta propriedades dietéticas e pré-bidticas
(Goto et al., 1995; Pedreschi et al., 2003; Genta et al., 2005). Por esse motivo, o cultivo da
espécie tem se expandido nas uUltimas décadas para varios paises, tais como Japdo, Nova
Zeléandia, Republica Tcheca e Brasil (Genta et al., 2005). O yac6n foi introduzido no Brasil
em 1989 por imigrantes japoneses que utilizavam as folhas no tratamento do diabetes e no
controle de altas taxas de colesterol (Vilhena et al., 2000). Atualmente, o0 yacon é cultivado
principalmente na regido de Capdo Bonito (SP) para fins comerciais (Vilhena et al., 2000),
podendo-se encontrar suas raizes tuberosas a venda em feiras livres e em alguns
supermercados, enquanto as folhas secas podem ser encontradas em casas de ervas e de
produtos naturais.

A acdo hiploglicémica de diferentes extratos das folhas de S. sonchifolius foi
analisada em ratos normais e com diabetes induzida por estreptozotocina (Aybar et al., 2001,
Baroni et al., 2008; Genta et al., 2010), e em camundongos com diabetes geneticamente
induzida (Miura et al., 2004; 2007). Nesses estudos, a administracdo de extratos polares
produziu efeito hipoglicémico significante, com um quadro de melhora geral nos parametros
corporais dos animais diabéticos. Estudos subsequentes de fracfes organicas do extrato foliar
demonstraram que a planta possui atividade antioxidante in vitro e reduz a producdo de
glicose em hepatdcitos de ratos (Valentova et al., 2005). Tal atividade antioxidante confere
propriedade citoprotetora pelo yacon, o que pode contribuir para sua acdo benéfica no
tratamento de doencas que envolvem estresse oxidativo, como é o caso do diabetes melito
(Valentova & Ulrichova 2003; Valentova et al., 2004; 2005). Essa acdo antioxidante tem sido
atribuida a alta concentracdo de acidos fenolicos, tais como os acidos clorogénico e cafeico
presentes nas folhas (Yan et al., 1999; Simonovska et al., 2003; Takenaka et al., 2003;

Valentova et al., 2003; 2004; 2005). Diversos compostos derivados do acido clorogénico
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(ACG) foram descritos nas folhas e raizes do yacdn, tais como os cidos 3,4-dicafeoilquinico,
3,5-dicafeoilquinico, 4,5-dicafeoilquinico, 2,3,5-tricafeoilaltrarico e 2,4,5-tricafeoilaltrarico
(Takenaka et al., 2003; Terada et al., 2009). Os dois derivados do acido altrarico isolados das
folnas do yacOn apresentaram potente inibicdo da enzima a-glucosidase, tendo sido
depositada uma patente com o uso dessas substancias como potenciais hipoglicemiantes orais
(Terada et al., 2009).

Adicionalmente, varios estudos tém demonstrado que a planta possui, ainda,
promissoras atividades antifungica, antibacteriana e anti-inflamatoria (Inoue 1995; Pinto et
al., 2001; Gongalez et al., 2003; Lin et al., 2003; Pak et al., 2006; Schorr et al., 2007). Essas
atividades parecem estar relacionadas principalmente a presenca de lactonas sesquiterpénicas
(LST) (Lin et al., 2003; Pak et al., 2006), as quais estdo presentes em grandes quantidades nas
folhas, sendo consideradas as substancias majoritarias nesses orgaos (Inoue et al., 1995;
Schorr & Da Costa, 2003).

As LST sdo metabdlitos secundarios vegetais encontrados predominantemente na
familia Asteraceae, estando localizadas principalmente nos tricomas glandulares que cobrem
os caules, as folhas e inflorescéncias das espécies. Muitas plantas ricas em LST sdo
reconhecidamente toxicas, mas, ao mesmo tempo, sdo amplamente empregadas na medicina
popular devido as vérias atividades bioldgicas que possuem (Schmidt, 1999). O melhor
exemplo dessa ambiguidade é a espécie Arnica montana L., rica em LST e cuja ingestdo pode
causar problemas gastrintestinais e cardiacos, enquanto preparados das flores sdo empregados
topicamente por suas propriedades anti-inflamatéria, analgésica e anti-séptica (Merfort,
2003).

Dentre as LST isoladas das folhas do yacon, a enidrina, a uvedalina, a sonchifolina e
a polimatina B sdo as mais citadas na literatura (Inoue et al., 1995; Lin et al., 2003; Schorr &
Da Costa 2003; Schorr & Da Costa, 2005). A enidrina € o componente principal encontrado
em espécimes cultivados no Brasil e ocorre nos tricomas glandulares das folhas, tendo sido
quantificada recentemente (Schorr & Da Costa, 2005). Em trabalho anterior realizado em
nosso laboratdrio (Schorr et al., 2007) foram isoladas, além dessas, seis outras LST do tipo
melampolido do extrato de lavagem das folhas do yacén, sendo que duas delas foram isoladas
pela primeira vez da espécie. Todas essas substancias foram detectadas nos tricomas
glandulares foliares. Nesse mesmo trabalho, a uvedalina teve sua atividade anti-inflamatoria
testada in vitro, apresentando forte atividade inibitoria do fator de transcricdo NF-«xB, um
regulador central da transcrigdo de genes relacionados ao processo inflamatorio, tais como 0s

genes para a transcricdo de citocinas e de moléculas de adesao celular (Ghosh et al., 1998). Os
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resultados desse trabalho estdo de acordo com a literatura que atribui, pelo menos em parte, a
acdo anti-inflamatoria das LST a sua capacidade de inibir o fator de transcricdo NF-xB
(Grassl et al., 2005). A LST enidrina ja havia tido sua acdo comprovada na inibi¢cdo do NF-xB
(Siedle et al., 2004).

Assim, verifica-se que as folhas do yacon séo ricas em duas classes principais de
substancias: LST e ACG. Ambeas as classes possuem diferentes atividades bioldgicas descritas
na literatura. Contudo, poucos estudos tentaram relacionar essas classes com as diferentes
atividades biologicas descritas para o yacon. Portanto, o objetivo desse trabalho foi analisar
comparativamente as atividades anti-diabética, anti-inflamatdria e toxica de trés diferentes
extratos obtidos a partir das folhas do yacdn, na tentativa de verificar quais classes de

substancias sao responsaveis pelas referidas atividades biologicas descritas para a espécie.
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2. Objetivo

Analisar comparativamente as atividades anti-diabética, anti-inflamatdria e toxica de
trés diferentes extratos obtidos a partir das folhas do yacon (Samallanthus sonchifolius
(Poepp. & Endl.) H. Robinson), na tentativa de verificar quais classes de substancias séo

responsaveis pelas referidas atividades biologicas descritas para a espécie.
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2. Material e métodos

2.1.  Plantio do yacon

O plantio do yacén foi realizado a partir de rizéforos (Figura 1A) de plantas adultas
(Figura 1B) coletados em Jurucé, distrito de Jardindpolis, SP. A coleta dos riz6foros foi
realizada em julho de 2007. Cerca de 150 rizoforos foram plantados inicialmente em sacos de
mudas de 10 x 20 cm e regados diariamente. Ao atingir a altura de 15 cm, as mudas foram
transferidas para o solo na area do horto do campus. Foi adotado o espacamento de 1,0 m
entre linhas e 0,90 m entre plantas, a uma profundidade de aproximadamente 0,15 m.

Figura 1. A. Rizéforos do yacon utilizados para a producdo de mudas. B. Aspecto vegetativo
de individuos adultos do yacén (S. sonchifolius) na area de coleta em Jurucé, distrito do
municipio de Jardinopolis-SP.

3.2. Preparacéo dos extratos

Ap0s a coleta, folhas inteiras foram secas em estufa de ar circulante a 40 °C. Foram
preparados trés extratos liofilizados a partir das folhas secas: um extrato aquoso (EA), um
extrato de lavagem foliar (ELF) e um extrato polar (EP). O EA foi preparado na forma de
infuso com folhas secas (20 g) em agua fervente (1000 mL). Esse passo foi repetido 24 vezes
para um total de 500 g de folhas (Figura 2A). A extracdo foi mantida por 20 min até o extrato
alcancar a temperatura ambiente (c.a. 26 °C). O extrato foi filtrado, liofilizado e mantido a -
20 °C até o momento do uso (o rendimento foi de 1,8 g para cada por¢do de 20 g de folhas
secas, totalizando 45 g de extrato). Extratos preparados na forma de infuso sdo a maneira

usual de consumo de folhas de plantas medicinais pela popula¢éo, incluindo o yacén.
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O ELF foi preparado com folhas secas (1 kg) lavadas rapidamente em acetona
(Figura 2B e Figura 3). O objetivo foi extrair o conteudo glandular (rico em LST) da
superficie foliar. Cada folha intacta foi lavada individualmente em acetona por cerca de 20 s
com a superficie abaxial virada para baixo (onde os tricomas estdo localizados). A extracéo do
contelldo glandular foi monitorada em estereomicroscopio (Stemi 2000C, Carl Zeiss,
Alemanha). O extrato foi entdo filtrado e evaporado sob vécuo. Esse extrato (26,9 g) foi
ressuspendido em MeOH:H,0 (7:3, v/v) e submetido a particdo liquido-liquido com n-hexano
para remover o material graxo. A fracdo hidrometandlica foi evaporada sob vacuo, liofilizada
e mantida a -20 °C até o momento do uso.

O EP foi preparado com as folhas lavadas resultantes da preparagéo do ELF (Figura
2C). As folhas lavadas foram secas em estufa de ar-circulante e pulverizadas. A extracédo foi
realizada por maceracdo em MeOH 70% (3 x 24 h). O extrato foi filtrado, o solvente foi
evaporado e a amostra foi submetida a uma particdo liquido-liquido com n-hexano para
remover o material graxo. A fracdo hidrometandlica (95 g) foi seca sob o vacuo, liofilizada e
mantida a -20°C até o momento do uso.

Para todos os extratos foram utilizados solventes em grau analitico da marca Synth
(Brasil).
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Aguafervendo /71/ /®
o o o o
P6 dafolhas secas Infusdo Filtrag&o EA EA
(extrato aquoso - EA) liofilizado
Acetona
Metan oI/Agu a
@ 2075 Concegtracdo i ’ >
Folhaseca L
Precipitagdo do ELF
material graxo liofilizado
Metanol 70% Q
P6das folhaslavadas Maceragdo Filtracdo EP
(sem os tricomas) liofilizado

Figura 2. Preparo dos extratos de yacon. A. Extrato aquoso (EA). B. Extrato de lavagem
foliar (ELF). C. Extrato polar (EP) livre de tricomas.

Figura 3. Lavagem das folhas do yac para a obtengdo do extrato de lavagem foliar
(ELF).
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3.3. Analise fitoquimica dos extratos

3.3.1. Anélise do perfil quimico dos extratos

As analises dos extratos foram realizadas por espectroscopia no infravermelho (1V) e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa. A presenca de algumas
classes de metabdlitos secundarios (LST, flavonodides ou ACG) foi inferida através de seus
espectros no UV obtidos por CLAE, bem como por comparacdes dos tempos de retencdo com
padrdes auténticos adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (Alemanha) ou disponiveis na
biblioteca de substancias do Laboratério de Farmacognosia da FCFRP-USP (Gobbo-Neto &
Lopes, 2008; Schorr & Da Costa, 2005; Schorr et al., 2007).

As analises em CLAE foram realizadas em cromatdgrafo liquido Shimadzu (Japéo)
SCL 10 Avp com detector UV-DAD Shimadzu SPD-M10Avp. O gradiente de eluicdo
consistiu de uma fase movel binaria composta de H,O (0.5% AcOH) e MeCN (0.5% AcOH)
em um gradiente linear de 0 a 45% de MeCN em 30 min. A eluicdo isocrética ocorreu com
45% de MeCN de 30 — 50 min e um gradiente linear foi utilizado de 45 a 100% de MeCN de
50 — 80 min. O fluxo foi de 1,3 mL/min usando uma coluna C-18 (Shimadzu, ODS Shim-
pack, 5 pum, 4,6 x 250 mm) e o volume injetado foi de 20 pL. Os dados no UV foram
adquiridos entre 190 — 600 nm e os cromatogramas foram registrados em 254 e 325 nm
simultaneamente. Os dados cromatograficos foram processados utilizando o software Class
VP (versdo 5.02; Shimadzu, Japdo). Todos os solventes utilizados foram grau HPLC (J.T.
Baker, EUA)

3.3.2. Isolamento de constituintes quimicos

O ELF foi solubilizado em quantidade suficiente de MeOH/H,O e submetido a
particBes liquido-liquido com n-hexano e AcOEt, originando-se trés fragcdes: hidrometanolica,
n-hexanica e ACOEt. As fracdes tiveram seus solventes evaporados e armazenados a -20 °C.
Parte da fracdo obtida em AcOEt foi submetida a uma cromatografia liquida a vacuo (CLV).

