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RESUMO

Cereus jamacaru DC. é uma espécie de Cactaceae utilizada na medicina
popular, conhecida popularmente como mandacaru. Este estudo teve como
objetivo identificar as classes de metabdlitos, quantificar o teor de fendlicos e
flavonoides, avaliar a atividade antioxidante, toxidade e potencial farmacolégico
das fragcbes cloroférmica (FC) e hidrometandlica (FHM) da raiz de C. jamacaru.
Os extratos foram preparados por maceragao e as fragcdes foram obtidas por
particdo liquido-liquido. As classes de metabdlitos foram detectadas por
cromatografia em camada delgada, em reveladores quimicos. Os teores de
fendlicos e flavonoides foram determinados por espectrometria no UV-vis. A
acdo antioxidante foi avaliada pelos métodos de sequestro do radical (DPPH) e
B-caroteno/acido linoleico. Foi avaliado a toxidade aguda e o efeito sobre o
sistema nervoso central pelo teste do rota rod. A atividade antinociceptiva foi
apurada nos testes das contor¢cbes abdominais, formalina e placa quente. A
atividade anti-inflamatadria foi realizada pelo teste do edema de pata induzido por
carragenina. A presenca de terpenos, esteroides, flavonoides, acidos fenélicos
e amino&cidos foi detectada nas fragdes. A FC apresentou maior contetudo de
fendlicos e flavonoides, e melhor atividade antioxidante que a FHM pelos
métodos analisados. Através da avaliacao toxicoldgica realizada, sugere-se que
as fracdes sdo atoxicas por via oral. Em relacdo a atividade antinociceptiva, as
fracBes reduziram (p<0,001) o numero de contor¢des e o tempo de lambida na
12 e 22 fase, em todas as doses testadas. As fracdes aumentaram o tempo de
laténcia ao calor (p<0,01 e p<0,001) em todas as doses e tempos observados.
A atividade anti-inflamatoria foi evidenciada nas fracdes (p<0,001), em todas as
doses e tempos observados. As fracdes ndo afetaram a coordenacdo motora
dos animais, além de possuirem propriedades antinociceptivas e anti-
inflamatoria, com indicios de mecanismo de acédo central, apresentando também
efeito na reducéo dos processos inflamatérios agudos. Espera-se, a partir desse
estudo, propiciar uma maior conscientizacao da populacéo para a conservacao
e uso sustentavel desta espécie.

Palavras-Chave: Mandacaru. Semiarido. Planta Medicinal. Metabdlitos.



ABSTRACT

Cereus jamacaru DC. is a species of Cactaceae used in folk medicine, popularly
known as mandacaru. This study aimed to identify the metabolites classes
quantify the phenolic content and flavonoids, evaluate the antioxidant activity,
toxicity and pharmacological potential of chloroform fractions (FC) and
hydromethanol (FHM) C. jamacaru root. The extracts were prepared by
maceration and fractions are obtained by liquid-liquid partition. The classes of
metabolites were detected by thin layer chromatography, in chemical developers.
The content of phenolics, and flavonoids were determined by UV-vis
spectrometry. The antioxidant activity was evaluated by the radical sequestration
methods (DPPH) and B-carotene/linoleic acid. Acute toxicity and the effect on the
central nervous system by route rod test was evaluated. The antinociceptive
activity was determined in tests of writhing, formalin and hot plate. The anti-
inflammatory activity was carried out by the paw edema induced by carrageenan.
The presence of terpenes, steroids, flavonoids, phenolic acids and amino acids
was detected in the fractions. FC showed higher content of phenolics and
flavonoids, and best antioxidant activity FHM analyzed by methods. Through the
toxicological evaluation, it is suggested that the fractions are non-toxic orally.
Regarding the antinociceptive activity, fractions reduced (p<0,001) the number of
writhes and licking time in the 12 and 22 stage, at all doses tested. Fractions
increased heat to the latency time (p<0,01 and p<0,001) at all doses and times
observed. The anti-inflammatory activity was detected in fractions (p<0,001) in all
the doses and times observed. The fractions did not affect the coordination of the
animals, besides their antinociceptive and anti-inflammatory properties, with
central action mechanism indicia, also showing the reduction effect of acute
inflammatory processes. It is expected from this study, promote greater public
awareness for the conservation and sustainable use of this species.

Keywords: Mandacaru. Semiarid. Medicinal plant. Metabolites.



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO GERAL
Figura 1. Cereus jamacaru DC.

CAPITULO | - COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DAS FRACOES CLOROFORMICA E
HIDROMETANOLICA DO EXTRATO DA RAIZ DE Cereus jamacaru
DC. (CACTACEAE)

Figura 1. (A) Material vegetal de Cereus jamacaru secando a
temperatura ambiente (B) Material pulverizado em moinho de facas (C)
Extracdo em metanol (D) Rotaevaporacéo sob pressao reduzida (E)
Extrato metandlico bruto

Figura 2. (Al e A2) Particdo liquido-liquido (B) Fracéo Cloroférmica
(C) Fracédo Hidrometandlica

Figura 3. Curva de decaimento da densidade ética em sistema de
cooxidacao de [(B-caroteno/acido linoleico

Figura 4. Cromatografia em camada delgada em luz UV 254 nm: (A)
Fracdo Cloroférmica (B) Fracdo Hidrometandlica

Figura 5. Quantificacdo de fendlicos: (A) Fracdo Cloroférmica (B)
Fracdo Hidrometandlica

Figura 6. Quantificacdo de flavonoides: (A) Fracdo Cloroférmica (B)
Fracdo Hidrometandlica

Figura 7. Curva de calibracéo Acido Galico (ANEXO 2)

Figura 8. Curva de calibracdo Quercetina (ANEXO 2)

Figura 9. Atividade antioxidante (DPPH): (A) Fracéo Cloroférmica (B)
Fracdo Hidrometandlica

Figura 10. Curva de calibracdo Trolox 1 (ANEXO 2)

Figura 11. Curva de calibragcéo Trolox 2 (ANEXO 2)

Figura 12. Curva de calibracdo Trolox 3 (ANEXO 2)

Figura 13. Curva de calibragdo Acido Ascorbico 1 (ANEXO 2)
Figura 14. Curva de calibracdo Acido Ascérbico 2 (ANEXO 2)
Figura 15. Curva de calibraco Acido Ascorbico 3 (ANEXO 2)
Figura 16. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FC
(amostral) (ANEXO 2)

Figura 17. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FC
(amostra2) (ANEXO 2)

Figura 18. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FC
(amostra3) (ANEXO 2)

Figura 19. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FHM
(amostral) (ANEXO 2)

Figura 20. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FHM
(amostra2) (ANEXO 2)

Péag.

19

41

42
46
48
49
49
105
105
50
106
106
106
107
107
107
108
108
108
109

109



Figura 21. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FHM
(amostra3) (ANEXO 2)

Figura 22. Curva cinética de degradacdao do [(-caroteno da FC
(ANEXO 2)

Figura 23. Curva cinética de degradagao do [(-caroteno da FHM
(ANEXO 2)

Figura 24. Atividade antioxidante (Sistema B-caroteno/acido linoleico)
Figura 25. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno da FC
(amostral) (ANEXO 2)

Figura 26. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno da FC
(amostra2) (ANEXO 2)

Figura 27. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno da FC
(amostra3) (ANEXO 2)

Figura 28. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno da FHM
(amostral) (ANEXO 2)

Figura 29. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno da FHM
(amostra2) (ANEXO 2)

Figura 30. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno da FHM
(amostra3) (ANEXO 2)

CAPITULO 1l - AVALIACAO TOXICOLOGICA E ESTUDO DAS
ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DAS
FRACOES CLOROFORMICA E HIDROMETANOLICA DO
EXTRATO DA RAIZ DE Cereus jamacaru DC. (CACTACEAE)

Figura 1. (A) Material vegetal de Cereus jamacaru secando a
temperatura ambiente (B) Material pulverizado em moinho de facas (C)
Extracdo em metanol (D) Rotaevaporacdo sob pressao reduzida (E)
Extrato metandlico bruto

Figura 2. (Al e A2) Particdo liquido-liquido (B) Fracédo Cloroférmica
(C) Fracao Hidrometandlica

Figura 3. Aparelho de rota-rod

Figura 4. Caixa de observacao utilizada para o teste das contor¢des
abdominais e formalina

Figura 5. Placa Quente

Figura 6. Pletismdmetro

Figura 7A. Efeito da FC (75, 150, 300 mg/kg v.0o T60min) no teste da
coordenacdo motora em camundongos 7B. Efeito da FC (75, 150, 300
mg/kg v.0 T120mim) no teste da coordenagdo motora em
camundongos

Figura 8A. Efeito da FHM (75, 150, 300 mg/kg v.0 T60min) no teste
da coordenagéao motora em camundongos 8B. Efeito da FHM (75, 150,
300 mg/kg v.o T120mim) no teste da coordenacdo motora em
camundongos

Figura 9. Efeito da FC nas contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acético em camundongos

Figura 10. Efeito da FHM nas contor¢des abdominais induzidas por
acido acético em camundongos

109

110

110

51
111

111

111

112

112

112

73

74

77
78

80

81
82/83

83/84

84

85



Figura 11A. Efeito da FC na primeira fase do teste da formalina em
camundongos 11B. Efeito da FC na segunda fase do teste da
formalina em camundongos

Figura 12A. Efeito da FHM na primeira fase do teste da formalina em
camundongos 12B. Efeito da FHM na segunda fase do teste da
formalina em camundongos

Figura 13. Efeito da FC na laténcia da dor avaliada pelo teste da placa
quente em camundongos

Figura 14. Efeito da FHM na laténcia da dor avaliada pelo teste da
placa quente em camundongos

Figura 15. Efeito da FC (75, 150 e 300 mg/kg) sobre o edema de pata
induzido por carragenina em camundongos

Figura 16. Efeito da FHM (75, 150 e 300 mg/kg) sobre o edema de
pata induzido por carragenina em camundongos

86

87

88

89

90

91



LISTA DE TABELAS

CAPITULO | - COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DAS  FRACOES CLOROFORMICA E
HIDROMETANOLICA DO EXTRATO DA RAIZ DE Cereus jamacaru
DC. (CACTACEAE)

Tabela 1. Determinacao do rendimento do extrato bruto e fragdes (%).

Tabela 2. Perfil fitoquimico das fragbes de C. jamacaru.

Tabela 3. Teor de compostos fendlicos totais das fragcdes, expressos em
miligramas de equivalente acido galico por gramas de extrato (x desvio
padrao).

Tabela 4. Teor de flavonoides totais das fracdes, expressos em
miligramas de equivalente quercetina por gramas de extrato (+ desvio
padréo).

Tabela 5. Atividade antioxidante das fragdes avaliada pelo CEso (DPPH),
valores expressos em ug/mL.

Tabela 6. Parametros cinéticos do potencial antioxidante no sistema [3-
caroteno/acido linoleico (F1 e F2), para as fracdes (FC e FHM). Valores
expressos em pg/mL.

Pag.