Foram utilizados 50 g de silica 60 H (0,040-0,063 mm, Merck, Brasil) e 2 g da

amostra em uma coluna de vidro (5 cm de didmetro) com placa sinterizada acoplada a uma
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bomba a vacuo. A altura da silica atingiu 5 cm de altura. A amostra foi eluida em sistema de
gradiente de fase movel n-hexano/AcOEt, conforme descrito na Tabela 1.
Tabela 1. Sistema de eluicdo utilizado na cromatografia liquida a vacuo

Fracdes Eluentes Proporc¢ao dos solventes Volume coletado
1 n-Hexano 100% 250 mL
2 n-Hexano/AcOEt 7:3 250 mL
3 n-Hexano/AcOEt 1:1 250 mL
4 n-Hexano/AcOEt 3.7 250 mL
5 AcOEt 100% 250 mL
6 AcOEt/MeOH 7:3 250 mL
7 AcOEt/MeOH 1:1 250 mL
8 AcOEt/MeOH 3.7 250 mL
9 MeOH 100% 250 mL

Todas as fracBes coletadas foram rotaevaporadas e submetidas a analise por
cromatografia em camada delgada (CCD) com silica gel GF,54 (0,015 mm; Merck, Brasil). A
fase movel foi n-hexano/AcOEt 1:1 e 1 % de 4cido acético e, conforme a necessidade, teve
sua polaridade aumentada assim como a sua seletividade. As CCDs foram observadas sob luz
UV a 254 e 366 nm e posteriormente reveladas atraves de nebulizacdo com solucédo
vanilina/acido sulfarico, seguido de aquecimento.

A fracdo 3 apresentou-se como um solido branco em forma de cristais. Essa fragéo
foi submetida a varias CCDs, e a resolucdo das manchas foi obtida em fase moével n-
Hexano/AcOEt 1:1. A fracdo 3 foi, portanto, submetida a uma coluna flash com essa fase
movel em sistema isocratico. A cromatografia flash, baseada no trabalho de Still et al. (1978),
foi realizada em coluna de vidro de 2 cm @ x 30 cm acoplada a um sistema de pressédo com 17
g de silica gel 60 H (0,040 — 0,063 mm; Merck, Brasil). A altura da camada de silica atingiu
14 cm de altura. O fluxo de eluicdo foi de 5 cm/min, ajustado com n-hexano, antes que a
amostra fosse aplicada. Apo6s o sistema estar montado, a fracdo 3 foi incorporada em
quantidade suficiente de silica gel 60 H (0,2 — 0,5 mm; Merck, Brasil) e aplicada
homogeneamente sobre a camada de silica. Acima da amostra ainda foi colocado mais 1 cm
de silica gel 60 H (0,2 — 0,5 mm; Merck, Brasil), resultando em 10 fracdes, as quais foram
submetidas a analise por CCD com fase mdvel n-hexano/AcOEt 1:1. Dessa coluna foram

obtidas fracOes ricas em enidrina e em uvedalina, as quais tiveram suas purificacOes finais
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realizadas em CLAE semi-preparativo em coluna C-18 (Shimadzu, ODS Shim-pack, 5 pm, 20
mm X 25 cm), em cromatografo semi-preparativo Shimadzu, modelo Proeminence, com
controlador do modelo CBM-20 A, detector UV/Visivel modelo SPD-20 A, duas bombas LC-
6 AD e coletor automatico do modelo FCR-10 A. O cromatografo é acoplado a um
computador contendo o software LC-Solution Single instalado. Foi injetado um volume de 1
mL contendo 10 mg da fracdo diluida na fase inicial em um fluxo de 10 mL/min. O gradiente
de eluicdo consistiu de uma fase mével binaria composta de H,O e MeCN em gradiente linear
de 35 a 100% de MeCN em 30 min, a 254 nm.

O EP foi submetido diretamente ao CLAE semi-preparativo, na mesma coluna C-18,
com uma fase binaria composta de H,O (0.5% AcOH) e MeCN (0.5% AcOH) em um
gradiente linear de 0 a 45% de MeCN em 35 min, com fluxo de 10 mL/min, a 325 nm. O

objetivo foi isolar os dois picos de maior intensidade observados no extrato a 325 nm.

3.3.3. Quantificacdo das principais classes de compostos quimicos presentes nos

extratos

A quantificacdo foi realizada através de CLAE-UV-DAD analitico nas condi¢bes
descritas no item 3.3.1. A quantificacdo de LST foi realizada através da curva analitica obtida
para a enidrina, a quantificacdo dos ACG foi obtida através da curva analitica obtida para o
acido clorogénico, enquanto a quantificacdo dos flavondides totais foi realizada através da
curva analitica obtida para a quercetina. As solucGes padrGes foram injetadas em triplicata por
meio de injetor automatico. As concentraces foram obtidas através de diluicBes seriadas de
31,25 — 0,24 pg/mL para o acido clorogénico e quercetina, e 2.000 — 15,63 pg/mL para a

enidrina, totalizando oito pontos em cada curva.

3.4. Animais

Em todos os ensaios in vivo foram utilizados animais oriundos do Biotério Central da
Universidade de sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos a
temperatura de 25 + 2 °C, em ciclo calro-escuro de 12 h, com livre acesso a comida e agua. O

estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de S&o



Material e Métodos 11

Paulo, campus de Ribeirdo Preto (Protocolo nimero: 07.1.636.53.5), segundo as regras do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Todos os ensaios foram padronizados em trés experimentos independentes para cada
ensaio, utilizando-se um n de trés animais em cada experimento e analise estatistica nédo-
paramétrica para a avaliagdo dos resultados. As variaveis padronizadas foram: horério de
realizacdo dos experimentos (para evitar variacbes nas respostas devido a flutuacOes
cicardianas nos animais), peso dos animais, doses dos extratos, veiculos utilizados para a
diluicdo dos extratos, doses de drogas indutoras e dos farmacos de referéncia utilizados como
controles positivos.

Apb6s a padronizacdo, os resultados foram analisados através de estatistica
paramétrica, utilizando-se ANOVA two-way, seguida do teste de Bonferroni para o ensaio de
edema de pata e ANOVA one-way, seguida do teste de Dunnet para os demais ensaios. A
normalidade dos dados foi verificada através do teste D'Agostino-Pearson (a = 0,05). Todas
as anélises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism® 5. 0 (GraphPad
Software, EUA).

3.5.  Ensaio de toxicidade em regime de dose repetida

Ratos Wistar pesando entre 200 — 250 g foram acondicionados em caixas (trés
animais do mesmo sexo em cada caixa) e divididos em 13 grupos de seis animais (trés fémeas
e trés machos) por grupo. Diferentes doses dos extratos foram administradas oralmente por
meio gavagem. O grupo controle recebeu apenas o veiculo (Cremophor® EL 5% Basf,
Alemanha). O volume maximo administrado para cada rato foi 1 mL. Todos os grupos foram
tratados diariamente por um periodo maximo de 90 dias. O peso corporal dos animais e a
ingestdo de comida foram medidos semanalmente e os animais foram observados para o caso
de aparecimento de anormalidades no comportamento durante todo o estudo.

Os dois grupos que receberam as maiores doses foram tratados de maneiras
diferentes: os do grupos (A) foram tratados por 90 dias antes da coleta de sangue, enquanto os
do grupo (B) foram tratados por 90 dias e monitorados por 14 dias adicionais sem o
tratamento com os extratos. Esse procedimento foi realizado para investigar se as alteracoes
hematoldgicas e bioquimicas causadas pelos extratos eram reversiveis. Todos 0s outros

grupos receberam o tratamento até o dia anterior a coleta de sangue. As doses administradas
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do EA foram 10, 50, 100 (A) e 100 (B) mg/kg. As doses administradas do ELF e PE foram
10, 100, 1.000 (A) e 1.000 (B) mg/kg.

Para as analises hematoldgicas e bioquimicas, os animais foram mantidos em jejum
por 12 h antes da coleta de sangue. No dia da coleta de sangue, os animais foram anestesiados
com uma solugéo de xilazina (Gepec, Brasil) e quetamina (Agener, Brasil) 1:1 v/va 1 uL/g de
peso corporal. O sangue foi coletado por pungéo cardiaca.

As analises hematoldgicas foram realizadas através da contagem total e diferencial
(%) de leucacitos (neutréfilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e baséfilos). Para a contagem
total foram adicionados 20 pL de sangue a 380 pL de solugdo de Turk (Sigma-Aldrich,
Alemanha). A contagem total foi realizada em camara de Neubaeur e expressa em
célulassmm?. A contagem diferencial foi realizada através de esfregacos sangiiineos corados
com o corante pandtico rapido (Panotic® solution , Laborclin, Brasil). Foram contadas 100
células em diferentes campos, sendo a contagem expressa em porcentagem de células
diferenciadas em relacdo ao numero total de células obtido na contagem total. Ambas as
contagens foram realizadas sob micriscépio 6tico com aumento de 100 vezes para a contagem
total e de 1.000 vezes para a contagem diferencial.

As anélises bioquimicas do plasma (glicose) e do soro foram realizadas utilizando
um analisador automético (ABBA VP, Abott®, EUA) e kits comerciais para analises
bioquimicas (Labtest, Brasil). Foram medidos 0s seguintes parametros bioquimicos: &cido
arico, albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (ALP), amilase, colesterol, triacilglicerideos, proteinas totais, creatinina e glicose.

Apos a coleta de sangue os animais foram eutanasiados por decapitacdo e necropsias
foram realizadas. A posicdo, forma, tamanho e cor dos 6rgdos internos (ex. coracao, rins,
glandulas adrenais, pulmdes, estdmago, figado, intestino, bexiga, testiculos nos machos, ou
ovarios nas fémeas) foram analisados para verificar a presenca de lesdes. Esses drgdos foram
pesados para determinar seus pesos relativos. Pequenas pecas dos orgdos foram fixadas em
formalina neutra tamponada por 48 h. Os fragmentos dos 6rgéos foram submetidos a técnicas
usuais de preparo de laminas histoldgicas. Brevemente, os fragmentos foram desidratados em
um grau crescente de EtOH (70, 80, 90, 95% e absoluto), clarificados com xileno e embebidos
em parafina. Foram feitos cortes de 7 pum de espessura utilizando um micrétomo manual. Os
cortes foram submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina, examinados e fotografados sob
microscopia de luz no laboratério de Farmacoboténica da FCFRP/USP com a autorizagdo da

Profa. Dra. Simone de Padua Teixeira.
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3.6. Atividade anti-inflamatéria in vivo

Para ambos os ensaios foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/C

pesando entre 20 — 25 g.

3.6.1. Ensaio de edema de pata induzido por carragenina

Neste ensaio foi utilizada a metodologia descrita em Winter et al. (1962) com
modificagdes. Foram formados grupos de seis camundongos cada, 0s quais receberam
tratamentos via oral com extratos e veiculo (Cremophor® EL 5% Basf, Alemanha), ou apenas
veiculo (controles), ou indometacina (Sigma-Aldrich, Alemanha) (10 mg/kg) como farmaco
de referéncia. Os extratos foram administrados nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg e a
indometacina, na dose de 10 mg/kg, meia hora antes da indugdo do edema. Optou-se por
administrar os extratos antes da inducdo do edema para que houvesse tempo para que as
substancias dos extratos fossem absorvidas pelo trato gastrointestinal dos animais e se
tornassem presentes na circulacdo sangtiinea. Dessa forma, foi possivel observar a acdo dos
extratos desde a primeira hora de inducdo do edema, visto que os mediadores inflamatorios
que atuam na primeira hora do edema induzido pela carragenina sdo diferentes dos
mediadores inflamatorios que atuam em horas subseqlientes.

Assim, o edema foi induzido pela injecdo intraplantar de 50 pL de carragenina
(Sigma-Aldrich, Alemanha) 1% na pata esquerda de camundongos da linhagem Balb/C
machos pesando entre 20 — 25 g (Figura 4A). Na pata direita foi injetado 0 mesmo volume de
PBS. Todos os experimentos foram realizados entre 9 e 11 h da manhd. A intensidade do
edema foi avaliada como a diferenca de volumes entre as patas esquerdas (injetadas com
carragenina) e as patas direitas (injetadas com PBS) (Figura 4C). As medidas foram realizadas
com um medidor de espessura (Mitutoyo Co, Japdo) (Figura 4B) antes da injecdo de
carragenina e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h ap6s a inducdo do edema. Devido a grande sensibilidade do
medidor de espessura ao toque do experimentador, foi adotado nesse ensaio o0 procedimento
de experimento cego, no qual o tratamento dos animais e as medidas do edema foram
realizados por pessoas distintas, sendo que o responsavel pela medicdo ndo tinha
conhecimento do tratamento administrado nos diferentes grupos dos animais. Esse
procedimento diminui o erro causado pela expectativa do experimentador em relagdo aos

tratamentos.