47

48
49

49

50

52



LISTA DE SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS

A/AS — Anisaldeido-Acido Sulfarico

AINES - Anti-inflamatorios ndo-esteroides

ANOVA - Andlise de Variancia

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
C. —Cereus

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

CEso — Concentragéo Eficiente a 50%

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
cm — centimetro

DC. — De Candolle

DL50 — Dose Letal a 50%

DNA — Acido desoxirribonucleico

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

DRG — Dragendorff

EAG/g — Equivalente Acido Galico/gramas

EQ/g — Equivalente Quercetina/gramas

E.P.M — Erro Padréo da Média

ERL — Erlich

FC — Fracao Cloroférmica

FHM — Fracao Hidrometanolica

LAPRON - Laboratorio de Produtos Naturais e Bioativos
LAFAR — Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais e Bioativos
mg/mL — miligramas por mililitro

mg/Kg — miligramas por kilograma

mm — milimetro

mL — mililitro
NaCl — Cloreto de Sédio
NID — Ninidrina

NP/PEG — Solucdo metanélica com 1% de 2-aminoetil difenilborinato + solucao
etandlica com 5% de polietilenoglicol

nm — nanémetro

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

r.p.m — rotagcao por minuto

SNC - Sistema Nervoso Central

SUS - Sistema Unico de Satde

UV-vis — Ultravioleta-visivel

S.p — subplantar

V.i.p — via intraperitoneal

V.0 — via oral

v/v — volume/volume

Mg — Micrograma

ML — Microlitro

pg/mL — Micrograma por mililitro

%AA — Porcentagem de Atividade Antioxidante



SUMARIO

1 INTRODUGAQO GERAL ..ot 16
1.1 Semiarido Drasileir0.............cieeeii i 16
I =TT Yo [\ V=T £ T = Vo [ 16
1.3 Afamilia CactaC@ae..........ceiiiieiiii e 17
1.4 O QENEIO CRIBUS. ...uuiiiie e e e e e eeee e et ettt e e e e e e e e e e e e e e aa e eae s 18
1.4.1 Cereus jamacaru e seu uso medicinal...........ccccceeveeneiiieeiiiiiiniciiieeiiiens 19
1.5 Desenvolvimento de NOVOS fArmacosS..........cccovvvvveeiiiiiiiiic e, 21
1.6 Conceitos de nocicepgao e inflamacgao............ueueiiiiiiiieeeeiieiiiiiinnn 23
2. OBJIETIVOS....ceettitiitiiiit ettt e e e e e e e e e e e eeae e nnnes 25
2.1 OBIETIVO GERAL.... ot e e 25
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......coiiieeeeee et 25
3. REFERENCIAS. ......ooititiieteteeeee ettt 26

CAPI'TEJLO | - COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS
FRACOES CLOROFORMICA E HIDROMETANOLICA DA RAIZ DE Cereus

jamacaru DC. (CACTACEAE).........o it 32
RESUIMO. ..t e et e e et e e e et e e eea e e e eeaaeaes 33
Y 013 = Lo U PPPPPRR 34
1. INTRODUGAO. ......cuiiiiecieeeteee ettt n e ea et en e eneaenen, 35
2. MATERIAL E METODOS.......ocoiiiiteeteeeeee e eeee ettt seennane e 40
2.1 Coleta do material DOtANICO. ........iieeiieiiiiiiieeecee e 40
2.2 Obtencao e processamento do extrato bruto..............cccoevvviiiiiiiiiieennn. 40
2.3 Fracionamento do extrato Bruto..............ooveveviiiiiiiiiiiii e 42
3. Analise da CompoSICA0 QUIMICA..........uuuruuiiiiiiieee i eeeeee e 43
3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)........cccoeeeveiniiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 43
3.2 Quantificacdo de Compostos FENOIICOS.............cvvvvvuviiiieeeeeeieeeeeeeeeaiiians 44
3.3 Quantificacao de Flavonoides TOtaIS. ...........uuuveriiriiiiiiiieeeeeeiee i 44
4. Atividade ANtIOXIAANTE........ccoeiiiiieee e 44
4.1 Atividade Sequestrante do Radical Livie DPPH..........ciiiiiiiiiiiis 44
4.2 Inibicdo da cooxidacao do sistema B-caroteno/acido linoleico................. 45
4.3 CAICUIO & CEDBD......cciiiiiiieee ettt e e e e e nnes 47
5. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e s ee e e eeeeeees 47
5.1 Rendimento do Extrato Bruto @ Fragles...........ccccuvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeneeeenne 47
5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)........ccooeevviviiiiiiieriiiiiie e, 47
5.3 Quantificacdo de Compostos Fendlicos e Flavonoides Totais................. 48
6. Atividade ANtIOXIAANTE. ..........uuuieiiiie e 50
6.1 Atividade Sequestrante do Radical Livie DPPH..............coooeeiiiiiiiiiiiiinns 50
6.2 CAICUIO B CEB0....cceeeeei i i ittt e e e e e eeeeeeas 50
6.3 Inibicdo da cooxidagao do sistema [3-caroteno/acido linoleico................. 51
7. DISCUSSAOD........ooiiiieicieieieieiee ettt 53
8. CONSIDERACOES FINAIS. .....ccoiivieeeee et senan s 57

9. REFERENCIAS ... oo ettt e, 59



CAPITULO Il - AVALIACAO TOXICOLOGICA E ESTUDO DAS ATIVIDADES
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DAS FRACOES
CLOROFORMICA E HIDROMETANOLICA DO EXTRATO DA RAIZ DE

Cereus jamacaru DC.
(CACTACEAE)....c ettt ettt 65
RESUMIO. ...t e e e e e e e e e n e e eeees 66
ADSITACT. ... e e e 67
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt et sae e ate e 68
2. MATERIAL E METODOS ... .ottt ettt 72
2.1 Coleta do material DOtANICO. .........uuuiiiiiiiiiieeee e 72
2.2 Obtencéo e processamento do extrato Druto.............eeevvvveeeeeeiiiiiiiiiinnnee 72
2.3 Fracionamento do extrato bruto............cuuveviiiiiieiiiiiieee e 74
3. ENSQIOS BIOIOGICOS. .....eeiieiiiiiiiiiee ettt 75
3.1 ANIMaiS UtIZAdOS.......ccoiiiiiiiiiiiiiieceeee e 75
3.2 Teste de ToxXidade AQUAA..........cooiiiiiiiiiiiiiiee et 75
3.3 Teste para avaliar a coordenacdo motora (Rota Rod)...........cccceeveeeennnnn. 77
3.4 Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético........... 78
3.5 Teste da FOrMAaliNG.........uueiiiiiiiiieei e 78
3.6 Teste da Placa QUENTE........uuuiiiiee e e eeeneaees 79
3.7 Teste do Edema de Pata Induzido por Carragenina...............ccccceennnnnnn. 80
4. Analise Estatistica dOS DadOS..........ccccvruiiiiiiiiiiiiiiee e 81
5. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e as 81
5.1 Teste de ToXidade AQUAA..........cooeiiiiiiiiiiiiiiiie et 81
o I B = =T = TSP 81
5.1.2 Procedimento de DOSE FiXa..........uuuuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeieeiiiie s 82
5.2 Teste para avaliar a coordenacdo motora (Rota Rod)...........cccceeeeeeennnnn. 82
5.3 Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético........... 84
5.4 Teste da FOrMaliNa.........cuuiiiiiiiiieieiiic e 85
5.5 Teste da Placa QUENTE.......ccoiiiiii i e e eeeaeeees 88
5.6 Teste do Edema de Pata Induzido por Carragenina...............cccccevnnnnnnn. 89
B. DISCUSSAD. ..ottt 91
7. CONSIDERACOES FINAIS......coiiiiieeeeeeeeeee et 96
8. REFERENCIAS.......ocutiiitiiee ettt saen s 97
Q. ANEXO Lttt e e e e e e 104
1O ANEXQO 2. et 105
L1 ANEXO 3ottt ettt e e ettt e et e e e e e e e e e e e n e nae e 113

12 ANEXO 4. 114



16

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Semiarido brasileiro

O semiarido € uma &rea marcada pela irregularidade das chuvas,
determinando longos periodos de seca, com fortes deficiéncias hidricas nos rios,
solos e ecossistemas xerofilos, ocorrentes na regido Nordeste (GIULIETTI;
QUEIROZ, 2006). A Caatinga € um dos biomas mais ricos em recursos genéticos
vegetais dada a sua alta biodiversidade, com predominancia das familias
Cactaceae, Bromeliaceae, Herbaceae e Euphorbiaceae (SAMPAIO et al., 2002).
Ocupa a maior parte dos 844 mil km2 do semiarido nordestino, chegando a
representar 9,92% do territério nacional (IBGE, 2015).

A palavra caatinga € de origem tupi e significa mata branca, referindo-se
ao aspecto da vegetacao durante a estacdo seca, quando a maioria das arvores
perde as folhas, e o0s troncos esbranquicados dominam a paisagem
(ALBUQUERQUE et al., 2010).

As espécies de Cactacéas mais comumente encontradas sao Cereus
jamacaru DC. (mandacaru), Pilosocereus gounellei (F.A.C.Weber) Byles e G.D.
Rowley (xique-xique), Pilosocereus pachycladus F. Ritter (facheiro), Melocactus
bahiensis (Britton & Rose) Luetzelb. (coroa de frade) (CAVALCANTI; RESENDE,
2007), Harrisia adscendens Guerke Britton & Rose (rabo-de-raposa), Nopalea
Cochenillifera L. Salm-Dyck. (palma-de-engorda), Opuntia dillenii Ker-Gawler
Haworth (palma-de-espinho), Opuntia ficus-indica L. Miller (palma-de-gado) e
Opuntia palmadora Britton & Rose (palmatéria) (ANDRADE, 2008). Aspectos
anatdbmicos, ecoldgicos e fisioldgicas peculiares a familia Cactaceae, séo

responsaveis pela adaptacéo desta ao clima semiarido (DUQUE, 2004).

1.2 Biodiversidade

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de
20% do numero total de espécies do planeta. Esse patrimonio genético tem valor
econdbmico-estratégico inestimavel em varias atividades, mas €é no

desenvolvimento de novos medicamentos que reside sua maior potencialidade.
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Estima-se que 25 a 50% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual
foram desenvolvidos de fontes naturais, sendo 25% a partir de plantas, 13% de
microorganismos e 3% de animais (NEWMAN; CRAGG, 2007).

A importancia desses recursos genéticos € incontestavel, existindo uma
grande preocupacao por parte da comunidade cientifica em conhecer e utilizar
de forma racional esse recurso, bem como, ampliar a coleta de determinadas
espécies, aprofundar os estudos sistematizados sobre 0 manejo dos recursos
genéticos com espécies existentes na regido, na conservacao da diversidade
bioldgica e na utilizacdo de forma sustentavel de seus componentes (ROTTA et
al., 2006).

1.3 Familia Cactaceae

Relatos informam que espécies da familia Cactaceae foram introduzidas
no Brasil ainda na época do Império, pelos portugueses, provavelmente das Ilhas
Canérias, para ser iniciado o cultivo da cochonilha (Coccus cati), que produz o
corante carmim, que naguela época era de grande valor comercial (LUCENA et
al., 2012a).

A familia Cactaceae é constituida de 124 géneros e aproximadamente
1.440 espécies de distribuicdo quase exclusivamente neotropical (HUNT et al.,
2006). No Brasil, estédo registradas 160 espécies pertencentes a 32 géneros,
dentre as quais 80 espécies ocorrem na regido Nordeste (ARRUDA et al., 2005).
Dotadas de feicbes peculiares, as cactaceas apresentam notaveis
especializacbes anatdbmicas, morfolégicas e funcionais. Gragcas a elas,
conseguem répida absorcdo, grande retencdo e minimo consumo de agua,
captada das chuvas ou do ar (RIZZINI, 1979).