Material e Métodos 14

C

Figura 4. Ensaio de edema de pata. A. Injecdo de carragenina na pata esquerda. B. Medida da
pata esquerda com o medidor de espessura. C. Diferenca de volume entre as patas direita
(injetada com PBS) e esquerda (injetada com carragenina) dos animais do grupo controle. A

seta indica a pata esquerda.
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3.6.2. Ensaio de edema de orelha induzido por éleo de créton

A atividade anti-inflamatdria topica foi avaliada como a inibigdo do edema de orelha
induzido por o6leo de créton em camundongos. Nesse ensaio foi utilizada a metodologia de
Tubaro et al. (1985). A inflamagdo cutinea foi induzida pela aplicagdo de 20 pL de uma
solucdo de acetona contendo 5% de 6leo de créton (Sigma-Aldrich, Alemanha) na superficie
interna da orelha esquerda dos camundongos (n = 6/grupo). A orelha direita permaneceu sem
tratamento. Os extratos (0,125, 0,25 e 0,5 mg/orelha) foram dissolvidos em glicerol e
aplicados topicamente na superficie interna da orelha esquerda 30 min ap6s a administracdo
do dleo de créton. A indometacina (0,5 mg/orelha) foi utilizada como droga de referéncia e os
animais controle receberam o 6leo de croton e veiculos. Os seguintes veiculos foram
utilizados: agua:glicerol (1:8, v/v) para os EA, EP e seus controles, acetona:glicerol (1:8, v/v)
para o ELF, indometacina e seus controles. Seis horas apds a aplicacdo do 6leo de créton, os
animais foram eutanasiados em camara de CO, e um fragmento de 6 mm de diametro foi
removido de ambas as orelhas com um punch dermatoldgico (Figura 5). A resposta
edematogénica foi medida como a diferenca de peso entre os fragmentos das orelhas tratada e
ndo tratada. A atividade anti-inflamatoria foi expressa como a porcentagem da reducédo do
edema entre 0s grupos tratados e controles. Em seguida, os fragmentos das orelhas foram
armazenados a -20 °C em tampdo NaEDTA/NaCl (pH 4,7) para posterior dosagem da
mieloperoxidase (MPO) e da interleucina-10 (1L-10).
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D

Figura 5. Ensaio do edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. A. aplicacdo do 6leo de
croton na orelha esquerda de camundongo Balb/C. B. Diferenca de volume entre as orelhas
direita e esquerda (seta) 30 min ap6s a inducdo do edema. C. Aplicacdo do extrato na orelha
esquerda. D. e E. Retirada do disco de 6 mm da orelha com o auxilio de punch
dermatoldgico do animal eutanasiado ap6s 6 h de indugdo do edema.
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3.6.2.1. Dosagem da mieloperoxidase (MPO)

O ensaio cinético-colorimétrico da MPO foi utilizado para avaliar a migracdo de
leucocitos para o tecido subcutéaneo da orelha dos camundongos. Este ensaio foi realizado no
laboratdrio da Profa. Dra. Ana Paula Campaneli da FOB-USP, com a ajuda e supervisdo da
Dra. Thais Helena Gasparoto. Os fragmentos das orelhas esquerdas oriundas do ensaio de
edema de orelha com o6leo de créton foram mantidos em 200 pL de tampdo NaEDTA/NaCl
(pH 4,7) a -20 °C até o momento do experimento. Os fragmentos foram homogeneizados
usando um homogeneizador de tecidos (PT03100, Polytron Technologies, Taiwan),
centrifugados a 3000 rpm, por 15 min a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 200 pL de
tampdo HTAB (Brometo de Hexadecilmetilamonio, BD, Brasil) (pH 5,4) e homogeneizado
novamente. As amostras foram re-centrifugadas e 20 uL do sobrenadante foi utilizado para a
quantificagdo da MPO. Os 20 pL da amostra foram adicionados a 30 pL. de NaHPO, 0,08 M.
A reacdo enzimatica foi iniciada com a adicdo do substrato TMB (3,3%,5,5’-
tetrametilbenzidina). A reagdo foi interrompida com a adicdo de H,SO, (2,5 M). A
absorbancia foi medida a 450 nm em um espectrofotdmetro (Bio-Rad model 680 — Microplate
Reader, EUA) e a atividade da MPO das amostras foi comparada a uma curva padrdo de
neutrofilos. Os resultados foram expressos como atividade da MPO (nimero de neutrofilos x
10°/orelha).

3.6.2.2. Dosagem da IL-10

Alicotas dos sobrenadantes resultantes da homogeneizacao das orelhas com HTAB,
descrita no ensaio de quantificacdo da MPO, foram coletadas e utilizadas na quantificacdo da
producédo da IL-10 com um kit de ELISA comercial (Invitrogen, Brasil) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os resultados foram comparados a uma curva padrdo e expressos

como concentragdo de 1L-10 (10° pg/mL).
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3.7.  Avaliacdo de atividade anti-inflamatoria in vitro

Os protocolos descritos nessa secdo foram previamente padronizados no Laboratério
de Inflamacdo e Imunologia das Parasitoses do Departamento de Analises Clinicas,
Toxicoldgicas e Bromatoldgicas da FCFRP-USP, sob a supervisdo da Profa. Dra. Llcia

Helena Faccioli.

3.7.1. Cultura de células

Macrdfagos murinos da linhagem celular RAW 264.7 foram crescidos a 37 °C e 5%
de CO, em meio de cultura DEMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e gentamicina. As células foram delicadamente
raspadas da garrafa de cultura de células, transferidas para tubos de 50 mL e centrifugadas por
10 min a 1.500 rpm em temperatura aproximada de 18 °C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram re-suspensas em 10 mL de DMEM. A concentracdo celular foi ajustada para 5 x
10° células/mL. Em seguida, as células foram plagueadas em placas de 96 pocos e incubadas a
37 °C por 24 h para que ocorresse a aderéncia celular. Apds a aderéncia celular, 0 meio de
cultura foi substituido por 100 puL de meio de cultura contendo os extratos em diferentes
concentragdes (0,25, 0,5 e 1,0 pg/mL), ou com os controles positivos indometacina ou
dexametasona (1,0 pg/mL) e estimuladas com um lipopolissacarideo da bactéria Escherichia
coli (LPS). As doses utilizadas foram previamente determinadas em ensaio de viabilidade

celular descrito a seguir.

3.7.2. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das células RAW 264.7 foi avaliada em triplicata apos 24 h de
exposicdo continua aos extratos ou drogas de referéncia e medida através do ensaio
colorimétrico de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium) a formazan. Nessa técnica, a quantidade de formazan produzida €

proporcional ao nimero de células viaveis. Apds a aderéncia celular, 0 meio de cultura foi
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substituido por 100 pL de meio de cultura contendo os extratos do yacon diluidos em DMSO
(Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, Alemanha), nas seguintes concentragdes: 1,0, 0,5 e 0,25
ug/mL. Os controles utilizados foram DMSO e meio de cultura. Apds a adicdo dos extratos,
as placas foram incubadas por 24 h e, em seguida, 0 meio de cultura contendo os extratos foi
substituido por outro, sem soro, mas contendo o corante MTT 0,5 mg/mL, previamente
filtrado em membrana de 0,22 mm. As células foram incubadas por 4 h, tempo necessério
para ocorrer a reducdo do MTT a formazan. Apds esse periodo, foram adicionados ao meio de
cultura 50 pL. de SDS 20% - HCI 0,01 M para a solubilizagdo do formazan. A absorvancia foi
medida em espectrofotometro a 570 nm e os resultados foram expressos como % de

viabilidade celular.

3.7.3.Quantificagdo do oxido nitrico (NO), TNF-a e PGE;

Esse ensaio tem como base a estimulacdo das células com LPS, um polissacarideo
extraido da membrana plasmatica da bactéria Escherichia coli. O LPS induz as células a
produzir mediadores inflamatorios, tais como citocinas, prostaglandinas e NO. Assim, 0s
extratos sdo adicionados ao meio de cultura para verificar se sdo capazes de inibir a producéo
dos mediadores inflamatérios induzidos pelo LPS.

Para isso, foram utilizadas células da linhagem RAW 264.7. As técnicas de
crescimento celular e plaqueamento foram idénticas as descritas no item anterior. Apos a
aderéncia celular, o meio de cultura foi retirado das placas e adicionado outro meio de cultura
contendo os extratos (1,0, 0,5 e 0,25ug/mL) previamente diluidos em DMSO. As células
foram incubadas por 2 h. Apés esse periodo, as células foram estimuladas com LPS em uma
concentracdo de 2 pg/mL e incubadas por 24 h. Em seguida, metade do volume (100 pL) dos
sobrenadantes foi retirada e transferida para outra placa de 96 pocos para a quantificagédo do
NO e o restante armazenado em freezer a -80 °C para a quantificacdo do TNF-a e PGE:.

A quantificagdo de NO acumulado no meio de cultura foi realizada indiretamente
através da determinacdo da concentracdo total de nitrito, um produto de oxidagdo do NO.
Triplicatas das aliquotas dos sobrenadantes (100 pL) foram incubadas por 5 min com igual
volume do reagente de Griess (1:1 v/v das solugdes de H3PO4 5% contendo sulfanilamida 1%
e de N-(1-naftil)etilenediamina 1%). A absorvancia foi medida a 550 nm e a concentragédo
total de nitrito determinada usando curva padrdo de NaNO; (Sigma-Aldrich, Alemanha).
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O restante dos sobrenadantes do meio de cultura das células RAW 264.7 foi utilizado
para a quantificagdo do TNF-a e da PGE, usando kits de ELISA comerciais (Cayman, EUA)
de acordo com as instrucdes do fabricante. Os resultados foram comparados com curvas

padrdes e expressos em pg/mL.

3.8. Ensaios de atividade anti-diabética

3.8.1.Ensaio in vitro de inibi¢ao da a-amilase

Para este ensaio foi utilizada a metodologia de Bernfeld (1955) com modificacGes
para a realizagdo em placas de 96 pogos. A enzima a-amilase salivar humana (Sigma, cat.
A0521-500U, Alemanha) foi diluida em CaCl, (10 mM) e aliquotada em tampé&o fosfato (pH
6,9). Os extratos (25 pL) foram incubados com seis unidades da enzima (25 pL) em tampéo
fosfato (pH 6,9) por 30 min a 37 °C. A concentracdo final dos extratos foi de 1 pg/mL. Em
seguida, foram adicionados 25 pL de uma solucdo de amido 0,5% (Sigma-Aldrich,
Alemanha) em tampéo fosfato (pH 6,9) como substrato. A mistura foi incubada por 30 min a
37 °C. A reacdo enzimatica foi interrompida com 50 pL de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS)
(Sigma-Aldrich, Alemanha) a 1% (diluido em NaOH 1 N e tartarato de sodio e potéssio 30%).
A placa foi incubada em banho-maria fervente por 15 min. A absorbéancia foi lida a 540 nm. A
acarbose (Sigma-Aldrich, Alemanha) 1ug/mL foi utilizada como controle positivo. Para o
controle negativo foi utilizada a enzima incubada com a solugdo de amido, correspondendo a
100% da atividade enzimatica. Os experimentos foram realizados em triplicata, em dois
ensaios independentes. Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da

atividade enzimatica.

3.8.2. Teste de tolerancia oral a glicose em camundongos normais

Camundongos machos da linhagem Balb/C (25 — 30g) foram divididos em grupos de
seis animais cada e mantidos em jejum por 12 h. Os extratos foram administrados via oral aos
animais nas doses de 10 mg/kg. Trinta minutos apds a administracdo dos extratos, 0s animais

receberam uma solucdo via oral de glicose (1 g/kg). O sangue retirado da cauda dos animais
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foi utilizado para medir a glicemia utilizando o aparelho Accu-check® Active (Roche
Diagnostics, Alemanha) (Figura 6) nos tempos 0 (antes da administracdo dos extratos), 30
(antes da administracdo da glicose), 60, 90 e 120 min apds a administracdo dos extratos. A
metformina (10 mg/kg) foi utilizada como controle positivo. O grupo que serviu como
controle negativo recebeu apenas veiculo (Cremophor® EL 5% Basf, Alemanha) e glicose.

Figura 6. Retirada de sangue das caudas dos animais e medida dos valores glicémicos
utilizando o aparelho Accu-check® Active.
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4. Resultados

4.1.  Plantio do yacén

Dos 150 rizéforos plantados, 86 brotaram, formando pequenas mudas (Figura 7) que,
ao atingirem a altura 15 cm, foram transferidas para o solo. As folhas foram coletadas de
individuos com 90 dias e ca. 50 cm de altura e secas em estufa de ar circulante para o preparo
dos extratos.

Como o yacon é uma planta anual, no més de junho de 2008 as plantas perderam

suas partes aéreas. A parte subterrdnea das plantas foi arrancada e os rizéforos foram

separados para a producgéo de novas mudas.

Figura 7. A. Mudas de yacon ap6s 60 dias do plantio dos rizéforos. B. Detalhe mostrando
um saco de muda com uma muda de yacén de 60 dias, C. Aspecto vegetativo de um
individuo ap6s 90 dias do plantio. D. Detalhe da flor do yacon.
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4.2.  Analise fitoquimica dos extratos

A andlise no IV foi realizada com objetivo de verificar se LST estdo presentes nos
extratos. As LST apresentam bandas devido ao estiramento dos grupos C=0 e C-O (Socrates,
1994). No caso das LST, observa-se uma banda intensa tipica de estiramento da carbonila da
y-lactona a.,3-insaturada em torno de 1760 cm™. Tal banda é bastante intensa no espectro do
ELF (1768 cm™) conforme esperado (Figura 8C). Os espectros do EA e do EP (Figura 3 A e
B, respectivamente) ndo apresentaram essa banda caracteristica de LST, indicando que tais
extratos estdo livres de LST, ou que pelo menos estas ndo estdo presentes em grandes
quantidades. Os fendis como os ACG apresentam bandas de estiramento de —OH entre 3400-
3230 cm®. As absorcdes de C=C de estiramento para esses compostos variam em funcdo dos
substituintes e de suas posicOes (Socrates 1994). O EA e EP apresentam bandas intensas em
torno de 1600 cm™ e 3300 cm™ (Figura 8 A e B), indicando a presenca de compostos

fendlicos. Tais bandas eram esperadas, visto que esses extratos sao ricos em ACG.
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Figura 8. Espectros na regido do IV dos extratos das folhas do yacon. A. EA. B. EP. C. ELF.
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As analises em CLAE demonstraram a presenca de compostos polares no EA e EP e
muitos picos com tempos de retencdo baixos (Figura 9). As anélises dos espectros no UV de
cada pico sugeririam que 0s ACG [UV max: 298 e 325 nm (Gobbo-Neto and Lopes, 2008)]
foram predominantes no EA e EP, incluindo os maiores picos 1 e 4 a 325 nm (Figura 9B e
10). A comparacdo dos tempos de retencdo dos principais picos do EA e do EP com o de
padrbes auténticos identificaram os picos 2 e 3 como acido p-cumarico (1) e acido cafeico (2),
respectivamente. O cromatograma do ELF mostrou compostos com tempos de retencéo
intermediarios e, portanto, com polaridade intermediaria, sendo a maioria deles visiveis a 254
nm (Figura 9A). O perfil no UV do ELF, bem como a comparagdo com padrfes auténticos,
sugeriram a presenca de LST [UV max: 254 nm (Schorr & Da Costa, 2005)] e flavondides
[banda Il UV max: 260-280 nm, banda | UV max: 320-370 nm (Gobbo-Neto and Lopes,
2008)]. A comparacdo dos tempos de retencdo dos principais picos com o de padrbes
auténticos disponiveis em nosso laboratorio para o ELF identificou o pico 5 como o
flavondide 3-O-metilquercetina (3), o pico 6 como o flavondide 3,4’-di-O-metilquercetina (4),
e o0s picos 7, 8, 9, 10 e 11 como as LST enidrina (5), uvedalina (6), 83-angeldxi-germacra-
1(10)Z,4E,11(13)-trien-6a,12-olido-14-6ico (8), polimatina B (7) e sonchifolina (9),
respectivamente. Picos com baixa intensidade e com 0s mesmos tempos de retengéo e perfil
no UV da enidrina e uvedalina também foram observados no EA a 254 nm (Figura 9A). A
confirmacéo foi realizada com co-injecdo com os padrdes auténticos. Foi também possivel
observar picos coincidentes de LST minoritarias (picos 9, 10 e 11) no EA e ELF a 254 nm
(Figura 9A). Assim, as analises em CLAE-UV-DAD sugeriram que o EA e o EP foram ricos
em derivados dos ACG e o ELF é constituido principalmente de LST. Embora as LST néo

tenham sido detectadas no EP, elas foram detectadas em baixas concentragfes EA.
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Figura 9. Cromatogramas dos extratos das folhas do yacén obtidos em CLAE-UV-DAD. A.
254 nm e B. 325 nm. O gradiente de elui¢do consistiu em uma fase mével binaria composta
de H,0 (0,5% AcOH) e MeCN (0,5% AcOH) em gradiente linear de 0 a 45% de MeCN em
30 min. A eluicdo isocratica ocorreu com 45% de MeCN de 30 - 50 min, seguida por um
gradiente linear até 100% MeCN de 50 - 80 min. O fluxo utilizado foi 1,3 mL/min usando
uma coluna C-18 (Shimadzu, Shimpack 5 pm, 4.6 x 250 mm). O pico 1 é um derivado do
ACG (UV max: 298 and 325 nm), 2 € &cido cumarico, 3 é o acido cafeico, 4 é um derivado do
ACG (UV max: 298 and 325 nm), 5 é o flavonoide 3-O-metilquercetina, 6 é o flavondide
3,4’-di-O-metilquercetina, 7 ¢ a LST enidrina, 8 é a LST uvedalina, 9 é a LST acido 8-
angeloxi-germacra-1(10)Z,4E,11(13)-trien-6a,12-olido-14-6ico, 10 é LST polimatinaB e 11 é

LST sonchifolina.
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4.2.1. lsolamento de constituintes quimicos

As LST enidrina (5) e uvedalina (6) e o flavondide 3,4’-di-O-metilquercetina (4)
foram isolados a partir do ELF. Essas substancias resultaram da fracdo 3 da CLV, a qual foi
submetida a uma coluna flash com fase movel isocréatica (n-Hexano/AcOEt 1:1). A pureza das
substancias foi determinada através de CCD e CLAE. Do EP foram isolados dois ACG, que
corresponderam aos picos 1 e 4, picos de maior intensidade a 325 nm, tanto no EP, quanto no
EA. Essas substancias estdo em fase de elucidacdo estrutural, e portanto suas estruturas nao

serao apresentadas aqui.

4.2.2. Quantificacdo de substancias das principais classes quimicas presentes nos
extratos

Foram obtidas curvas analiticas para a enidrina (r*> = 0,992), 4cido clorogénico (r? =
0,999) e quercetina (r* = 0,996). As areas dos picos foram utilizadas para calcular suas
respectivas concentracfes em cada extrato através das equacdes obtidas nas curvas analiticas
e comparacdes dos seus espectros no UV a 254 nm. Na Tabela 2 é possivel observar que as
LST sdo as substancias majoritarias no ELF, estando os flavondides presentes em baixas
concentracdes. No EA, as LST estdo menos concentradas em relacdo ao ELF, mas estas
parecem estar mais concentradas em relacdo aos ACG. Contudo ndo é possivel afirmar esse
fato categoricamente, pois ndo foram somadas as areas de todos o0s picos correspondentes aos
ACG devido ao fato de muitos picos terem eluido juntos. Contudo, as concentra¢cdes dos ACG

no EP sdo nitidamente maiores do que no EA.
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Tabela 2. Concentragdes (pug/mL) dos picos identificados nos extratos obtidas através de
curva analitica em CLAE-UV-DAD

# Pico Classe/Composto EA EP ELF
Pico 1 * ACG 2,0 99 0,0
Pico 2 Acido cumarico 03 35 00
Pico 3 Acido cafeico 03 13 00
Pico 4 *ACG 1,3 96 0,0
Pico 5 3-O-metilquercetina 0,0 0,0 204
Pico 6 3,4’-di-O-metilquercetina 0,0 00 7,2
Pico 7 Enidrina 99,7 0,0 19977
Pico 8 Uvedalina 319,0 0,0 12574
Pico 9 8B-angeldxi-germacra-1(10)Z,4E,11(13)-trien-6a,12- 1360 00 19077
olido-14-6ico
Pico 10 Polimatina B 129,3 0,0 616,2
Pico 11 Sonchifolina 102,7 0,0 5191

* Estruturas quimicas ainda ndo determinadas.

4.3. Ensaio de toxicidade de dose repetida

4.3.1. Sinais clinicos

Os ratos que receberam o EP ndo apresentaram sinais comportamentais perceptiveis
de toxicidade em nenhuma das doses testadas. O animais que receberam o EA na dose de 100
mg/kg e o ELF nas doses de 10 mg/kg apresentaram hipoatividade e astenia. Os grupos que
receberam o EA em doses baixas (10 e 50 mg/kg) ndo apresentaram sintomas
comportamentais de toxicidade. Os ratos tratados com o ELF a 100 mg/kg apresentaram
piloerecdo, astenia, ataxia, anorexia e dificuldade respiratéria. Todos os animais do grupo
ELF 100 mg/kg morreram na quarta semana de tratamento, n&o tendo sido possivel a coleta
de sangue para as analises hematoldgicas. Assim, um novo grupo que recebeu o ELF a 100
mg/kg foi analisado. O sangue desse novo grupo foi coletado ap6s aparecerem 0s primeiros
sinais de toxicidade (14 dias apo0s o inicio do tratamento). Os animais de ambos 0s grupos que
receberam o ELF a 1.000 mg/kg (1.000 mg/kg A e 1.000 mg/kg B) apresentaram 0S mesmos

sintomas que os grupos tratados com ELF 100 mg/kg, sendo que todos 0s animais morreram
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entre o segundo e o terceiro dia. Novos grupos de ELF 1.000 mg/kg ndo foram analisados
devido a alta toxicidade do extrato. Todos os animais dos outros grupos foram eutanasiados

por decapitacdo e submetidos a necropsias para analises histopatologicas.

4.3.2. Peso do corpo e 6rgados, consumo de agua e alimento

Ratos tratados com o EP ndo apresentaram diferencas em ganho de peso ou consumo
de 4gua e alimento quando comparados ao grupo controle (Tabela 3). Ratos dos grupos que
receberam o EA e o0 ELF a 100 mg/kg tiveram um ganho menor de peso quando comparados
ao grupo controle (Tabela 3). Esses animais também apresentaram menor ingestdo de agua e
racao.

O peso do timo e do pulmao estavam aumentados nos ratos que receberam o EA, e 0
peso do figado estava aumentado nos ratos que receberam 100 mg/kg do ELF (Tabela 3). O
peso dos rins estava aumentado nos ratos tratados com EA a 50 e 100 mg/kg, bem como nos
ratos tratados com ELF a 100 mg/kg. O baco estava aumentado apenas no grupo que recebeu
0 EA 100 mg/kg (Tabela 3).
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Tabela 3. Peso do corpo e proporcao do peso dos 6rgaos em relacdo ao peso corporal dos animais tratados comparados aos do grupo controle.

Grupo Peso do corpo (g) Timo (%) Figado (%) Baco (%) Rim (%)
Controle 303,0 £ 23,0 0,35+ 0,06 4,63 +0,30 0,32 £ 0,03 0,60 £ 0,03
EA 10 mg/kg 299,2 +59,8 0,38 £ 0,08 5,99 +1,08 0,53+0,12 0,88+0,14
EA 50 mg/kg 295,8 £+ 65,4 0,37+ 0,05 6,92 + 1,95 0,48 + 0,09 1,04 £ 0,27*
EA 100 (A) mg/kg 149,8 + 31,1* 0,65 + 0,24 7,99 +1,38 0,87 +0,27 1,39 + 0,40*
EA 100 (B) mg/kg 177,3 £ 52,2* 1,05+ 0,39* 7,87 +1,03 1,09 £ 0,37* 1,68 + 0,54*
EP 10 mg/kg 328,2 + 50,6 0,25 £ 0,06 4,65 +0,81 0,35+ 0,06 0,66 +£0,10
EP 100 mg/kg 310,3+55,0 0,31+0,04 5,70 + 1,08 0,43 + 0,05 0,77+ 0,10
EP 1000 (A) mg/kg 326,7 £ 39,9 0,22 +0,03 4,09+ 0,53 0,33 +0,06 0,57 + 0,09
EP 1000 (B) mg/kg 333,8+51,0 0,27 £ 0,04 4,01 £0,56 0,33+0,05 0,59 +£0,09
ELF 10 mg/kg 279,3+ 30,2 0,25 £ 0,07 4,74 £ 0,67 0,37 £ 0,04 0,72 +£0,08
ELF 100 mg/kg 154,8 + 20,0* 0,54 £ 0,07 9,07 £ 1,60* 0,72+0,12 1,20 + 0,24*

As proporcdes do peso dos 6rgdos em relacdo ao peso corporal foram calculadas como: (peso do 6rgao/peso terminal do corpo) x 100 e expressas

como porcentagem do peso do 6rgao.

Os valores estdo expressos como média + E.P.M., n = 6. Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a

analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett para comparagfes com o grupo controle. *P<0,05.