As espécies de cactaceas sao geralmente xerdfitas, suculentas, perenes
e adaptadas as regides semiaridas das Américas. Os cactos possuem habitos
diversos: arboéreo, arbustivo, subarbustivo, trepador, epifito ou gedfito;
apresentam raiz fibrosa ou tuberosa (ZAPPI; TAYLOR, 2008). Tém uma haste
fotossinteticamente ativa, de cor variavel, forma e tamanho, formando cladodios,
gue pode ser liso, cilindrico, colunar ou globular e sédo geralmente revestidos de
espinhos (BARROSO et al., 1987). Em relagédo aos cladodios colunar, estes tém

um papel central, com uma estrutura radial que se forma a partir de trés a
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diversos angulos (CULLMANN et al.,1987). As raizes sao finas e dispostas,
horizontalmente, na camada superficial do solo, formando uma verdadeira
esponja, até 30-40 cm de profundidade e se estendendo por alguns metros, em
torno do tronco (NOBEL, 1988).

As cactaceas apresentam grande potencial como fonte de substancias de
uso medicinal, cosmético, alimenticio (BIAVATTI et al., 2007) e ornamental
(LIMA, 1996).

De acordo com Andrade et al. (2006a; 2006b), apesar de agricultores que
vivem na regido do semiarido nordestino terem um vasto conhecimento sobre as
espécies da familia Cactaceae, poucos estudos com foco etnobotanico tém sido
realizados para ampliar o conhecimento sobre cactos e a diversidade de
utilizacdes aplicadas as espécies pela populacdo tradicional. Estes estudos
podem contribuir consideravelmente para fornecer informacfes para o
desenvolvimento e aplicacdo do manuseamento sustentavel destas plantas. Em
outras regides do mundo, estudos etnobotanicos com cactos foram iniciados, por
exemplo, no México (DEL LUNA-MORALE; AGUIRRE, 2001; JIMENEZ-
SIERRA; EGUIARTE, 2010y, Cuba (FUENTES, 2005), Colémbia (FERNANDEZ-
ALONSO, 2006) e nos Estados Unidos (JIMENEZ-SIERRA; EGUIARTE, 2010),
a analisar as informacoes relativas aos aspectos variados de uso, gestédo e

domesticacao de espécies.

1.4 Género Cereus

A palavra Cereus significa “tocha” em grego e latim, entdo provavelmente
esse género foi nomeado devido a forma de candelabro do primeiro cacto
descrito (DAVET, 2005). Pertencente a tribo Cereeae, o género Cereus
(subfamilia Cactoideae) compreende quatro subgéneros distribuidos na América
do Sul, dentre os quais, 0 subgénero Cereus é encontrado em varios biomas,
como Caatinga, Cerrado, Campos rupestres e Mata Atlantica (TAYLOR; ZAPPI,
2004). Foi primeiramente descrito por Hermann, em 1968 e depois por Miller em
1754. Em 1909, Riccobono dividiu o género e criou a denominagdo de
Piptanthocereus (BRITTON; ROSE, 1937).

As espécies pertencentes ao género Cereus possuem hastes eretas, altas

e colunares, exceto C. pachyrhizus. As hastes geralmente sao ramificadas e
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apresentam de 4 a 6 “costelas” salientes. As aréolas presentes no caule
possuem espinhos eretos. As flores sao alongadas, com formato de funil e com
abertura noturna (BRITTON; ROSE, 1963).

Espécies de Cactaceae da caatinga nordestina, principalmente do género
Cereus, tem sido de grande importancia na alimentacao da fauna local (ROCHA;
AGRA, 2002).

Espécies do género Cereus nativas do Brasil listadas em Zappi et al.,
(2011): Cereus adelmarii (Rizzini & Mattos) P.J.Braun, C. albicaulis (Britton &
Rose) Luetzelb., C. bicolor Rizzini & A.Mattos, C. fernambucensis Lem., C.
fernambucensis Lem. subsp. fernambucensis, C. estevesii P.J.Braun, C.
fernambucensis subsp. sericifer (Ritter) N.P.Taylor & Zappi, C. hexagonus (L.)
Mill, C. hildmannianus K.Schum, C. hildmannianus K.Schum. subsp.
hildmannianus, C. hildmannianus subsp. uruguayanus (R.Kiesling) N.P.Taylor,
C. insularis Hemsl, C. jamacaru DC., C. jamacaru subsp. calcirupicola (F.Ritter)
N.P.Taylor & Zappi, C. jamacaru DC. subsp. jamacaru, C. kroenleinii N.P.Taylor,
C. mirabella N.P.Taylor, C. pierre-braunianus E. Esteves Pereira, C. saddianus
(Rizzini & Mattos) P.J.Braun e C. spegazzinii F.A.C.Weber.

1.4.1 Cereus jamacaru e seu uso medicinal

Cereus jamacaru DC. (Figura 1), popularmente conhecido como
mandacaru ou mandacaru-de-boi, € um cacto colunar caracteristico da regido
semiarida do Brasil (BRAUN et al., 2013). E uma cactacea xerdfila, que possui
mecanismos de sobrevivéncia especial, que resistem a seca (GERMANO et al.,
1991); para o gado, o uso na alimentacdo justifica-se pela capacidade de

armazenar grande quantidade de agua (cerca de 15%) (BRAGA, 2008).

Figura 1. Cereus jamacaru (De Candolle) coletados em Feira de Santana — Ba.
(Foto: Amanda Santana)
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Possui tronco lenhoso chegando a alcangar cerca de 60 cm de diametro
e aproximadamente 10 m de altura (BRAGA, 1976). Os espinhos sao radiais,
podendo apresentar cerca de 9 a 30 cm de comprimento (BRITTON; ROSE,
1937) e podem apresentar coloragdo amarela, marrom ou avermelhada
(SHEINVAR, 1985).

As flores sao laterais e subapicais, brancas, medindo de 20 a 30 cm de
comprimento. Os frutos séo elipsoides, medindo cerca de 5 a 12 cm de
comprimento e 7 a 12 cm de diametro (SHEINVAR, 1985). A polpa € funicular
branca, mucilaginosa, doce, comestivel, apresentando sementes de cor preta
(ROCHA; AGRA, 2002).

O caule é utilizado na medicina popular como diurético e toda a planta é
usada no tratamento do escorbuto e nas afec¢des do aparelho respiratorio
(SCHEINVAR, 1985). As raizes sédo utilizadas nas doencas respiratérias, renais
e como diuréticas (AGRA et al., 2008).

Essa espécie é comumente encontrada em Caatinga do nordeste do
Brasil. Neste bioma, 0 mandacaru € uma espécie chave para a sustentabilidade
e conservacao da biodiversidade (CAVALCANTI; RESENDE, 2006), sendo uma
importante fonte de agua e de nutrientes durante a estacdo seca. Nas areas
semiaridas do Brasil, sdo usados como racdo para o gado depois da remocéao
dos picos de fogo, especialmente no ano mais seco (BRITTON; ROSE, 1963;
MEDEIROS et al., 1994). E utilizado também como planta ornamental, uma vez
que a sua forma colunar se destaca na paisagem (LIMA, 1996). Para
alimentacdo humana é utilizado cozido ou como um ingrediente em doces e seu
fruto é consumido fresco (DE LUCENA et al., 2013).

Na Bahia, o estudo mais recente citando o uso de cactaceas na medicina
popular registrou a utilizacdo de chas das raizes de C. jamacaru para tratar
infeccdes urinarias (ANDRADE, 2008) e usada também no tratamento de
doencas como reumatismo, feridas, furdnculos e inflamacéo do rim (DE LUCENA
et al., 2013).

A medicina popular vem contribuindo cada vez mais as ciéncias do
homem, devido aos conhecimentos e praticas médicas de carater empirico,
influenciadas pelo contexto econdmico, fisico e sociocultural no qual se

encontram inseridas. Com isso, a etnobotanica, que tem sido definida como o
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estudo das inter-relacfes diretas entre humanos e plantas, procura interligar o
conhecimento tradicional que determinada comunidade acumulou sobre o
ambiente em que vive para que possa interagir com este ambiente e retirar a
base de sustento para a sobrevivéncia e cultura (ALBERTASSE; THOMAZ;
ANDRADE, 2010). Esse conhecimento empirico transmitido de geracdo a
geracdo foi de fundamental importancia para que pudéssemos compreender e
utilizar as plantas medicinais como recurso terapéutico na cura de doencas
(TESKE; TRENTINE, 2001).

No Brasil existe atualmente um medicamento fitoterapico composto
conhecido como Flor da Noite Composta, registrado na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) com a espécie C. jamacaru, sendo utilizado para
o tratamento do climatério (fase da vida em que ocorre a transigao do periodo
reprodutivo ou fértil para o nao reprodutivo, devido a diminuicdo dos hormonios
sexuais produzidos pelos ovarios) e outros cinco medicamentos a partir de outras
espécies do género (C. grandiflorus, C. hildemanianus e C. peruvianus)
(BRASIL, 2013).

1.5 Desenvolvimento de novos farmacos

E notavel o grande desenvolvimento do uso de plantas medicinais em
diversas areas, tanto como medicamentos fitoterapicos e fonte de farmacos,
como de cosméticos e alimentos funcionais (ALVES, 2010). O uso das plantas
para fins medicinais tem despertado um grande interesse pelo conhecimento da
composicdo quimica das plantas (SIMOES et al., 2003). O uso de extratos
vegetais e fitoquimicos com fins medicinais € uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade (GONCALVES et al., 2005). Gracas a sua
atividade metabdlica secundaria, 0s vegetais superiores sdo capazes de produzir
substancias antibidticas, utilizadas como mecanismo de defesa (GOTLIEB,
1981). A aplicacao de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencgas
estad associada a medicina popular em diferentes partes do mundo (COUTINHO
et al., 2004).

Os metabolitos secundarios sao substancias que, na maioria das vezes,
exercem fatores de interacdo entre organismos e desta maneira, frequentemente

apresentam diversas atividades bioldgicas de interesse e farmacologicamente
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importantes (SIMOES et al., 2003). A interacéo do ambiente com os mecanismos
fisiolégicos das plantas medicinais pode influenciar no metabolismo secundario,
o que implica uma grande variagdo na producéo de metabdlitos secundarios intra
e interespécies (ARIMURA et al., 2005).

Véarias séo as classes de metabdlitos secundarios, dentre elas se
destacam triterpenos, compostos fenolicos em geral, flavonoides e alcaloides.
Esses compostos possuem uma gama imensa de atividades farmacoldgicas, tais
como anti-inflamatodria, antioxidante, antitumoral, dentre outras inumeras
atividades. Portanto, as fontes de metabdlitos secundarios parecem ser
inesgotaveis em relacdo as possibilidades de se encontrar novas e diferentes
estruturas com atividades de extrema importancia medicinal e comercial
(YUNES; CALIXTO, 2001). Sao de grande importancia nas seguintes areas:
farmacéutica, alimentar, agronébmica e cosmética. Entre essas se destaca a
farmacéutica (GAMBETA, 2008).

Os avancos da Quimica, Farmacologia e Biologia Molecular a partir de
meados do século XX, aliados a introducdo de novos ensaios bioquimicos,
conduziram ao desenvolvimento da Quimica Medicinal, com o planejamento
racional de farmacos baseado na abordagem fisiol6gica. Entretanto, diminuiu
também, nos ultimos anos, o nimero de novos farmacos langados no mercado
e pode-se observar um ressurgimento no interesse por produtos naturais como
fonte de novas substancias bioativas (COSTA, 2009).