(A) Ratos tratados até um dia antes da coleta de sangue (90 dias de tratamento).
(B) Ratos foram observados por 14 dias adicionais apds 90 dias de tratamento antes da coleta de sangue.
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4.3.3.Paréametros hematologicos e bioquimicos

N&o foram observadas alteracOes estatisticamente significativas nos leucocitos em
nenhum dos grupos observados. Contudo, a contagem total de leucécitos e diferencial de
células mononucleares estavam ligeiramente aumentados nos grupos que receberam o EA e
EP (Tabela 4)

Os efeitos da administracdo oral dos trés extratos de todos o0s parametros
bioquimicos analisados séo apresentados na Figura 11. Todos os extratos causaram alguma
alteracdo nos parametros bioquimicos.

Comparando com os animais controle, foram observadas as seguintes alteracées nos
pardmetros bioquimicos: um aumento significativo nos niveis de glicose sangiiinea [EA 10
mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg (A)], AST [EA 10 mg/kg e 100 mg/kg (A); ELF 100 mg/kg],
triglicérides [EA 50 mg/kg e 100 mg/kg (B)], albumina [EA 100 mg/kg (A) e 100 mg/kg (B);
EP 1000 mg/kg (A); ELF 100 mg/kg], proteinas totais [EA 100 mg/kg (A) e 100 mg/kg (B);
EP 10 mg/kg, 100 mg/kg, 1000 mg/kg (A) e 1000 mg/kg (B); ELF 10 mg/kg e 100 mg/kg] e
creatinina [EA 100 mg/kg (A) e 100 mg/kg (B); EP 1,000 mg/kg (A) e 1,000 mg/kg (B)]
(Figura 11)
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Tabela 4. Contagens total e diferencial de leucécitos (GB) dos animais que receberam os diferentes tratamentos com os extatos do yacon®,

comparado ao grupo controle.

Grupo GB (10%/mL) Neutréfilos (%) Células Mononucleares (%) Eosindfilos (%)
Controle 9,47 + 1,80 32,77 £ 3,90 65,39 + 5,55 1,84 +£1,84
EA 10 mg/kg 12,91 +£ 2,08 20,22 + 6,78 85,19+6,44 1,33+0,48
EA 50 mg/kg 12,07 £ 1,30 14,64 + 3,78 84,91+ 3,84 0,45 +0,29
EA 100 (A) mg/kg 8,96 + 0,46 24,38 + 5,44 73,09 +5,81 2,53 +1,19
EA 100 (B) mg/kg 8,37 + 0,84 31,00 + 2,00 66,41 + 2,34 2,50 +1,12
EP 10 mg/kg 10,03 £0,70 18,15+ 2,23 81,72+ 2,23 0,13+0,13
EP 100 mg/kg 8,44 £ 1,05 24,18 + 5,57 74,84 £ 5,90 0,98 £ 0,65
EP 1,000 (A) mg/kg 10,19 + 1,39 23,63+5,74 75,92 + 5,76 0,45+ 0,21
EP 1,000 (B) mg/kg 8,38 + 1,69 50,72 + 14,24 48,60 + 14,40 0,54 + 0,40
ELF 10 mg/kg 9,10+ 1,05 36,03 + 7,68 63,84 = 7,65 0,13+0,13
ELF 100 mg/kg 10,88 £ 0,97 16,46 £ 4,11 82,55 + 4,27 0,99 £0,26

Os valores estdo expressos como média + E.P.M., n = 6. Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados usando a
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett para comparagdes com 0 grupo controle.

(A) Ratos tratados até um dia antes da coleta de sangue (90 dias de tratamento).

(B) Ratos foram observados por 14 dias adicionais apds 90 dias de tratamento antes da coleta de sangue.

0s baséfilos foram contados, mas o valor foi zero em todas as doses e extratos.
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Figura 11. Efeitos da administracdo oral dos extratos dos yacon sobre parametros bioquimicos sanguineos

em ratos. Os dados estdo expressos como media = E.P.M. *P < 0,05 comparado ao controle (ANOVA one-
way, seguida pelo teste de Dunnet).
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4.3.4.Necropsias e analises histopatologicas

Os resultados das andlises bioguimicas apontaram para dano renal nos animais dos
grupos que receberam o EA e o ELF. Assim, foram confeccionadas laminas histologicas dos
rins para analise das possiveis alteragdes.

As caracteristicas dos rins dos animais controle mostraram estruturas normais
(Figura 12A e B, Figura 13A e B). Nao foram observados danos nos rins dos animais que
receberam o EP em baixas doses (10 e100 mg/kg), estando os glomérulos, tubulos distais e
proximais com aparéncia normal. Contudo, foi observada uma reacdo inflamatéria com
celulas polimorfonucleares nos animais que receberam o EP a 1.000 mg/kg.

Nos rins dos animais tratados com o EA a 100 mg/kg, foi observado um grande
influxo de células na regido cortical, principalmente préximo aos glomérulos, bem como na
regido medular (Figura 12C e D). A morfologia do glomérulo estava alterada nesse grupo.
Foram observadas altera¢6es nas células mesanginais e 0 espaco urinario estava aumentado, o
que pode ser um provavel resultado da perda de glomérulos. Os glomérulos remanescentes
aumentam sua capacidade de filtracdo para tentar manter uma taxa normal de filtracéo.

Nos rins dos ratos tratados com o ELF a 100 mg/kg, foram observadas alteraces nos
glomérulos, bem como nos tubulos distal e proximal e medula (Figura 12E e F, Figura 13E e
F). O glomeérulo apresentou atrofia e degeneracdo da matriz mesanginal. Foi observado
material amorfo depositado no interior dos tubulos. Adicionalmente, foi observada uma
diminuicdo da afinidade pela coloragdo com a eosina. Como a eosina posui afinidade para
compostos acidos no citoplasma, essa diminui¢do da coloracdo sugere que o depdsito de

material amorfo tenha caracteristicas basicas.
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Figura 12. Cortes longitudinais da regido do cortex renal dos animais do ensaio de toxicidade em
regime de dose repetida. A. Coértex do rim de animal do grupo controle evidenciando-se trés
glomérulos e os tubulos contorcidos (20X). B. Glomérulo de animal do grupo controle (40X). C.
Cortex do rim de animal do EA 100 mg/kg evidenciando-se glomérulo e os tubulos contorcidos
(20X) Verifica-se quantidade anormal de nucleos. D. Detalhe do mesmo glomérulo (40X). E. Cortex
do rim de animal do ELF 100 mg/kg evidenciando-se glomérulos degenerados e os tubulos
contorcidos com deposito de substancia amorfa (20X). F. Detalhe da mesma regido em 40 X.
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Figura 13. Cortes longitudinais da regido do cortex e da medula renal dos animais do ensaio de
toxicidade em dose repetida. A. tabulos contorcidos de animal do grupo controle (20X). B. Medula
de animal do grupo controle (40X). C. Tubulos contorcidos de animal do EA 100 mg/kg
evidenciando-se intensa proliferacao celular (20X). D. Regido medular de animal do grupo EA 100
mg/kg, evidenciando concentracdo anormal de nucleos. E. Tubulos contorcidos de animal do ELF
100 mg/kg evidenciando-se acumulo de substancias amorfas (20X). F. Regido medular de animal do
mesmo grupo evidenciando dilatacdo dos tubulos (20X).
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4.4. Ensaio de atividade anti-inflamatéria in vivo

4.4.1.Ensaio de edema de pata induzido por carragenina

A Tabela 5 e a Figura 14 ilustram os resultados obtidos no ensaio de edema de pata
induzido pela carragenina. O controle positivo (indometacina 10 mg/kg) apresentou efeito
anti-edematogénico significativo a partir da terceira hora (48, 24% de inibicéo).

Os animais dos grupos testados com o EA ndo apresentaram diferenca estatistica
quando comparado ao grupo controle negativo nas doses testadas em nenhuma hora, embora
seja evidente a diminuicdo do edema a partir da quinta hora nos grupos que receberam as
doses de 100 e de 150 mg/kg. Todas as doses testadas do ELF produziram atividade anti-
edematogénica (54, 16% de inibicdo, 52,75% de inibicdo e 57, 77% de inibicdo em 6 h, para
as doses de 50, 100 e 150 mg/kg, respectivamente), apresentando diferencas estatisticas do
controle negativo j& a partir da segunda hora, sendo estatisticamente iguais a indometacina em
todos 0os momentos.

O EP produziu um efeito anti-edematogénico estaticamente significativo apenas a
partir de 3 h apenas na dose de 150 mg/kg (44, 43% de inibi¢cdo em 6 h).

N&o foi possivel observar um efeito claro de relacdo dose-resposta dos extratos

analisados.
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Tabela 5. Efeito dos extratos das folhas do yacdn sobre o edema de pata induzido por carragenina.

Tempo (h)
1 2 3
Tratamento Doses (mg/kg) MédiatS.E.M.2 % Inibicao” Média+S.E.M. % Inibicéo Média+S.E.M % Inibicéo

Controle Negativo - 0,28+0,11 0,00 0,58+0,19 0,00 0,85+0,21 0,00
Indometacina 10 0,29+0,14 -0,59 0,35+0,06 39,37 0,44+0,10° 48,24
EA 50 0,2740,11 5,29 0,64+0,12 -10,34 0,78+0,34° 8,63
EA 100 0,26+0,12 8,82 0,53+0,14 8,05 0,95+0,18° -11,76
EA 150 0,36+0,07 -25,29 0,71+0,12 -21,55 1,02+0,06¢ -20,00

EP 50 0,35+0,09 21,76 0,76+0,14 -31,32 0,91+0,17¢ -7,25

EP 100 0,27+0,07 5,29 0,60+0,13 -3,16 0,90+0,16 5,29
EP 150 0,14+0,03 50,00 0,44+0,04 24,14 0,55+0,08° 35,88°

ELF 50 0,20+0,09 28,82 0,25+0,10° 56,90 0,43+0,12° 49,41
ELF 100 0,11+0,08 61,18 0,19+0,06° 66,67 0,30+0,11° 65,10
ELF 150 0,22+0,06 23,53 0,20+0,07° 65,80 0,31+0,15° 63,73
Tempo (h)
4 5 6
Tratamento Doses (mg/kg) MédiatS.E.M. % Inibicéo MédiatS.E.M. % Inibicéo MédiazS.E.M. % Inibicéo

Controle Negativo - 0,99+0,14 0,00 1,08+0,20 0,00 1,06+0,21 0,00
Indometacina 10 0,61+0,15° 38,93 0,53+0,10° 50,70 0,57+0,13° 46,00
EA 50 1,09+0,15° -9,56 1,13+0,11° 5,12 1,08+0,14° -1,73

EA 100 1,02+0,22¢ -2,68 0,94+0,22¢ 12,25 0,91+0,24¢ 14,76

EA 150 1,17+0,12 -17,79 1,13+0,10 -4,96 1,03+0,10 3,45

EP 50 1,03+0,19° -4,03 1,03+0,19" 4,19 1,04+0,16° 2,04

EP 100 1,16+0,15° -16,28 1,07+0,21° 0,16 1,01+0,26° 5,34

EP 150 0,62+0,06° 37,25 0,61+0,14° 43,41° 0,59+0,11° 44,43

ELF 50 0,51+0,12° 48,99 0,57+0,19° 47 44 0,49+0,15° 54,16

ELF 100 0,38+0,18° 62,25 0,43+0,16° 60,31 0,50+0,20° 52,75

ELF 150 0,46+0,17° 54,19 0,54+0,23° 50,08 0,45+0,27° 57,77

% Cada valor representa a média + E.P.M. das diferencas (A) de espessura (mm) entre as patas esquerdas (com edema induzido) e patas direitas
(sem inducdo de edema), n = 6/grupo. ® Porcentagem inibicdo do edema em relacéo ao controle negativo.

P < 0,05 em relagdo ao controle negativo e ° P < 0,05 em relacdo & indometacina (controle positivo). Os dados foram analisados através da
ANOVA two-way, seguida do teste de Bonferroni.
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Figura 14. Efeito anti-edematogénico de diferentes concentracdes dos extratos das folhas do
yacOn administrados por via oral em camundongos no ensaio de edema de pata induzido pela
carragenina. Os resultados estdo expressos como média £ E.P.M das diferengas (A) entre as
patas esquerdas (injetadas) e patas direitas (ndo injetadas) de n = 6/grupo. Os dados foram
analisados através da ANOVA two-way, seguida do teste de Bonferroni. *P<0,05 em relagéo ao
controle negativo e #P<0,05 em relagdo a indometacina 10 mg/kg.
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Uma observacédo adicional e bastante interessante feita durante esse ensaio foi que a
aplicacdo da carragenina na pata traseira dos camundongos Balb/C induziu a necrose da
extremidade distal das caudas dos animais (Figura 15A). A necrose foi observada 24 h apés a
aplicacdo da carragenina e manteve-se até 72 h, sendo que os animais foram eutanasiados
apos esse periodo. A necrose foi observada nos animais dos grupos controle negativo e
positivo, e nos grupos que receberam o EA e o EP. Contudo, ndo foi observada a necrose da

cauda dos animais que receberam o ELF (Figura 15B).

B

Figura 15. Efeito necrotico da cauda dos animais do ensaio de edema de pata induzido pela
carragenina. A. Animais do grupo Controle Negativo, nos quais é possivel observar a necrose
da extremidade distal das caudas. B. Animais do grupo que recebeu o ELF na dose de 100
mg/kg (v.0.), nos quais ndo houve necrose nas caudas. Ambas as fotos foram obtidas 48 h
apos a inducdo do edema com carragenina nas patas posteriores dos animais.
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4.4.2.Ensaio de edema de orelha induzido por 6leo de créton

O tratamento topico dos animais com o EA resultou em uma reducdo dose-
dependente do edema de orelha, mas com efeito estatisticamente significativo (25% de
inibicdo do edema) apenas na dose mais alta (0,5 mg/orelha) (Tabela 6). Esse efeito foi
estatisticamente similar ao apresentado pela indometacina (28% de inibicdo do edema). A
aplicacdo do EP resultou em efeito dose-dependente e estatisticamente significativo em todas
as doses testadas (25,2, 30,1, e 42,7% de inibicdo do edema, respectivamente), com a inibicédo
do edema a 0,25 e 0,5 mg/orelha maior do que a que a apresentada pela indometacina. O
tratamento topico com o ELF resultou em um efeito dose-dependente inverso, com efeito
estatisticamente significativo na menor dose (0,125 mg/orelha, 41,1% de inibicdo do edema) e
na dose intermediaria (0,25 mg/orelha, 38,5% de inibi¢cdo do edema), mas ndo na dose mais
alta (0,5 mg/orelha, 18,9% de inibicdo do edema) (Tabela 6). Nas doses de 0,125 e 0,5
mg/orelha, o tratamento com ELF resultou em uma reducdo do edema mais expressiva do que
a apresentada pela indometacina.

A reducdo da atividade da MPO esteve estatisticamente diminuida em relacdo aos
grupos controle em todas as doses testadas de todos os extratos e indometacina (Tabela 6).
Todos os extratos resultaram em efeitos mais pronunciados sobre a atividade da MPO do que
a indometacina (0,5 mg/orelha, 8,02 x 10° neutréfilos/orelha), sendo que o EP (0,5 mg/orelha,
1,45 x 10° neutréfilos/orelha) e o ELF (0,5 mg/ear, 0,91 x 10° neutréfilos/orelha) mostraram
um efeito mais pronunciado sobre a MPO do que o EA (0,5 mglorelha, 2,75 x 10°
neutrofilos/orelha).

Os tratamentos com a indometacina, EA e EP ndo resultaram em efeitos
estatisticamente significativos sobre a concetracdo da IL-10 nas orelhas dos animais quando
comparados ao grupo controle (Tabela 6). Contudo, a concentracdo da IL-10 estava
estatisticamente aumentada nas orelhas dos animais tratados com o ELF em todas as

concentracgdes testadas (Tabela 6).
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Tabela 6. Resultados obtidos no ensaio de edema de orelha induzido pelo 6leo de créton

Tratamento Dose Peso do edema % de inibicdo Atividade da MPO IL-10
(mglorelha) (mg) doedema (e neutréfilos 10%0orelha) (10° pg/mL)
Controle - 14,30+ 1,19 0,0 13,95+ 2,11 3,16 + 0,30
Indometacina 0,5 10,30 £ 0,88* 28,0 8,02 £ 1,05* 2,67+0,25
EA 0,125 12,60 + 0,70 11,9 1,53 +£0,18* 3,36 £ 0,78
0,25 11,80 + 1,22 17,5 1,61 +£0,16* 3,23+0,35
0,5 10,60 + 0,68* 25,9 2,75+ 0,45* 3,35+0,29
EP 0,125 10,70 + 2,41* 25,2 2,22 +0,76* 4,24 + 0,85
0,25 8,20 + 3,19* 42,7 1,51 +0,77* 4,08 + 0,25
0,5 10,00 + 2,58* 30,1 1,45 £ 0,35* 3,59 £ 0,39
ELF 0,125 8,80 + 0,99* 38,5 1,22 £ 0,56* 4,81 + 0,08*
0,25 8,00 = 0,94* 44,1 1,19+ 0,27* 5,21 +0,15*
0,5 11,60 + 0,84* 18,9 0,91 +£0,24* 5,02 +0,62*
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4.5. Atividade anti-inflamatéria in vitro

A partir dos sobrenadantes obtidos na cultura de células RAW 264.7 induzidas com
LPS foram realizados as quantificacfes do déxido nitrico (NO) através da reacdo de Griess
(Figura 16) e quantificacdo do fator de necrose de tumor TNF-a (Figura 17) e da
prostaglandina PGE; (Figura 18). O EA e 0 ELF nédo foram capazes de inibir a producéo do
NO induzida pelo LPS nas células, contudo o tratamento das celulas com o ELF resultou em
uma marcante inibicdo do NO de maneira dose-dependente. Todos 0s extratos foram capazes
de inibir moderadamente a producdo do TNF-a, sendo que o ELF mostrou uma tendéncia a
apresentar uma curva dose-dependente, enquanto o EA e o EP resultaram em efeitos
estatisticamente iguais em todas as doses testadas. De maneira similar, todos os extratos
foram capazes de inibir a PGE, em cultura, sendo os efeitos do ELF e do EA mais
pronunciado em relacdo ao EP. O ELF foi o Unico extrato com efeito dose-depndente sobre a
PGE,.
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Figura 16. Dosagem do éxido nitrico (NO) em culturas de células RAW 264.7
estimuladas com LPS apds o tratamento com os diferentes extratos. Os dados estdo
expressos como media = E.P.M. ANOVA, seguinda pelo teste de Dunnet, * P< 0,05 em
relacdo ao controle ndo estimulado com LPS.
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Figura 17. Dosagem do fator de necrose de tumor TNF-a. em culturas de células RAW 264.7
induzidas com LPS ap0s o tratamento com os diferentes extratos. Os dados estdo expressos
como média £ E.P.M. * P< 0,05 em relacao ao controle nao estimulado com LPS.
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Figura 18. Dosagem da PGE; em culturas de células RAW 264.7 induzidas com LPS apés o
tratamento com os diferentes extratos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. * P<
0,05 em relacdo ao controle ndo estimulado com LPS.
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4.6. Atividade anti-diabética

Para verificar o potencial anti-diabético dos extratos foram realizados um
experimento in vitro e um experimento in vivo de acdo hipoglicemiante. O ensaio in vitro
realizado foi o de inibi¢do da a-amilase, o qual é bastante utilizado para avaliar substancias
com uso potencial como hipoglicemiantes orais. No ensaio in vivo o0s extratos foram
administrados a camundongos no chamado “teste de intolerancia oral a glicose”, com o
objetivo de verificar se os extratos sdo capazes de interferir na resposta aguda da insulina

induzida pela glicose.

4.6.1.Ensaio de inibicido da a-amilase in vitro

A dose (1 pug/mL) escolhida para ser utilizada nesse ensaio representa a maior dose
dos extratos que ndo causou citoxicidade aos macro6fagos em cultura no ensaio de viabilidade
celular descrito no item 3.7.2. A atividade maxima da enzima foi obtida incubando-se a
enzima com o substrato (amido), seguido pela adi¢do do reagente de cor. A atividade dos
extratos e do controle positivo (acarbose) foi calculada em porcentagem de inibicdo da
enzima, utilizando o controle de atividade méxima da enzima como referéncia. Os resultados
estdo ilustrados na Figura 19. Todos os extratos foram capazes de inibir a atividade da a-
amilase de maneira estatisticamente significativa em relacdo ao controle de atividade maxima
da enzima, sendo o ELF o mais eficiente (61,98% de inibicéo), seguido pelo EP (55,42% de
inibicdo) e pelo EA (52,47% de inibi¢do). Contudo, nenhum dos extratos foi mais eficiente do
que acarbose, utilizada na mesma dose (70,79% de inibig&o).
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Figura 19. Porcentagem de inibicdo da a-amilase em relacdo ao controle de méaxima
atividade da enzima. Os dados estdo expressos em média = E.P.M. de experimentos em
triplicata realizados em dois experimentos independentes. * P < 0,05 em relagdo ao controle
de atividade maxima da enzima, obtido por ANOVA one-way, seguido pelo teste de Dunnett.

4.6.2. Teste de intolerancia oral a glicose

A dose utilizada nesse ensaio (10 mg/kg) correspondeu a menor dose utilizada no
ensaio de toxicidade em dose repetida. O teste de intolerancia a glicose foi realizado com os
animais em jejum. A glicemia foi medida em todos os animais no tempo zero (antes da
administracdo dos extratos, veiculo e droga de referéncia). Os extratos, veiculo e droga de
referéncia foram administrados via oral aos camundongos e a glicemia foi medida apds 30
min. Apos essa medida, os animais receberam glicose via oral (1 g/kg), sendo realizadas trés
medidas subsequentes da glicemia a cada 30 min. Os resultados estdo ilustrados na Tabela 7.

O EA foi o mais efetivo em diminuir os niveis glicémicos apds a administracéo oral
de glicose. Os niveis glicémicos dos animais tratados com o EA se normalizaram a partir dos
90 min (197,5 £ 8,9), ficando estatisticamente similar ao do grupo controle que ndo recebeu a
glicose (165,9 = 5,5). Esse resultado foi semelhante ao da metformina, a qual foi
estatisticamente similar ao Controle jejum a partir de 90 min (Controle jejum 165,9 £ 5,5,
metformina 193,7 + 9,8). Os animais que receberam o EP ficaram com niveis de glicose
estatisticamente similar ao controle apenas nos 120 min (Controle jejum 1485 + 7,8, EP
176,5 £ 7,3). No entanto, os animais que receberam o ELF n&o tiveram seus niveis de

glicemia normalizados em nenhum dos tempos avaliados.
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Tabela 7. Efeito dos diferentes extratos das folhas do yacon sobre os niveis de glicose (mg/dL) em jejum em camundongos normais

53

0 30 min 60 min 90 min 120 min
#Controle jejum 184,5+9,3 183,5+ 6,2 1775+8,3 165955 1485+ 7,8
® Controle glicémico 211,0+9,5 1585+ 7,8 322,0 £5,9* 265,4 +7,4*% 201,8 £5,2*
EA 2245+ 8,3 174,0+8,0 403,0 £ 9,1* 1975+ 8,9 169,049
EP 206,1+7,3 185,5+9,1 396,5 + 6,3* 233,3+9,.2* 176,5+ 7,3
ELF 2175+8,8 188,5 + 8,7 382,4 +5,8* 264,9 £ 9,6* 219,1+7,6*
Metformina 178,1+9,1 1705+ 74 281,2+7,1* 193,7+9,8 170,2 £ 5,7

% Controle jejum recebeu apenas o veiculo e ndo recebeu glicose.

® Controle glicémico recebeu o veiculo e a glicose.
Os demais grupos receberam os extratos ou droga de referéncia e a glicose.

Os resultados estdo expressos como média + E.P.M, n = 6 animais por grupo. * P < 0,05 em relagdo ao Controle jejum (ANOVA two-way,

seguida pelo teste de Bonferroni).
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5. Discussao

No presente estudo, analises fitoquimicas foram realizadas para confirmar as
principais classes quimicas dos metabolitos secundarios em cada um dos trés extratos das
folnas do yacon. As analises de espectroscopia no IV combinadas com os perfis
cromatograficos por CLEA-UV-DAD demonstraram que o ELF € rico em LST, enguanto o
EP é rico em ACG. No EA foram encontrados tanto ACG quanto LST, o que nos leva a
acreditar que ambas as classes quimicas estdo presentes nos infusos preparados e consumidos
na forma de cha na medicina popular.

Os resultados obtidos no ensaio de toxicidade em dose repetida aqui apresentados e
discutidos foram publicados no periddico Journal of Ethonopharmacology (Oliveira et al.,
2011, ANEXO I). Nesse ensaio, os ratos foram tratados com os extratos (10, 50, 100 ou 1.000
mg/kg) por um periodo de 90 dias. Apesar dos niveis de triacilglicerideos, albumina e
proteinas totais estarem aumentados em ratos tratados com o EP (1.000 mg/kg), esses animais
ndo apresentaram sinais comportamentais de toxicidade. A andlise histoldgica dos 6rgdos de
animais tratados com esse extrato ndo apresentou anomalias graves. Isso sugere que a
administracdo oral repetida da folha de extrato de yacdn sem LST (EP) foi segura.

Os animais tratados com EA mostraram sinais de toxicidade como hipoatividade e
astenia quando comparados aos ratos controle. As analises bioquimicas demonstraram niveis
aumentados da AST, triacilglicerideos, albumina, proteinas totais, creatinina e glicose.