Do ponto de vista tecnolégico, a busca de novos farmacos oriundos de
plantas € um processo interativo de descoberta de protétipos moleculares, a
partir do fracionamento biomonitorado de espécies vegetais (LEE, 2004). Dentre
as recentes estratégias utilizadas para o isolamento e identificacdo de
substancias com potencial terapéutico, a pesquisa por substancias presentes em
extratos de plantas se destaca como uma das mais importantes. O estudo
biomonitorado enfatiza o conhecimento da estrutura dos constituintes quimicos
de uma planta, com énfase nas substancias com atividade biol6gica (PINTO et
al., 2002).

Os medicamentos desenvolvidos a partir de plantas sdo denominados
fitoterapicos ou fitofarmacos. Os fitoterapicos sdo produtos complexos obtidos
das plantas para fins terapéuticos, como uma tintura ou um xarope que traz a

planta em sua complexidade ou partes desta para a sua fabricacdo; enquanto os
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fitofarmacos sdo medicamentos que tem como principio ativo uma substancia
isolada de planta e que possui atividade farmacoldgica sobre 0 organismo. O seu
uso adequado traz uma série de beneficios para a saude, ajudando no combate
de doencas infecciosas, alérgicas, disfuncbes metabdlicas, entre outros
(RIBEIRO et al., 2004).

1.6 Conceitos de nocicepgao e inflamagao

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel associada ou descrita em termos de lesbes teciduais, que
apresentam carater subjetivo e abstrato (BASBAUM; BUSHNELL, 2002). E
considerada um sinal classico no processo inflamatério e o seu controle contribui
de forma substancial na terapéutica a ser empregada. Diante disso, os farmacos
anti-inflamatérios que possuem boa eficacia no tratamento da dor sdo bastante
desejados (CASTRO, 2011).

A partir de suas caracteristicas fisiopatolégicas, a dor pode ser
classificada como nociceptiva, neuropatica e/ou psicogénica. A dor nociceptiva
resulta da ativagcao direta de nociceptores da pele e outros tecidos em resposta
a uma lesao tecidual, acompanhada de inflamacédo, a exemplo da dor pés-
operatoria e da queimadura. Ja a dor neuropatica é decorrente de alteracdo ou
lesdo do sistema nervoso central ou periférico, e manifesta-se na auséncia de
agressoes teciduais; e a dor psicogénica é aguela em que o estimulo psiquico
seria responsavel por seu eliciar (ALVES NETO et al., 2009; KLAUMANN et al.,
2008).

O termo nocicepcao esta relacionado com o reconhecimento de sinais
dolorosos pelo sistema nervoso, que formulam informacgdes relacionadas a
lesdo. Baseado nestes conceitos, o termo dor seria melhor aplicado a seres
humanos do que aos animais, pelo fato deste termo envolver um componente
emocional (KLAUMANN et al., 2008). A percepcédo do estimulo nociceptivo na
periferia se da por estruturas especificas situadas nas terminac¢des nervosas das
fibras sensoriais, denominadas nociceptores ou receptores da dor (LUIZ, 2007).
Segundo Julius e Basbaum (2001), os nociceptores sao as terminacdes

nervosas das fibras aferentes primarias, amplamente distribuidos na pele, vasos,



24

musculos, articulagdes e visceras. Caracterizam-se dependendo da localizac&o
e da capacidade de resposta a diferentes estimulos (DAHL; MOINICHE, 2004).

A inflamacé&o é uma resposta ndo especifica da microcirculacéo do tecido
lesionado provocado por estimulos biologicos, fisicos, quimicos ou pela
combinacéo destes (NATHAN, 2002). A reacéao inflamatdria se caracteriza por
uma cascata de eventos onde sinais classicos da inflamacéo, tais como, rubor,
calor tumor e dor, se fazem presentes. (GILROY et al., 2004). Esses eventos
acompanham algumas alteracdes fisiolégicas como, vasodilatacdo, aumento do
fluxo sanguineo local e da permeabilidade vascular, migracdo de leucdcitos,
necrose e apoptose, além da liberacdo de mediadores quimicos (HUERRE;
GOUNON, 1996; VIVIER; MALISSEN, 2005).

Muitos séo os trabalhos publicados no mundo sobre estudo farmacoldgico
de plantas buscando atividade antinociceptiva (GUIMARAES et al., 2013; LIMA
et al., 2013; SILVA et al.,, 2015). As pesquisas que fortaleceram a busca de
analgésicos a partir dos vegetais e marcaram a histdria de plantas no tratamento
da dor foi o isolamento da morfina a partir de Papaver soniferum e do acido
salicilico extraido de Salix alba (MCCURDY; SCULLY, 2005).

Embora o numero de pesquisas sobre plantas com atividades anti-
inflamatérias tenha crescido ao longo dos anos, somente em 2005 foi
desenvolvido o primeiro anti-inflamatério fitoterapico brasileiro, conhecido como
Acheflan®, a partir do 6leo essencial de Cordia verbenacea, um arbusto da mata
atlantica comumente chamado de erva-baleeira, eficaz no tratamento de
contusoes, tendinite e reumatismos (MICHIELIN, 2009).

Resultados ainda ndo publicados, de trabalhos em andamento do nosso
grupo de pesquisa (Grupo de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais e
Bioativos / Farmacologia de Produtos Naturais e Bioativos), indicaram que 0s
extratos metanodlicos da raiz da espécie C. jamacaru apresentaram acao
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antimicrobiana. Levando-se em consideragao
gue sao escassos 0s trabalhos cientificos sobre 0 uso medicinal de espécies da
familia Cactaceae, justifica-se a importancia de aprofundar os estudos a partir

do fracionamento do extrato metandlico bruto da raiz de Cereus jamacaru.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

e Avaliar o potencial farmacologico das fracdes cloroférmica e
hidrometandlica oriundas do extrato metandlico da raiz de Cereus

jamacaru investigando sua atividade antioxidante e composi¢éo quimica.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar o conteudo de fendlicos e flavonoides totais e determinar a
atividade antioxidade das fracdes cloroférmica (FC) e hidrometandlica
(FHM);

e Identificar as classes de metabdlitos das fracBes utilizando técnicas
cromatograficas;

e Estudar a toxidade aguda pré-clinica das frages (FC e FHM);

e Averiguar os possiveis efeitos das fracdes (FC e FHM) sobre o SNC e na
coordenacao motora de camundongos através do teste do rota rod;

e Verificar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria das fracées (FC e
FHM) pelos testes das contorcbes abdominais induzidas pelo acido
acético, formalina, placa quente e edema de pata induzida por

carragenina utilizando modelo animal.
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COMPO§IQAO QUiMIQA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS
FRACOES CLOROFORMICA E HIDROMETANOLICA DO
EXTRATO DA RAIZ DE Cereus jamacaru DC. (CACTACEAE)
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RESUMO

Cereus jamacaru DC. pertence a familia Cactaceae e € pouco estudado do ponto
de vista quimico. Este estudo teve como objetivo caracterizar quimicamente as
fracbes cloroformica (FC) e hidrometandlica (FHM), quantificar o teor de
compostos fendlicos e flavonoides e avaliar sua atividade antioxidante. O perfil
cromatografico foi analisado por cromatografia em camada delgada. O teor de
fendlicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau, em
espectrofotometro UV-Vis a 750 nm, utilizando acido galico como padréo. A
determinacao de flavonoides foi feita em espectrofotdmetro UV-Vis a 425 nm,
por reacdo com cloreto de aluminio. Quercetina foi utilizada como padrdo. A
atividade antioxidante foi avaliada pelo método do sequestro do radical (DPPH)
a 517 nm, com trolox e &cido ascérbico como padrdo, e pelo teste do B-
caroteno/acido linoleico, por espectrofotometria (470 nm), com trolox como
padrdo. A presenca de terpenos, esteroides, acidos fendlicos, flavonoides e
aminoéacidos foi detectada em ambas as fracdes, apresentando resultados
negativos para alcaloides. A FC apresentou contetdo fendlico de 104,05+5,11
mg EAG/g e flavonoides de 8,87+0,65 mg EQ/g. J& a FHM, 21,90+0,30 mg
EAG/g e 0,670,022 mg EQ/g, respectivamente. A FC apresentou
CEs0=242,52+2,26 pg/mL e a FHM apresentou CEs0=994,43+6,96 ug/mL pelo
método DPPH. A FC apresentou CEso=1050,7+22,6 ug/mL e a FHM apresentou
CEs0=1990,7+33,4 yg/mL pelo método B-caroteno/acido linoleico. A eficacia do
antioxidante foi avaliada em intervalos de tempo (F1 e F2). Para FC foi possivel
observar valores de F1 e F2 inferiores a 1. Para FHM foi possivel observar
valores de F2 superiores a 1, indicando que essa amostra, embora iniba a
formacdo de radicais livres no periodo de inducéo, gera espécies quimicas que
aceleram a oxidacao durante a degradacao do &cido linoleico. A FC apresentou
melhor resultado que a FHM na quantificacdo de compostos fendlicos e
flavonoides, sequestro de radical DPPH e inibicdo da cooxidacdo do pB-
caroteno/acido linoleico. Estudos posteriores serdo realizados visando o
isolamento dos compostos presentes nas fragdes.

Palavras-chave: Cromatografia. Fendlicos. Flavonoides. DPPH. B-caroteno.
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ABSTRACT

Cereus jamacaru DC. belongs to the family Cactaceae and is understudied the
chemical point of view. This study aimed to chemically characterize the
chloroform fractions (FC) and hydromethanol (FHM), quantifying the content of
phenolics and flavonoids and evaluate its antioxidant activity. The
chromatographic profile was analyzed by thin layer chromatography. The
phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method, in UV-Vis
spectrophotometer at 750 nm, using gallic acid as standard. The determination
was made in flavonoids UV-Vis spectrophotometer at 425 nm, by reaction with
aluminum chloride. Quercetin was used as standard. The antioxidant activity was
evaluated by radical sequestration method (DPPH) at 517 nm, with trolox and
ascorbic acid as standard, and the test of [p-carotene/linoleic acid by
spectrophotometry (470 nm), with trolox default. The presence of terpenes,
sterols, phenolic acids, flavonoids and amino acids was detected in both
fractions, with negative results for alkaloids. FC presented phenolic content of
104,051£5,11 mg GAE/g and flavonoid 8,87+0,65 mg EQ/g. Already FHM,
21,90+0,30 mg GAE/g and 0,67+0,02 mg EQ/g, respectively. The FC was
ECs0=242,52+2,26 pug/mL and FHM had ECs0=994,43+6,96 ug/mL by DPPH
method. FC showed ECs0=1050,7£22,6 pg/mL and FHM showed
ECs0=1990,7+33,4 pg/mL for B-carotene method/linoleic acid. The antioxidant
effectiveness was evaluated at intervals (F1 and F2). FC was observed lower
values F1 and F2 to 1. For FHM was observed F2 values greater than 1,
indicating that this sample, although inhibits the formation of free radicals in the
induction period, generates chemical species that accelerate the oxidation during
degradation of linoleic acid. FC showed better results than the FHM quantification
of phenolics and flavonoids, DPPH radical sequestration and inhibition of
cooxidagao of B-carotene/linoleic acid. Further studies will be conducted to the
isolation of the compounds present in fractions.