Os niveis de albumina e proteinas totais estdo relacionados, pois a albumina
corresponde a 50% da proteina total no soro (Doweiko & Nompleggi, 1991). Assim, os altos
niveis de proteinas totais observados pode ser simplesmente um reflexo dos altos niveis de
albumina. A funcdo mais importante da albumina é o seu papel na manutencdo do volume
plasmatico, sendo responsavel por 80% da pressdo coloidosmética. A albumina também é
critica para o transporte de varias substancias no sangue. No entanto, as causas do aumento
dos niveis de albumina sdo mal compreendidas. Um estudo relatou uma relagéo entre niveis
elevados de albumina e desidratagdo, que podem estar relacionadas a fungéo renal (Willard et
al., 1994).

Neste estudo o aumento do nivel de creatinina apds a administracdo do EA a 100
mg/kg sugeriu dano renal, visto que a alteracdo nos niveis de creatinina sérica € um indicador

de tal dano (Bishop et al., 2000; Muntner et al., 2000). Alem disso, alteracdes no
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metabolismo dos &cidos graxos tém sido relatados em pacientes com doenca renal crbnica
(Muntner et al., 2000). Essas altera¢cGes no metabolismo dos &cidos graxos séo caracterizadas
por niveis aumentados de colesterol total e triacilglicerideos (Muntner et al., 2000). Aumento
dos niveis de triacilglicerideos e de um elevado nivel de creatinina foi detectado no grupo que
foi observado por 14 dias ap6s o tratamento com o EA 100 mg/kg. Muntner et al. (2000)
também relataram que os niveis séricos de glicose estdo aumentados em casos de doenca renal
crénica. No presente estudo, os niveis de glicose estavam aumentados em todos os ratos que
foram tratados com EA independentemente da dose. Curiosamente, a doenga renal cronica
resulta em um bloqueio da degradacdo da insulina (Chen et al., 2003). Na fase inicial da
doenca, uma reducdo dos niveis de glicose ocorre devido ao aumento dos niveis de insulina
no sangue. Mais tarde, os niveis de insulina permanecem elevados, mas se desenvolve um
quadro de resisténcia a insulina. Assim, a glicose ndo é transportada para as células mais
internas, o que resulta no aumento dos niveis de glicose no sangue (Chen et al., 2003).

Em um estudo realizado por Aybar et al. (2001), a administracdo oral do extrato
aquoso de yacon durante 30 dias resultou em diminuicdo dos niveis sanguineos de glicose em
ratos diabéticos. O extrato aquoso utilizado em nosso estudo foi preparado da mesma forma
como em Aybar et al. (2001), porém o extrato foi administrado por 90 dias ao invés de 30,
tempo suficiente para a progressao da doenca renal cronica e consequiente aumento dos niveis
de glicose plasmatica. Assim, as analises bioquimicas do presente estudo sugerem que a
administracdo oral prolongada do infuso do yacon pode reverter o efeito hipoglicemiante,
aumentando os niveis de glicose no plasma, o que ndo foi observado quando o extrato foi
administrado durante um periodo curto de tempo. Essa reversao foi provavelmente devido a
les@o renal. De fato, uma leitura atenta dos dados da Aybar et al. (2001) sugeriu que 0s niveis
de glicose foram diminuidos até o quarto dia e entdo comecaram a aumentar até o trigésimo
dia, mesmo com aumento dos niveis de insulina. Essa observacao corrobora a hipétese de que
o efeito hipoglicemiante é reversivel apos varios dias de tratamento com a infusdo na forma
de cha.

O ELF foi altamente toxico na dose de 1.000 mg/kg e causou a morte de todos 0s
ratos apos apenas alguns dias de tratamento. Com uma dose de 100 mg/kg, o ELF causou
sérios sinais de toxicidade, incluindo anorexia e dificuldade respiratdria. As andlises
bioquimicas do sangue desses ratos indicaram um aumento dos niveis das proteinas totais,
albumina, creatinina, que também apontaram para o dano renal.

Para comprovar o dano renal apontado pelos testes bioquimicos, foi realizada a

analise histoldgica dos rins. Os ratos que foram tratados com o ELF 100 mg/kg apresentaram
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dano renal grave caracterizado pela degeneracdo dos glomérulos, e material amorfo
depositado na parte interna dos tubulos renais. A presenca desse material amorfo foi relatada
na literatura como um deposito de proteinas imunolégicas globulares de cadeias leves k ou A
(Lin et al., 2001). Os ratos que foram tratados com o ELF 10 mg/kg mostraram alteracfes
morfologicas menos intensas. Dano renal semelhante foi relatado em um estudo que descreve
a toxicologia do extrato etandlico de Tithonia diversifolia (Elufioye et al., 2009). De forma
semelhante ao yacén, a espécie T. diversifolia possui tricomas secretores sobre a superficie
foliar, e os principais compostos nesses tricomas sdo LST (Ambrosio et al., 2008). Este fato
sugere que LST podem desempenhar um papel importante na toxicidade dessas espécies.

As alteracOes histologicas observadas neste estudo corroboram as alteracdes
bioquimicas encontradas no sangue. Em conjunto, os resultados confirmam que a
administracdo de doses repetidas de um extrato aquoso na forma de infuso das folhas de
yacon, tal como € utilizado na medicina popular, pode levar ao desenvolvimento de dano
renal. Além disso, os resultados confirmam o elevado nivel de toxicidade induzida pelo
tratamento com ELF, que € rico em LST. Assim, devido ao fato de que os dois extratos que
causaram toxicidade (EA e ELF) apresentarem LST em sua constituicdo, e pelo fato dessas
substancias serem repetidamente apontadas como tdxicas na literatura (Schmidt, 1999), pode-
se concluir que as LST sdo as responsaveis pela toxicidade observada.

Para saber se a dose administrada aos ratos nesse estudo corresponde a uma dose em
uma situacdo real em humanos, foram utilizados calculos alométricos na extrapolacdo das
doses administradas aos animais para os humanos. A extrapolacdo direta da dose administrada
aos animais para humanos usando uma conversdo simples do peso corporal ndo é
recomendada. Isso porque a taxa de absor¢do das drogas diminui com o aumento da superficie
corporal, mas a relacdo entre a superficie corporal e 0 peso ndo é linear. Assim, a literatura
recomenda que a conversao seja feita utilizando calculos alométricos (Travis & White, 1998;
Reigner & Blesch, 2002). Nesse tipo de conversdo, o primeiro passo € o célculo da area da
superficie corporal (Body Surface Area, BSA) dada em m? para ambas as espécies (humano e
rato, ou humano e camundongo etc.). Para ratos, por exemplo, a BSA pode ser calculada

usando a seguinte férmula matematica:

BSA = 1,85 x (W/70)*%

Na qual W representa o peso corporal do rato. Para humanos, a BSA é dada na

literatura como 1,8 m?. Subseqiientemente é necessario fazer a transformacdo da dose em
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mg/kg para mg/m? A agéncia norte-americana FDA (Food and Drug Administration)
também recomenda que a extrapolacdo da dose utilizada em humanos para a dose aplicada
nos animais seja calculada utilizando a BSA. Para isso, a FDA criou uma tabela de fatores
BSA baseados na formula descrita acima, com o objetivo de facilitar os calculos (FDA, 2005).
Para ratos, o fator BSA é 6,2. Para encontrar o valor equivalente da dose administrada em
humanos, basta dividir a dose administrada aos ratos (em mg/kg) por 6,2.

Neste estudo, a dose de 50 mg/kg do EA liofilizado (menor dose que causou
toxicidade) corresponde a 555 mg/kg das folhas secas/kg de peso corporal. Assim, utilizando
o fator BSA da FDA (2005), 555 mg/kg + 6.2 = 89,5 mg/kg x 70 kg = aproximadamente 6 g
como equivalente em humanos. Como cada saquinho de cha de yacdn comercializado possui
cerca de 2 g de folha seca, isso significa que 50 mg/kg do extrato administrado para o rato em
um dia corresponde a trés xicaras de cha em um dia para um humano com 70 kg de peso
corporal. Essa quantidade de ch& é real em uma situacdo cotidiana. Apenas a menor dose
administrada do EA (10 mg/kg) ndo mostrou toxicidade, mas essa dose corresponde a menos
gue um saquinho de cha por dia (0,6 g), 0 que ndo é usual em uma situacdo cotidiana. Assim,
ndo deve ser recomendado o consumo humano do cha das folhas do yacon, visto que a dose
equivalente em humanos de 6 g da droga consumida por longos periodos de tempo pode ser
toxica.

Na tentativa de atender ao objetivo deste trabalho, que foi verificar quais as possiveis
classes de substancias (LST ou ACG) contribuem para a atividade anti-inflamatéria do yacén,
e levando em consideracdo a atividade toxica oral descrita para a espécie, foram utilizados
dois modelos de ensaios bioldgicos in vivo de inflamacéo aguda. O primeiro foi o ensaio de
edema de pata induzido pela carragenina e o segundo foi 0 ensaio de edema de orelha
induzido pelo 6leo de créton. Os dois modelos desencadeiam respostas inflamatdrias distintas,
com predominancia de diferentes mediadores inflamat6rios em cada um deles.

A carragenina é um polissacarideo obtido de algas marinhas que vem sendo utilizado
em estudos anti-inflamatorios ha muitos anos. No modelo de edema de pata induzido pela
carragenina, varios mediadores da inflamagdo operam em sequéncia, em tempos ja bem
definidos na literatura, para produzir a inflamagdo. Na primeira fase de desenvolvimento do
edema (0 — 1 h) ocorre a liberagdo da histamina, da 5-hidroxitriptamina e da bradicinina (Di
Rosa et al., 1971). A segunda fase (1 - 6 h) esta relacionada a producdo elevada de
prostaglandinas (PGs) liberadas pela agdo conjunta da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) e do
NO (Di Rosa et al., 1971; Siebert et al., 1994; Salvemini et al., 1996). A COX-2 pode ser

induzida pela atividade da IL-1 e do TNF-a, os quais sdo transcritos através da a¢do do NF-
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kB (Salvemini et al., 1996). A infiltracdo local de neutréfilos e acdo do NO também
contribuem para a resposta inflamatoria nesse modelo por produzir, entre outros mediadores,
radicais livres derivados do oxigénio (O) e radicais hidroxila (Salvemini et al., 1996).

O dleo de croton é extraido de Croton tiglium L. (Euphorbiaceae), sendo composto
de ésteres de forbol, em especial o 13-acetato de tetradecanoilforbol, mais conhecido como
TPA, e para o qual tem sido atribuida a atividade promotora de inflamagao do 6leo de croton
(Hecker et al., 1968; Sorg et al., 1982; Rao et al., 1993). Ao ser aplicado topicamente, 0 TPA
mobiliza fosfolipidios da membrana plasmatica das celulas epiteliais, resultando na formacéo
do &cido araquidénico (AA) (Evans & Edwards, 1987; Mujumdar & Misar, 2004). O AA
pode sofrer oxidacdo pelas enzimas COXs ou por uma lipooxigenase, resultando na producéo
de eicosandides (PGs, prostaciclinas e tromboxanos) na via ciclooxigenase-dependente, ou
leucotrienos na via lipooxigenase-dependente (Alberts et al., 1997). Assim, ao contrario do
que ocorre no edema de pata induzido pela carragenina, no modelo de edema de orelha
induzido pelo 6leo de croton ndo ha a liberacdo de histamina, sendo as prostaglandinas e
leucotrienos os mediadores da inflamacdo predominantes em um periodo de 6 h apds a

inducdo do edema. A Figura 10 resume a resposta inflamatoria desencadeada em ambos 0s

modelos.
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Figura 20. Modelos de inflamagdo. A. Mediadores envolvidos na inflamacgdo no ensaio de
edema de pata induzido pela carragenina (modificado de Salvemini et al., 1996). B. Modelo
de atuacéo dos mediadores da inflamacdo no ensaio de edema de orelha induzido pelo dleo de
croton (modificado de Alberts et al., 1997).
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Nos resultados obtidos no ensaio de pata induzido pela carragenina, o EA néo
apresentou atividade anti-inflamatdria em nenhuma das doses testadas, enquanto o EP (dose
de 150 mg/kg) e ELF (todas as doses testadas) apresentaram atividade anti-dematogénica a
partir da terceira hora, indicando que nenhum dos extratos foi capaz de inibir a liberacdo da
histamina. A inibicdo do edema pelo EP e ELF nas horas subseqiientes indica que ambos 0s
extratos podem agir inibindo a liberagcdo de PGs. Essa hipdtese foi confirmada nos ensaios in
vitro, visto que ambos os extratos foram capazes de inibir a liberacdo da PGE; induzida pelo
LPS nas células RAW 264.7. Contudo, a acdo do ELF sobre a PGE, foi mais potente
comparado ao EP, o que pode explicar, em parte, o fato de todas as doses do ELF terem sido
anti-edematogéncias, enquanto apenas a maior dose do EP teve efeito. No modelo de
inflamacdo induzida pela carragenina, as PGs podem ser liberadas por acdo da enzima COX-
2, cuja atividade pode ser aumentada por acdo do NO (Salvemini et al., 1996). O ELF foi
capaz de inibir a liberagcdo do NO in vitro em doses muito baixas, enquanto o EP teve pouca
atividade na inibicdo do NO, sendo capaz de alguma inibicdo apenas em doses elevadas. Os
resultados obtidos no ensaio de inibicdo do NO in vitro e o resultado obtido no ensaio de
edema de pata e nos demais ensaios in vitro sugerem, portanto, que o ELF pode exercer uma
inibicdo na liberagdo das PGs por meio da inibicdo da atividade da enzima COX-2 e pela
inibicdo da liberacdo do NO, o qual potencializa a atividade das mesmas. Como o ELF é rico
em LST e estas sdo capazes de inibir a ativagdo do fator de transcricdo NF-«B (Schorr et al.,
2007), esse extrato pode realmente atuar na inibicdo da liberacdo de PGs. Essa dupla atuacédo
(inibicdo de PG e NO) poderia explicar o fato da atividade anti-edematogénica do ELF ser
mais potente do que a do EP no ensaio de edema de pata induzido pela carragenina, pois o EP
ndo se mostrou um inibidor potente de NO in vitro. Os resultados obtidos nesse ensaio
sugerem, portanto, que ambos os extratos possuem atividade anti-inflamatoria, porém com
mecanismos de acdo distintos.

Todos os extratos demonstraram possuir atividade anti-edematogéniuca no ensaio de
edema de orelha induzido pelo dleo de croton. Essa atividade anti-edematogénica pode estar
relacionada a uma atividade anti-infalamatdria mais complexa, visto que todos os extratos
foram capazes de diminuir a migracdo dos neutrofilos para o local da inflamacéo, conforme
demosntrado na dosagem da MPO nas orelhas dos camundongos. O EA foi o extrato menos
efetivo, diminuindo o edema apenas na dose mais alta, porém, diminuindo a migracdo dos
nuetréfilos em todas as doses testadas. Adicionalmente, os tratamentos com o EA néo
resultaram em efeitos sobre a concentragdo da IL-10 nas orelhas dos animais. Os tratamentos

com o EP resultaram em efeitos anti-edematogénicos e diminui¢cdo da migracao de neutrofilos
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em todas as doses testadas, mas néo tiveram efeitos sobre a concentragéo da IL-10. O ELF,
por sua vez, mostrou efeito anti-edematogénico em duas doses e diminui¢cdo da migracéo de
neutrofilos e aumento da concentracdo da IL-10 em todas as doses testadas, indicando que o
ELF deve conter as substancias mais ativas nesse modelo de inflamacdo. Foi demonstrado que
a IL-10 é um inibidor natural da inflamag&o cuténea induzida pelo dleo de croton (Berg et al.,
1985). Assim, substancias capazes de induzir a liberagdo da IL-10 no tecido inflamado tem
uso potencial como anti-inflamatério tépico. Contudo, o efeito dose-dependente inverso
observado para o ELF sobre o edema pode ser devido a toxicidade do extrato em altas doses
no tecido da orelha, indicando que o extrato e seus compostos devem ser utilizados em doses
baixas.

Os ensaios in vitro forneceram alguns indicios dos mecanismos de acdo da atividade
anti-inflamatoria dos trés extratos. O EA e EP ndo foram capazes de inibir a liberacdo do NO
induzido por LPS em macréfagos, enquanto o ELF se mostrou um potente inibidor. Os trés
extratos tiveram uma atividade baixa sobre a liberagdo do TNF-a, indicando que nem as LST
e nem 0s ACG possuem atividade significativa sobre esse mediador da inflamacdo. Contudo,
todos os extratos foram capazes de inibir a producéo da PG, induzida pelo LPS, sendo que o
EA e 0 ELF resultaram em uma diminuicdo mais potente da producdo dessa prostaglandina,
sugerindo que as LST possuem papel fundamental nessa atividade apresentada pelos extratos.

Para a inferéncia da atividade anti-diabética foram realizados experimentos com 0
objetivo de verificar a capacidade hipoglicemiante dos extratos, sendo um experimento in
vitro de inibicdo da enzima a-amilase e um in vivo de tolerancia oral a glicose. As a-amilases
sdo enzimas capazes de catalisar a hidrdlise de polissacarideos, como o amido ou glicogénio,
formando unidades menores de carboidratos (maltose e oligossacarideos) que podem ser
completamente digeridas pelo organismo (MacGregor et al., 2001; Yoon & Robyt, 2003).
Inibidores dessa enzima podem ser utilizados como adjuvantes no tratamento do diabetes tipo
I1, pois reduzem os niveis de glicemia pds-prandial e melhoraram a resposta aguda da insulina
induzida pela glicose (Kandra et al., 2005; MacGregor et al., 2001; Yoon & Robyt, 2003). Os
trés extratos investigados no presente estudo foram capazes de inibir a a-amilase salivar
humana, contudo de maneira menos eficiente do que a droga de referéncia utilizada como
controle (acarbose). O ELF foi o mais potente nessa atividade, contudo seu uso nao é
recomendado devido a grande concentragdo de LST. Os ACG isolados a partir das folhas dos
yacon, em especial os acidos altréricos, mostraram-se potentes inibidores da a-glucosidase
(Terada et al., 2009), indicando que essas substancias presentes no yacon sdo boas candidatas

para 0 uso como hipoglicemiantes orais no tratamento do diabetes tipo Il, visto que nao
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parecem apresentar toxicidade. O EP e o EA, extratos que contém essas substancias no nosso
estudo, inibiram de forma moderada a a-amilase salivar humana, podendo essa agdo se somar
a inibicdo da a-glucosidase no controle da glicemia. Contudo, acreditamos que essas
substancias devam ser testadas para o uso em sua forma pura, ou em extratos padronizados
sem as LST, e ndo na forma de preparados populares devido a toxicidade apresentada pelas
LST.

No ensaio in vivo de intolerancia oral a glicose, 0 EA e o EP mostraram-se mais
eficientes na normalizacdo dos niveis glicémicos ap6s a administracdo oral da glicose do que
0 ELF. Os dados deste trabalho indicam que as substancias responsaveis pelos efeitos
hipoglicemiantes verificados no uso popular das folhas yacon sdo os ACG e ndo as LST.
Esses resultados estdo de acordo com os de Genta et al. (2010), que demonstraram que a
fracdo butandlica rica em ACG oriunda de um extrato metandlico preparado a partir da folhas
do yacén foi mais eficiente no efeito hipoglicemiante em ratos normais e com diabetes
induzida do que a fragdo AcOEt, rica em LST. Contudo, esses autores testaram o efeito da
LST enidrina isolada das folhas do yacon nos modelos in vivo com ratos normoglicémicos e
com ratos com diabetes induzida. Os resultados demonstraram que essa LST isolada é capaz
de normalizar os niveis glicémicos dos animais quando administrada por um periodo de
tempo de oito semanas. Assim, é provavel que as LST também participem do efeito anti-
diabético observado no uso popular da espécie, porém os dados precisam ser melhor
investigados.

Esses resultados sdo coerentes, visto que acdo anti-inflamatoria e a anti-diabética
estdo relacionadas e as LST mostraram-se potentes anti-inflamatérias. O diabetes € uma
sindrome metabdlica causada principalmente por um processo inflamatério que causa uma
lesdo nas células f do pancreas, bem como nas ilhotas de Langerhans, tendo sido demonstrado
que mediadores da inflamacg&o, tais como as prostaglandinas, algumas citocinas e TNF-a
possuem papel determinante no desenvolvimento do quadro diabético (Robertson, 1983; Tran
et al.,, 1999). O efeito das prostaglandinas parecem ser 0s mais determinantes. Foi
demonstrado que as prostaglandinas sdo capazes de aumentar a produgédo hepatica da glicose e
de inibir a resposta aguda da insulina induzida pela glicose (Robertson, 1983; Tran et al.,
1999). Dessa forma, as prostaglandinas séo responsaveis pela manutencao de altos niveis da
glicose sanguinea. Adicionalmente, ficou demonstrado que drogas capazes de inibir a
liberacdo das prostaglandinas, em especial a PGE;, tal como a aspirina e o ibuprofeno, séo
capazes de aumentar a resposta da insulina induzida pela glicose em humanos e ratos normais

e diabéticos, bem como restaurar parcialmente a resposta a insulina e melhorar o quadro de
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intolerancia intravenosa a glicose em humanos e ratos diabéticos (Robertson, 1983; Tran et
al.,1999). Assim, a acdo das LST sobre as prostaglandinas pode estar relacionada aos efeitos
hipoglicemiantes e tdxicos observado para o EA e para o ELF, bem como para enidrina no
estudo de Genta et al. (2010).

As prostaglandinas possuem também importante funcdo na regulacdo da funcéo
renal. A PGE; produzida nas células dos rins mantém o fluxo renal e as taxas de filtragéo
glomerular através da regulacdo da vasoconstricdo e aumento das concentracdes plasmaticas
de catecolaminas, angiotensina e vasopressina (Dun, 1984). A inibicdo da ciclooxigenase, e
consequente inibi¢cdo da mobilizagdo do &cido araquidénico por drogas anti-inflamatdrias ndo
esteroidais, reduz a produgédo da PGE; renal, exagerando a vasoconstricdo renal e, portanto,
diminuindo o fluxo sanguineo renal e as taxas de filtracdo glomerular, podendo causar uma
doenca renal cronica ou reversivel (Dun, 1984). Os danos renais observados nos animais
tratados com o EA e com o ELF pode ter sido uma consequéncia da supresséo da PGE; nos
rins dos animais. Essa hipoOtese é corroborada pela observacdo do influxo de macréfagos
observado nos rins dos animais tratados com EA, visto que foi demonstrado que as
prostaglandinas suprimem a infiltracdo de macr6fagos nos rins, sendo que a inibicdo das
prostaglandinas nesse 6rgdo levou a um quadro de glomerulite inflamatéria desencadeada
pelos macrofagos (Catell et al.,1990).

Assim, é bastante provavel que as atividades anti-diabética, anti-inflamatdria e
toxica desencadeadas pelos extratos obtidos a partir das folhas do yacon estejam todas inter-
relacionadas. Da mesma forma, é provavel que tanto as LST quanto os ACG desempenhem
papéis importantes para que essas atividades ocorram, sendo as LST as principais
responsaveis pelos efeitos toxicos e anti-inflamatorios observados, mas também com
contribuic¢des significativas no efeito anti-diabético, enquanto os ACG parecem nao contribuir
para a toxicidade, mas exercem papel nos efeitos anti-inflamatdrios e principalmente no efeito

anti-diabético.
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6. Conclusao

e Os estudos fitoquimicos demonstraram que o EFL € rico em LST, o EP é rico
em ACG, enquanto o EA apresentou ambas as classes quimicas, demonstrando dessa
forma que tanto os ACG, quanto as LST estdo presentes em preparados populares com as
folhas do yacon;

e A administracdo oral do EA e do EFL em regime de dose repetida em ratos
causou toxicidade caracterizada por dano renal, enquanto a administragdo do EP ndo

resultou em efeitos tdxicos significativos;

e O fato de as LST estarem presentes no EA e no EFL, mas ausentes no EP
sugerem que as LST sdo os compostos responsaveis pela toxicidade dos extratos, e que 0s
ACG parecem ndo causar toxicidade;

e Os trés extratos (EA, EFL e EP) demonstraram atividade anti-edematogénica in
vivo. Essa atividade pode ser conseqliéncia de uma atividade anti-inflamatoria, visto que
todos os extratos demonstraram possuir algum efeito sobre marcadores ou mediadores da
inflamacdo, sugerindo que tanto as LST, quanto os ACG contribuem para os efeitos

observados;

e A atividade anti-diabética descrita para as folhas do yac6n pode estar
trés extratos testados nesse trabalho demonstraram inibir, embora de forma moderada, a
atividade da a-amilase. Essa atividade parece ter maior influéncia dos ACG do que das
LST;

e A atividade anti-diabética pode estar relacionada, ainda, a uma melhora na
resposta aguda a insulina, conforme observado no teste de intolerancia oral a glicose. Esse
experimento também revelou que os ACG parecem ter maior efeito sobre a atividade
hipoglicemiante do que as LST. Essa observacgéo esta de acordo com outros estudos sobre

a atividade anti-diabética do yacon encontrados na literatura;

e As atividades anti-diabética, anti-inflamatdria e tdxica demonstradas para o
yacon parecem estar relacionadas, Os ACG sdo responsaveis pelos efeitos

hipoglicemiantes observados, enquanto as LST podem contribuir com a atividade anti-
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diabética devido a supressdo de mediadores inflamatérios que atuam no desenvolvimento
do diabetes. Contudo, a administracdo prolongada de extratos com LST causa toxicidade
que resulta em uma reversdo da atividade anti-diabética observada, principalmente devido

ao dano renal;

e Dessa forma, com base nos resultados obtidos neste estudo, ndo deve ser
recomendado o consumo do cha preparado a partir das folhas do yacon na medicina

popular para o tratamento do diabetes.
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