Keywords: Chromatography. Phenolic. Flavonoids. DPPH. B-carotene.
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1. INTRODUCAO

O semiarido nordestino tem como simbolo o mandacaru (Cereus
jamacaru DC.), um cacto colunar cujos frutos sdo muito apreciados na
alimentacdo humana: suas hastes séo utilizadas para a alimentacdo do gado
(ARAGAO et al., 2000) e sua raiz é utilizada pela medicina popular no tratamento
de “pedra nos rins” (AGRA et al.,1996) e de infec¢cdes urinarias (ANDRADE,
2008).

O Brasil possui a maior diversidade biolégica do mundo, essa
compreende entre plantas, animais e microorganismos, porém muitas plantas
ainda nao possuem estudos fitoquimicos e farmacolégicos, fornecendo
possibilidades para serem pesquisadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). O uso
de extratos vegetais e fitoquimicos com fins medicinais € uma das mais antigas
formas de préatica medicinal da humanidade (GONCALVES et al., 2005).

Os produtos naturais ainda desempenham um papel significativo na
descoberta de novos medicamentos. Dos agentes terapéuticos aprovados, em
todo o mundo, nos ultimos 30 anos (1981 a 2010), 29% foram obtidos de origem
natural. Dos medicamentos anticancerigenos, 48,6% sao obtidos de produto
naturais ou diretamente derivados destes, e dos medicamentos aprovados para
tratamento de infeccbes 33,7% séo obtidos a partir de fontes naturais. Estes
resultados mostram como os produtos naturais sdo uma fonte expressiva para a
obtencdo de medicamentos, e que estes foram e ainda sdo valorizados como
fonte de protétipos para a descoberta de novos farmacos (CHAPLA, 2012).

O desenvolvimento da industria de fitoterdpicos no Brasil e uma ampla
distribuic&io de fitoterapicos no Sistema Unico de Satde (SUS), como preconiza
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto
Presidencial N° 5.813, de 22 de junho de 2006, dependem do desenvolvimento
de metodologias adequadas, que estabelecam o controle de qualidade destes
medicamentos (BRASIL, 2006). A seguranca dos produtos de origem vegetal,
estdo diretamente relacionados a qualidade quimica dos mesmos (BRANDAO et
al., 2002).

A Organizacdo Mundial da Saude refere que 65 a 80% da populagéo

mundial busca nas plantas fins terapéuticos, seja por motivo de pobreza ou
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precariedade no sistema de saude (CALIXTO, 2000). O estudo fitoquimico,
desperta ao longo da histéria o interesse de diversos profissionais, sejam
farmacéuticos, quimicos, médicos, agronomos entre outros (SOUZA et al.,
2008). A composicdo quimica de um extrato pode ser conhecida através de
testes quimicos qualitativos rapidos e de baixo custo, sugerindo as possiveis
classes de metabdlitos secundarios de interesse (MATOS, 1997).

As preparagfes vegetais tém uma caracteristica muito especial que as
distinguem de drogas quimicas: uma Unica planta pode conter um grande
numero de fitocompostos bioativos (MENDONCA-FILHO, 2006). Extratos com
solventes organicos sao preparados a partir da espécie selecionada e entao sao
avaliados por ensaios bioldgicos in vitro e submetidos a processos de
fracionamento biomonitorado (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Em relacéo
ao fracionamento, diferentes técnicas cromatograficas, bem como uma
combinacdo delas, podem ser utilizadas (MENDHAM et al., 2002). A
cromatografia € um método fisico-quimico de separacao dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas
fases. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se move
através dela (COLLINS et al., 2006). E um método ideal para separacéo de
espécies ibnicas ou macromoléculas de interesse bioldgico, bem como uma
imensa variedade de outros compostos de alta massa molecular e/ou baixa
estabilidade térmica, como por exemplo, metabdlicos vegetais, pigmentos de
plantas e produtos farmacéuticos (BOYSEN; HEARN, 2010), o que determina
maior aplicabilidade na pesquisa sobre plantas medicinais.

Muitas pesquisas ja foram realizadas nas areas de produtos naturais,
destacando a presenca de estruturas privilegiadas, denominadas metabdlitos
secundarios, presentes em algumas plantas. Estas estruturas oferecem aos
produtos naturais um efeito farmacoldgico diferenciado e sao utilizadas para o
tratamento de véarias doencas (CALIXTO, 2005).

Os metabdlitos secundérios sao estruturas complexas, com baixo peso
molecular, com atividades biolégicas marcantes (BERG; LUBERT, 2008); que
possuem uma distribuicdo limitada na natureza, encontrados apenas em
organismos especificos, expressando a individualidade das espécies (DEWICK,
2009). A interacdo do ambiente com os mecanismos fisioldgicos das plantas

medicinais pode influenciar no metabolismo secundéario, o que implica uma
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grande variacdo na producdo de metabdlitos secundarios intra e interespécies
(ARIMURA et al., 2005).

Despertam grande interesse, nao so6 pelas atividades bioldgicas exercidas
pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pela
imensa atividade farmacolégica que possuem. Muitos sdo de importancia
comercial ndo apenas na area farmacéutica, mas também nas areas alimentar,
agrondmica, perfumaria, entre outras (SIMOES et al., 2007). A origem de todos
0s metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da
glicose, via dois intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato. O acido
chiquimico é precursor de taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides derivados
dos aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides (compostos fendlicos e
flavonoides), compostos que tem em comum a presenca de um anel aromatico
na sua constituicdo; ao passo que os derivados do acetato sdo os aminoacidos
alifaticos e os alcaloides derivados deles; terpenoides, esteroides, acidos graxos
e triglicerideos (LEITE, 2008).

Os flavonoides sdo compostos fendélicos que ndo podem ser sintetizados
pela espécie humana (DEWICK, 2002). Sdo biossintetizados a partir da via mista
dos fenilpropanoides com malonil-CoA e caracterizados por apresentarem 15
atomos de carbono em seu nucleo fundamental com dois anéis aromaticos
unidos por uma cadeia de trés atomos de carbono podendo ou nao formar um
terceiro anel (C6-C3-C6) (SIMOES, 2000).

Segundo Simdes et al. (2010), os compostos fendlicos pertencem a uma
classe que inclui uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas,
gue possuem pelo menos um anel aromético, no qual, ao menos, um hidrogénio
€ substituido por um grupamento hidroxila.

Os compostos fendlicos de plantas podem ser divididos em fendis
simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzoico e cinamico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(SOUZA et al., 2007; SIMOES et al., 2010); sdo encontrados comumente nas
plantas e apresentam muitos efeitos bioldgicos, incluindo a atividade
antioxidante. O potencial antioxidante desses compostos € devido
principalmente a propriedade redox e estrutura quimica, que desempenham
funcdes importantes de neutralizagcdo ou sequestro de radicais livres e quelagéo
de metais de transicao (SILVA et al., 2011).
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Antioxidante € um composto que protege o sistema bioldgico contra o
efeito nocivo de processos ou reacdes que podem causar oxidagcdo excessiva
(KRINSKY, 1994). O reino vegetal constitui uma importante fonte de produtos
naturais que diferem amplamente em suas propriedades biologicas e estruturas
guimicas e que possuem efeito antioxidante. Nos ultimos anos, uma quantidade
substancial de evidéncias tem indicado o papel chave dos radicais livres e outros
oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento (ATOUI et al., 2006) e a reducéo
do risco de doencas cronicas, como por exemplo, doencas cardiovasculares,
cancer, diabetes, doencga de Alzheimer e de Parkinson (LIN; CHANG, 2005).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que
presentes em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel,
retardam significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato. Os radicais
formados a partir de antioxidantes ndo sao reativos para propagar a reagao em
cadeia, sendo neutralizados por reagcdo com outro radical, formando produtos
estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (SOARES, 2002).

A busca por substancias antioxidantes derivadas de vegetais vem
crescendo e muitos centros de pesquisas estdo investindo neste campo
(BOSCOLO et al., 2007). Dentre os antioxidantes naturais, destacam-se as
vitaminas C e E, os carotenoides e os compostos fendlicos, especialmente os
flavonoides, que sdo os antioxidantes mais abundantes na alimentacdo humana
(PODSEDEK, 2007). A atividade antioxidante dos compostos fenélicos deve-se
principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou
sequestro de radicas livres e quelacdo de metais de transi¢ao, agindo tanto na
etapa de Iniciagdo como na de propagacdo de processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acédo de antioxidantes fendlicos séo relativamente
estaveis, devido a ressonancia presente na estrutura destas substancias
(SOUSA et al., 2007).

Os carotenoides sdo compostos lipossoluveis, amarelos, laranjas e
vermelhos, presentes em frutas e vegetais que atuam como pigmentos
fotoprotetores na fotossintese e como estabilizadores de membranas (KURZ et
al., 2008). Além da atividade antioxidante através da interagdo com radicais livres

e do sequestro do oxigénio, os carotenoides possuem atividade provitamina A,
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sendo o B-caroteno o principal precursor da vitamina A e 0 mais abundante,
estando presente em diversos vegetais como a cenoura, mamao, abobora,
dentre outros (SOUZA et al., 2012).

Varios métodos séo utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila - DPPH, de
coloragdo purpura que absorve a 517 nm (ROGINSKY:; LISSI, 2005).

Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbéancia (BRAND WILLIAMS et al., 1995). A partir dos
resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livre e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no
meio reacional (SANCHEZ MORENO et al., 1998).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a
quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50%
€ denominada concentracéo eficiente (CEso). Quanto maior o consumo de DPPH
por uma amostra, menor sera a sua CEsp e maior a sua atividade antioxidante
(SOUSA et al., 2007).

A atividade antioxidante também pode ser avaliada pelo método
espectrofotométrico de sistema de co-oxidacdo do betacaroteno/acido linoleico,
gue se baseia na inibicdo da oxidacédo do betacaroteno induzida pelos produtos
de degradacédo do acido linoleico, através dos compostos presentes no extrato
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Nele, a atividade antioxidante é medida pela
habilidade que a amostra a ser testada tem em minimizar a completa oxidacao
do acido linoleico e betacaroteno em um sistema aquoso-lipidico emulsificado,
que perde sua coloracéo alaranjada quando reage com radicais (VON GADOW
et al.,1997).

Desta forma, este trabalho iniciou estudos para a caracterizagdo do
potencial medicinal do C. jamacaru; pouco estudada do ponto de vista quimico
esta planta € utilizada em diversos produtos encontrados no mercado brasileiro.
Para tanto, propde-se a identificacdo de substancias, quantificagdo de

compostos fenolicos e flavonoides e avaliacdo da atividade antioxidante in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada na zona rural do municipio de Feira
de Santana (12°12'32,9”S e 38°55'59”"W). A coleta das raizes de C. jamacaru
(voucher 205707) foi realizada em abril de 2014 no periodo da manha (9:00
horas). Esta espécie foi previamente identificada conforme exsicata depositada
no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana. As amostras da raiz
foram encaminhadas diretamente ao LAPRON (Laboratério de Quimica de

Produtos Naturais e Bioativos) da Universidade Estadual de Feira de Santana.

2.2 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO EXTRATO BRUTO

As raizes da espécie selecionada foram colocadas para secar a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, sendo posteriormente pulverizado em moinhos de
facas, para que fosse realizado um céalculo que determinasse o rendimento final
de cada extrato através da equacdo RET= Mf/Mi x 100 = Rendimento de extrato
total (%); Mf =massa final do extrato seco (g); Mi=massa inicial da amostra (g).
O material pulverizado foi submetido a extracéo, trés vezes consecutivas, por
maceracdo com metanol em recipientes de vidro. Os extratos brutos foram
concentrados em evaporador rotatério, sob presséo reduzida, em temperaturas
de 40-42°C. O residuo de solvente do extrato metandlico foi retirado por

evaporacao em capela de exaustéo (Figura 1).



41

Figura 1. (A) Material vegetal de Cereus jamacaru secando a temperatura ambiente (B)
Material pulverizado em moinho de facas (C) Extragdo em metanol (D) Rotaevaporador sob
presséo reduzida (E) Extrato metandlico bruto (Fotos: Amanda Santana)
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2.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO

O extrato metandlico da raiz de C. jamacaru foi fracionado por particdo
liquido-liquido (Figuras 2A1l e 2A2) para obtencéo das fracdes. 259 do extrato
metandlico bruto foi ressuspenso em metanol:agua (7:3 v/v) e extraido com
cloroférmio para obtencéo das FC (Figura 2B) e FHM (Figura 2C), visando uma
semi-purificacdo das substancias através de suas polaridades. A FC foi
concentrada em evaporador rotatério e colocada para secar em capela de
exaustdo, enquanto a FHM teve o metanol retirado no evaporador rotatorio

(Fisatom 802) e a solucgéo final foi liofilizada (Liofilizador Terrone Enterprise I).

—

Figura 2. (Al e A2) Particdo liquido-liquido (B) Fragdo Cloroférmica (C) Fracao

Hidrometandlica (Fotos: Amanda Santana)
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3. ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

As fracdes foram submetidas a andlise por cromatografia em camada
delgada (CCD), para determinacao do perfil cromatografico. A quantificacao de
fendlicos e flavonoides e determinacdo da atividade antioxidante também foi

realizada.

3.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A cromatografia em camada delgada é um método que consiste na
separacdo dos componentes de uma mistura através da migracdo diferencial
sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana
(COLLINS et al., 2006).

As fracdes foram submetidas a CCD, visando uma analise fitoquimica
preliminar, utilizando-se sistemas de eluentes e reveladores especificos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Para realizacdo do método foram utilizadas
cromatoplacas pré-fabricadas de silica gel 60 (Alugram® Sil G/UV2s4), de 0,20
mm de espessura como fase estacionaria e diversos eluentes como fase mével
variando o tipo e a propor¢do conforme o comportamento cromatogréfico das
fracGes analisadas. A FC (0,05q) foi redissolvida em cloroférmio:metanol (3:0,1)
e foi aplicada sobre as placas a 1cm da borda inferior e 0,5 cm da borda lateral.
As fases moveis utilizadas na cromatografia foram respectivamente
hexano/acetona (2:8 v/v) e cloroférmio/metanol (10:0,1 v/v) as quais foram
empregadas separadamente. ApOs o desenvolvimento dos cromatogramas, as
placas foram secas a temperatura ambiente e reveladas. Os reveladores
utilizados foram Anisaldeido-Acido Sulfurico (A/AS) que detecta a presenca de
terpenos e esteroides; Dragendorff (DRG) que detecta a presenca de alcaloides;
NP/polietilenoglicol (NP/PEG) que detecta a presenca de acidos fendlicos e
flavonoides; Erlich (ERL) que detecta a presenca de alcaloides; e Ninidrina (NID)
que detecta a presenca de aminoacidos.

A FHM (0,05q) foi redissolvida em metanol, e foi aplicada sobre as placas
a 1lcm da borda inferior e 0,5 cm da borda lateral. As fases moveis utilizadas na
cromatografia foram respectivamente acetato de etila/metanol/agua

(100:13,5:10 v/viv) e cloroférmio/metanol/hidréxido de aménio (85:14:1 viviv) as
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quais foram empregadas separadamente. Apds o desenvolvimento dos
cromatogramas, as placas foram secas a temperatura ambiente e reveladas. Os
reveladores utilizados foram A/AS, DRG, NP/PEG, ERL e NID.

3.2 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Concentragdes de 4.000 e 9.000 ug/mL foram obtidas da FC e FHM,
respectivamente. Para 100 yL de cada amostra (em triplicata) foram adicionados
1000 pL de agua ultrapura e 200 uL do reagente de Folin-Ciocalteau. Foram
homogeneizados e colocados em repouso por 5 minutos, protegidos da luz.
Foram adicionados aos tubos 600 yL de carbonato de sédio (Na2COs) a 15%,
homogeneizados e completou-se o volume para 5 mL de agua ultrapura (3.100
pL). Os tubos foram agitados em Vortex e colocados em repouso a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz por 90 min. Foram obtidos os valores das
absorbancias em espectrofotbmetro a 750 nm, usando metanol espectroscopico

como branco e acido galico como padréo de referéncia (PERES et al., 2009).

3.3 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Concentracdes de 4.000 e 9.000 ug/mL foram obtidas da FC e FHM,
respectivamente. Para 1.500 uL de cada amostra (em triplicata) foram
adicionados 100 pL de solucdo metandlica de AICIz a 5% e 3.400 pL de solugéo
de &cido acético a 5%. Os tubos foram agitados em Vortex e colocados em
repouso a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 30 minutos. Foram
obtidos os valores das absorbancias em espectrofotometro a 425 nm, usando
metanol espectroscopico como branco e quercetina como padrao de referéncia
(WOISKY, 1996).

4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.1 ATIVIDADE SEQUESTRANTE DO RADICAL LIVRE (DPPH)

A atividade antioxidante foi analisada pela capacidade dos antioxidantes,
presentes nos extratos, captarem o radical livre DPPH. As leituras foram

realizadas apos 30 minutos em espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu® UV
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SPECTROPHOTOMETER) no comprimento de onda 517 nm. As amostras da
FC foram diluidas em metanol grau espectroscopico nas concentracdes de 150,
200, 250, 300, 350, 400 e 450 ug/mL. As amostras da FHM foram diluidas em
metanol grau espectroscopico nas concentracdes de 501, 600, 699, 801, 999,
1101 e 1200 ug/mL. Para cada concentracéo o teste foi realizado em triplicata.
Em 1,0 mL de cada amostra foi acrescido 2,0 mL de solugédo de DPPH, e
reservada por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Como
branco foi utilizado 3,0 mL de metanol espectroscépico. Como controle do DPPH
foi utilizado 2,0 mL de solucdo de DPPH e 1,0 mL de metanol espectroscépico.
Como controle da amostra foi utilizado 2,0 mL de metanol espectroscopico e 1,0
mL de cada amostra. Decorrido o tempo foi realizada a leitura das absorbancias
em 517 nm (espectrofotébmetro). Trolox e &cido ascoérbico foram utilizados como
padrées de referéncia. Para avaliar a atividade captadora de radical livre, a
porcentagem de inibicdo foi baseada na equacédo: % de inibicdo = [(absorbancia
do controle — absorbéancia da amostra) /absorbancia do controle] x 100 (SOUSA
et al., 2007).

4.2 INIBICAO DA COOXIDAGAO DO SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO
LINOLEICO

Seguido do teste de DPPH para avaliacdo da atividade antioxidante foi
feito o teste de inibicdo de cooxidagdo do B-caroteno/acido linoleico segundo
Lima (2008) com algumas adaptacdes. Para o preparo da mistura reativa,
adicionou-se 40 pL de acido linoléico, 530 uL de Tween 40, 20 pL de solucao de
B-caroteno a 2 mg/mL em cloroférmio e 1000 uL de cloroférmio em erlenmeyer.
Posteriormente, a mistura foi submetida a completa evaporacéo do cloroférmio
sob a bomba de vacuo. A esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se cerca
de 50 mL de 4gua destilada. O valor da absorbancia da solucdo sistema do B-
caroteno/acido linoleico foi ajustada para 0,600 a 0,700 nm com um comprimento
de onda de 470nm. Para analise da atividade antioxidante B-caroteno/acido
linoléico, preparou-se uma solucdo metandlica das fracdes, pesando-se 0,04g
da FC e 0,09g da FHM e avolumando com metanol grau espectroscopico em
baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 5mL da solucdo sistema de (-

caroteno/4cido linoleico e 400 puL da amostra nas concentracdes de 100, 200,
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300, 400 e 500 pg/mL. Como controle negativo (branco) foi utilizado 5 mL de
solugcdo sistema mais 400 pL de metanol espectroscépico, substituindo a
amostra e como controle positivo, uma solug&o de trolox com uma concentracéo
de 0,2 mg/mL. Os tubos foram mantidos em banho-maria durante 120 minutos a
uma temperatura de 50 °C, com leituras a cada 15 minutos. Sendo a primeira
leitura feita antes de submeter as solu¢des ao banho-maria e levando ao vortex
para agitacao. O teste foi realizado em triplicata.

O decaimento da densidade otica do controle (AcO — Acf) foi considerado
como 100% de cooxidacédo. A partir dessa relacéo o decréscimo da absorbancia
das amostras foi correlacionado com a queda do controle, obtendo-se a
porcentagem da inibicdo da cooxidagdo e a curva cinética. O percentual de
oxidacdo das amostras foi calculado pela formula que segue: oxidacao %= (Abs.
inicial da amostra - Abs final) x 100]/ (Abs inicial do controle — Abs final). Onde o
percentual de inibicdo da cooxidacéo [protecdo] se d& pela equacao: % Protecédo
= 100 — (% oxidacgdo). Para verificar a eficiéncia do antioxidante foi também
realizada uma avaliacao a partir das tangentes (tg), expresso através dos valores
de F1 e F2, (YANISHILIEVA; MARINOVA, 1995) calculados a partir de dois
intervalos da curva cinética de oxidacao (absorbancia a 470 nm x tempo em min).
Quando a razdo entre essas tangentes (F1 ou F2) apresentarem valores
inferiores a 1, o composto testado atua eficientemente como antioxidante;
quando o valor apresentado for acima de 1, indica uma acao pro-oxidante do

composto. Os valores de F1 e F2 foram calculados de acordo com a figura 3.
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Figura 3. Curva de decaimento da densidade o6tica em sistema de cooxidacdo de B-
caroteno/acido linoleico. A relacdo entre as tangentes representa os fatores cinéticos F1 e F2,
nos quais (a) e (A) sdo os catetos opostos, obtidos pela diferenca das leituras das absorbéncias
da amostra e do branco; (b) e (B) s@o os catetos adjacentes, obtidos pela diferenca entre os
tempos da amostra e do branco, respectivamente. Adaptado de JARDINI; MANCINI-FILHO
(2007)
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4.3 CALCULO DE CEso

Os resultados da atividade antioxidante (DPPH e B-caroteno/acido
linoleico) foram relacionados utilizando o programa “Excel for Windows”,
obtendo-se a equacao da reta. A resolucdo desta equacao (substituindo o valor
de Y por 50) resultou no valor de CEso (MENSOR et al., 2001), que é a
concentracdo da amostra necesséria para inibir 50% do radical.

5. RESULTADOS
5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO BRUTO E FRACOES
Apds a secagem em capela de exaustao, o extrato bruto e as fracbes

foram devidamente pesados para que fosse possivel realizar a determinacéo do

rendimento final (%) (tabela 1).

Tabelal. Determinag&o do rendimento do extrato bruto e fracdes (%)

Espécie Massa inicial Massa final do Rendimento do

C. jamacaru da amostra (g) extrato seco (g) extrato total (%)

Extrato metanalico bruto 2.278,10* 89,8 3,9

Fracao Cloroférmica (FC) 25** 8,5 34,0

Fracdo Hidrometandlica (FHM) 25** 10,7 42,8
*amostra pulverizada **25 g do extrato metandlico bruto Fonte: Dados da Pesquisa

5.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Verificou-se que o melhor eluente para a separacao das substancias na
FC foi hexano/acetona (2:8 v/v) (Figura 4A) e o da FHM foi
cloroférmio/metanol/hidroxido de amoénio (85:14:1 v/vlv) (Figura 4B). As
amostras foram aplicadas em igual volume nas placas cromatograficas de silica
gel e apos a pulverizacéo dos reveladores (A/AS, DRG, NPPEG, ERL e NID) foi
detectado em ambas as fracdes a presenca de terpenos, esteroides, flavonoides,

acidos fendlicos e aminoéacidos (Tabela 2).
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Figura 4. Cromatografia em camada delgada em luz UV 254 nm: (A) Frag&o Cloroférmica (B)

Fracao Hidrometandlica (Fotos: Amanda Santana)

Tabela 2. Perfil fitoquimico das fragdes de C. jamacaru

Amostra Reveladores
A/AS DRG NP/PEG ERL NID
Fracéo Cloroférmica (FC) + - + - +
Fracdo Hidrometandlica (FHM) + - + - +
AJAS — Anisaldeido Acido-Sulfirico; DRG — Dragendorff; NP/PEG — NP/polietilenoglicol; ERL — Erlich; NID — Ninidrina
Resultado positivo (+); Resultado negativo (-) Fonte: Dados da Pesquisa

5.3 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES
TOTAIS

Como descrito na tabela 3 e 4 a FC apresentou maior quantidade de
compostos fendlicos (Figuras 5A, 5B) e flavonoides (Figuras 6A, 6B) em relacao
a FHM. Para as curvas de calibracdo foi utilizado o &cido gélico (Sigma®) nas
concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 pg/mL (Figura 7 — ANEXO 2) e
quercetina (Aldrich®) nas concentracdes de 2, 8, 14, 20, 26, 32 e 45 ug/mL
(Figura 8 — ANEXO 2) para fendlicos e flavonoides respectivamente.
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Tabela 3. Teor de compostos fendlicos totais das fracbes, expressos em: miligramas de

equivalente acido galico por gramas de extrato (+ desvio padrao)

Amostra Compostos Fenolicos (mg EAG/g £tDP)
Fracao Cloroférmica (FC) 104,0545,11
Fracdo Hidrometandlica (FHM) 21,90+0,30

Fonte: Dados da Pesquisa

Figura 5. Quantificacdo de fendlicos: (A) Fracdo Cloroférmica (B) Fracdo Hidrometanolica

(Fotos: Amanda Santana)

Tabela 4. Teor de flavonoides totais das fragBes, expressos em: miligramas de equivalente

quercetina por gramas de extrato (+ desvio padrao)

Amostra Flavonoides totais (mg EQ/g £DP)
Fracao Cloroférmica (FC) 8,87+0,65
Fracao Hidrometandlica (FHM) 0,67+0,02

Fonte: Dados da Pesquisa

Figura 6. Quantificacao de Flavonoides: (A) Fracéo Cloroférmica (B) Fracdo Hidrometandlica

(Fotos: Amanda Santana)
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6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

6.1 ATIVIDADE SEQUESTRANTE DO RADICAL LIVRE (DPPH)
6.2 CALCULO DE CEso

De acordo com a Tabela 5, pode-se observar que a FC (242,5 ug/mL)
apresentou menor valor de CEso (Figura 9A e 9B) quando comparada a FHM
(994,4 ug/mL). Para as curvas de calibracéo foi utilizado Trolox (concentracdes
de 2, 5, 8, 10, 12 e 15 ug/mL) e acido ascérbico (1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12 pg/mL)
(Figuras 10 a 15 — ANEXO 2). As curvas das amostras da FC e FHM se
encontram no ANEXO 2 (Figuras 16 a 21 — ANEXO 2).

Tabela 5. Atividade antioxidante das fragBes avaliada pelo CEso (DPPH), valores expressos em

pg/mL
Amostra CEso0 £DP (pg/mL)
Fracéo Cloroférmica (FC) 242 ,5+2,26
Fracao Hidrometandlica (FHM) 994,4+6,96
Trolox 9,51£0,84
Acido Ascérbico 7,1 +0,66

Fonte: Dados da Pesquisa

B)

Figura 9. Atividade antioxidante (DPPH): (A) Fragdo Cloroférmica (B) Fragdo Hidrometandlica

(Fotos: Amanda Santana)
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6.3 INIBICAO DA COOXIDAGAO DO SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO
LINOLEICO

As curvas cinéticas das FC e FHM (Figuras 22 e 23) de degradagéo do B-
caroteno foram determinadas, avaliando a eficacia do antioxidante adicionado
em intervalos de tempo. Os resultados do teste de inibicdo de cooxidagéo do -
caroteno/4cido linoleico (Figura 24) podem ser observados na tabela 6. A FC
apresentou valores de F1 e F2 inferiores a 1 em todas as concentracdes
analisadas, j4 a FHM apresentou valores de F1 inferiores a 1 e valores de F2
superiores a 1 em todas as concentragfes analisadas. Quando F1 ou F2
apresentam valores inferiores a 1, a amostra atua como antioxidante; quando o
valor & acima de 1, indica uma acgéo pro-oxidante. A FC apresentou valor de
CEs0=1050,7+22,6 pg/mL e a FHM apresentou valor de CEs0=1990,7+33,4
pg/mL, representados pelas figuras 25 a 30 (ANEXO 2).

Figura 24. Atividade antioxidante (Sistema B-caroteno/acido linoleico)
(Foto: Amanda Santana)
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Tabela 6. Pardmetros cinéticos do potencial antioxidante no sistema B-caroteno/acido linoleico (F1 e F2), para as fra¢es (FC e FHM). Valores expressos em ug/mL

Concentracdes 400 pg/mL 600 pug/mL 800 ug/mL 1000 pg/mL 1200 pg/mL
Amostras F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2
Fracéo Cloroférmica (FC) 0,90 0,74 0,74 0,82 0,60 0,79 0,53 0,85 0,45 0,95
Trolox (200 pg/mL) 0,20 0,55

Concentracdes 603 pug/mL 900 pg/mL 1206 pg/mL 1503 pg/mL 1800 pg/mL 2106 pug/mL
Amostras F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2
Fracdo Hidrometandlica (FHM) 0,95 1,42 0,78 1,26 0,71 1,33 0,60 1,19 0,47 1,10 0,39 1,08
Trolox (200 pg/mL) 0,31 0,60

Fonte: Dados da Pesquisa
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7. DISCUSSAO

De acordo com a literatura, dentre as substancias mais frequentemente
encontradas em Cactaceas, estdo os alcaloides feniletilaminicos, como a
hordenina, a mescalina e a lofoforina (DINGERDISSEN; MCLAUGHLIN, 1973;
AGURELL; LUNDSTROM; MOSOUD, 1969; NEAL et al., 1971).

Os alcaloides feniletilaminicos das Cactaceas sdo derivados do
metabolismo da tirosina. A tirosina € um aminoacido aromatico sintetizado na via
metabdlica do chiquimato, podendo ser obtida a partir da fenilalanina ou a partir
do &cido arogénico (HIGUCHI 1997).

Os resultados obtidos através da analise sistematica qualitativa preliminar
para a identificacdo de grupos de metabdlitos secundarios evidenciaram a
presenca de terpenos, esteroides, flavonoides e aminoacidos nas fragcées de C.
jamacaru. As fracdes apresentaram resultados negativos para alcaloides.

Estudos desenvolvidos por Davet (2005), demonstraram que as hastes de
C. jamacaru (partes aéreas) sao ricas em alcaloides e esteroides, confirmando
o indicado pela literatura para as Cactaceas. Segundo Gomes et al., (2009) a
triagem fitoquimica do extrato etandlico do cladodio de Harrisia adscendens,
pertencente também a familia Cactaceae, detectou a presenca de
antroquinonas, fendis, alcaloides, cumarinas e saponinas.

No entanto, resultados negativos de alcaloides na raiz ndo implicam
necessariamente na sua auséncia, possivelmente a quantidade dos mesmos
esteja pequena para ser detectada (BRUM et al., 2011) ou que o clima ou a area
de coleta tenha influéncia na producdo desses metabdlitos.

Os metabdlitos secundarios das plantas, responsaveis pelas
bioatividades, podem sofrer alteracfes qualitativas e quantitativas dependendo
dos estimulos ambientais. Fatores como intensidade luminosa, temperatura,
pluviosidade, disponibilidade de nutrientes do solo, estagio de desenvolvimento
das plantas, interacdes existentes entre as plantas e animais podem influenciar
nas rotas metabdlicas das plantas provocando diferentes redirecionamentos de
sintese dos compostos (MARTINS, 2012). A época e horario da coleta, bem
como técnicas de colheita e pds-colheita podem interferir também. E valido

ressaltar que estes fatores podem apresentar correlagdes entre si, ndo atuando
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isoladamente, podendo exercer influéncia conjunta no metabolismo secundario
(MORAIS, 2009).

A andlise do teor dos principais componentes biologicamente ativos em
matérias-primas de origem vegetal ou de fitoterapicos é uma etapa essencial
para a seguranca e eficacia de sua utilizacdo na elaboracdo de produtos
farmacéuticos (WILLIAMSON, 2001).

Os vegetais superiores sintetizam e acumulam uma grande diversidade
de compostos fendlicos, cujo papel no metabolismo da planta ndo esta
inteiramente elucidado (JULKUNEN-TIITTO 1985). Nos ultimos anos, tem havido
um crescente interesse nestes compostos devido ao papel que podem ter na
prevencao de algumas doencas. Os compostos fendlicos sdo denominados por
fitoquimicos, sendo metabdlitos secundarios das plantas que atuam como
mecanismo de protecdo e caracterizam-se por possuirem um ou mais aneéis
aromaticos e um ou mais grupo hidroxila. Estes compostos estao divididos em
classes consoante ao numero de anéis presentes na sua estrutura (FERGUSON,
2001; ARAUJO et al., 2011).

A atividade antioxidante de plantas esta correlacionada a quantidade de
compostos fendlicos (CHEUNG L.; CHEUNG P.; OOI, 2003). Dentre as diversas
classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos
fendlicos tém recebido atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a
peroxidacdo lipidica e a lipo-oxigenase in vitro. A atividade antioxidante dos
compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e
estrutura quimica (SOUZA et al.,2007). Por este motivo, justifica-se a importancia
de quantificar esses compostos.

Os compostos fenolicos podem prevenir danos no DNA causados por
agentes cancerigenos ou radicais livres através de mecanismos como o estresse
oxidativo relacionado com enzimas, como a glutationa peroxidase, glutationa
redutase, lipoxigenase, xantina oxidase, etc (ALIA et al., 2006). Estudos
efetuados mostram que a maioria dos compostos fendlicos é absorvido no
intestino superior e por essa mesma razao, esta zona tem sido apontada como
um local de quimioprevencdo (MANACH et al., 2004; ARAUJO et al., 2011;
HERVERT-HERNANDEZ et al., 2011).

Os flavonoides sdo substancias fendlicas e tém sua estrutura baseada em
2-fenil-benzopirano (C6C3C6) (BRUNETON, 2011). Estes compostos quanto a



55

sua estrutura sdo identificados como flavanonas, flavonas, flavonais,
antocianinas e isoflavonoides. Estes compostos sdo também muito conhecidos
devido ao seu grande poder antioxidante conferindo estabilidade oxidativa aos
produtos onde se encontram presentes. (REPO-CARRASCO-VALENCIA et al.,
2010).

Em estudos efetuados nos cladddios de Opuntia ficus indica (Cactaceae),
foi detectada a presenca de compostos fendlicos, mais propriamente flavonoides
como derivados de isoramnetina (STINTZING; CARLE, 2005; GINESTRA et al.,
2009). Segundo Sousa et al., (2014) o teor de fendis encontrados nos extratos
aguoso, etanol 70% e acetona 80% das folhas de Pereskia aculeata Mill.
(Cactaceae) foi de 50,1+0,3, 95,6+2,9 e 117,8+2,5 mg EAG/gextrato,
respectivamente. Ja segundo Farias (2013) o conteudo de flavonoides totais
encontrados em brotos de palma (Opuntia sp.) variou de 20,29 a 32,13
mMg/100gextrato.

Em estudos realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON/UEFS) os resultados obtidos na
quantificacdo de fendlicos e flavonoides totais demonstraram que a FC da raiz
de C. jamacaru apresentou teores mais altos (104,05+5,11 mg EAG/gextrato €
8,87+0,65 mg EQ/gextrato, respectivamente) que o extrato metandlico bruto da raiz
(4,0 pg/mL) da referida espécie (34,80+1,55 mg EAG/gextrato € 1,73£0,03 mg
EQ/gextrato, respectivamente). Com o particionamento do extrato metanalico bruto
os compostos fendlicos e flavonoides ficaram concentrados na FC.
Possivelmente isso ocorre pela presenca de flavonoides de baixa polaridade.

A producéo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes. Segundo Sousa et al. (2007) os antioxidantes sdo
compostos que estabilizam ou desativam radicais livres antes que estes
ataquem alvos biologicos nas células. Eles inibem a oxidacdo de varios
substratos de duas formas, pela inibicAo da formacdo dos radicais livres
(impossibilitando a etapa de iniciacdo) ou pela eliminacdo dos radicais livres
(interrompendo a reacdo de oxidagdo em cadeia), podendo ser enddégenos ou
exogenos (SOARES, 2002).

Antioxidantes naturais estao presentes em ervas e Sao responsaveis pela
inibicdo ou prevencéo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo. Ervas contém

sequestradores de radicais livres, sendo os principais os polifendis, flavonoides
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e compostos fendlicos. Devido eficiéncia parcial do sistema antioxidante
enddgeno do organismo humano a melhor alternativa a combater o excesso de
radicais livres é a prevencgdo através do consumo de antioxidantes exdgenos,
como a vitamina C e vitamina E (KHALAF et al., 2008).

De acordo com Brand-Williams et al. (1995), apesar da praticidade do
método, alguns cuidados devem ser tomados na interpretacdo dos resultados
obtidos devido ao mecanismo de reacdo do DPPH com outras substancias,
mecanismo esse dependente da conformacdo estrutural dos compostos
envolvidos na reacdo. Alguns reagem rapidamente com o DPPH, enquanto que
outros, a maioria, a reagdo € mais complexa.

Estudos desenvolvidos por Turra et al., (2007) concluiram que os extratos
das folhas de Pereskia grandifolia (Cactaceae) (1000 ug/mL) apresentaram
propriedades antioxidantes relativamente baixas, com percentual de inibicdo
entre 10 e 30%. J& os resultados obtidos por Nascimento et al., (2009)
demonstraram atividade antioxidante do extrato metandlico do cladodio de
Opuntia monacantha (Cactaceae) com ICso de 833,3 mg/mL. As fragdes AcOEt
e n-BuOH foram ainda mais ativas (53,2 e 277,8 mg/mL, respectivamente) e
mostraram a presenca de substancias fendlicas por CCD com revelagdo em UV
e NP/PEG-UV. Valores superiores aos encontrados no extrato analogo da
espécie mexicana Opuntia ficus-indica (ICso de 1700 mg/mL), de uso e
propriedades consagradas (STINTZING; CARLE, 2005). Quando comparamos
estes resultados aos encontrados nesta pesquisa vemos que as fracdes
apresentaram valores mais significativos (CEso de 242,52 ug/mL (FC) e 994,43
pg/mL (FHM)), pois, os resultados de Nascimento et al., (2009) com o extrato de
Opuntia monacantha e Stintzing; Carle, (2005) com o extrato de Opuntia ficus-
indica foram calculados em mg/mL, ou seja, mil vezes maior do que 0s
encontrados nesta pesquisa.

A cooxidacdo do B-caroteno/4cido linoléico € um ensaio que difere dos
outros métodos de avaliacdo da atividade antioxidante, pois sua matriz de reacao
é uma emuls&o. E um método simples e sensivel, porém nao é especifico, pois
substancias oxidantes ou redutoras interferem no ensaio e muitas vezes néo se
consegue reproduzir os valores das absorbancias (VON GADOW et al., 1997).

O comportamento de muitos antioxidantes pode mudar ante 0 meio em que se
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encontram. Em emulsdes, é relatada maior eficacia protetora de antioxidantes
lipofilicos, ja que se direcionam na interface 6leo-agua (KIOKIAS et al., 2008).

Estudos desenvolvidos por Souza et al. (2014) apresentaram valores de
cooxidacao na faixa de 81,2% mostrando que o extrato em etanol 70% das folhas
de Pereskia aculeata Mill. (cactaceae) (70 ug mL*) apresentou maior inibicdo do
consumo do B-caroteno quando comparados aos outros extratos testados,
acetona 80% (63,5%) e aquoso (75,8%).

A partir das curvas cinéticas obtidas neste teste (Figuras 12 e 13) foi
possivel calcular os fatores cinéticos das fracdes (FC e FHM). Esses fatores
cinéticos foram propostos por Yanishlieva e Marinova (1995) segundo os quais
no fator F1 (calculado no periodo entre 15 e 45 minutos de reacdo) € mensurada
a eficiéncia do antioxidante em bloquear a reacdo em cadeia, por meio da
inativacdo dos radicais peroxidos; os chamados antioxidantes primarios. Ja o
fator F2 (calculado no periodo entre 75 e 105 minutos) esta associado a
capacidade do antioxidante de participar de outras reagdes, como por exemplo,
a decomposicdo dos produtos secundarios da oxidacdo, como os radicais
hidroperoxidos (LIMA, 2008).

Os resultados obtidos pelo teste de inibichio da cooxidacdo do [-
caroteno/acido linoleico demonstraram que a FC da raiz de C. jamacaru
apresentou melhor resultado em relacdo a FHM, tanto no valor de CEso, quanto
no célculo de F1 e F2. Em todas as concentracdes estudadas a FC apresentou
valores de F1 e F2 inferiores a 1; ou seja, possui capacidade de degradar os
radicais peréxidos, indicando uma acao antioxidante. Entretanto na FHM todos
os valores de F2 foram superiores a 1, portanto ndo sendo efetivo na inativacéo
de produtos secundarios da reacdo como os hidroperdxidos; o que indica que
essa amostra, embora iniba a formacao de radicais livres no periodo de inducéo,
gera espécies quimicas que aceleram a oxidacéo durante a degradacéao do acido

linoleico.

8. CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de terpenos, esteroides, flavonoides, acidos fendlicos e

aminoacidos foi detectada nas fragdes.
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A fracdo cloroformica apresentou melhor resultado que a fragéo
hidrometandlica na quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais,
sequestro de radical DPPH e inibicdo da cooxidacdo do B-caroteno/acido
linoleico. Estudos posteriores serdo realizados visando o isolamento dos
compostos presentes nas fracdes (cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)) para determinacdo do perfil cromatogréfico, seguido pelo isolamento
dos metabdlitos secundarios (cromatografia em coluna e CLAE semi-
preparativo). Os constituintes isolados serdo analisados por ressonancia
magnética nuclear (RMN) de H e 13C, espectrometria de massas,

espectroscopia no infravermelho e ultravioleta.
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RESUMO

Cereus jamacaru apresentou interessante perfil antinociceptivo, antimicrobiano
e anti-inflamatério em estudos preliminares. Suas raizes sdo utilizadas na
medicina popular no tratamento de doencas como reumatismo, inflamacdes
renais e infec¢des urinarias. Vale ressaltar a importancia de extratos vegetais
padronizados e validados do ponto de vista da sua eficacia, seguranca e
qualidade. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a toxidade aguda das fracdes
cloroférmica (FC) e hidrometandlica (FHM) da raiz de C. jamacaru (2000 mg/kg,
v.0.), avaliar o efeito das fracdes sobre o sistema nervoso central de
camundongos através do teste do rota rod (75, 150 e 300 mg/kg, v.0.), avaliar o
efeito das fragbes quanto a atividade antinociceptiva nos modelos de testes do
acido acético, formalina e placa quente, e quanto a atividade anti-inflamatéria no
modelo do teste do edema de pata induzido por carragenina (75, 150 e 300
mg/kg, v.0.). Os resultados mostraram que ambas as fragcbes ndo produziram
toxidade aguda nos camundongos. O teste do rota-rod n&o evidenciou atividade
miorrelaxante em ambas as fracfes. Em relacdo a atividade antinociceptiva,
todos os resultados foram significativos. As fragdes reduziram (p<0,001) o
namero de contorcbes abdominais em todas as doses testadas. As fracdes
diminuiram o niumero de lambida e mordida (p<0,001) na pata na primeira (f1) e
segunda (f2) fase do teste da formalina em todas as doses testadas. As fracdes
aumentaram o tempo de laténcia ao calor (p<0,01 e p<0,001) no modelo da placa
guente em todas as doses e em todos os tempos observados. A atividade anti-
inflamatoria foi evidenciada em ambas as fragdes (p<0,001), em todas as doses
e todos os tempos observados no teste do edema de pata. Conclui-se que pelas
avaliacdes farmacologicas avaliadas as frac6es cloroférmica e hidrometandlica
se mostraram atoxicas por via oral e ndo afetaram a coordenag¢do motora dos
animais; além de possuirem propriedades antinociceptivas e anti-inflamatéria
com indicios de mecanismo de acdo central, sendo promissora sua utilizacao
Como recurso terapéutico.

Palavras-chave: Mandacaru. Raiz. Dor. Inflamacé&o.
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ABSTRACT

Cereus jamacaru presented interesting profile antinociceptive, anti-microbial and
anti-inflammatory in preliminary studies. Its roots are used in folk medicine in the
treatment of diseases such as rheumatism, kidney inflammation and urinary tract
infections. It is worth mentioning the importance of standardized herbal extracts
and validated from the point of view of its effectiveness, safety and quality. The
objective of this research was to evaluate the acute toxicity of chloroform (FC)
fractions and hydromethanol (FHM) C. jamacaru root (2000 mg/kg, p.o) to
evaluate the effect of the fractions on the central nervous system of mice through
the rod route test (75, 150 and 300 mg/kg, p.o) to evaluate the effect of the
fractions as antinociceptive activity in models of acetic acid tests, formalin and
hot plate, and the anti-inflammatory activity in the test model of paw edema
induced by carrageenan (75, 150 and 300 mg/kg, p.o). The results showed that
both fractions produced no acute toxicity in mice. The rota-rod test showed no
muscle relaxant activity in both fractions. Regarding the antinociceptive activity,
all results were significant. Fractions reduced (p <0,001) the number of abdominal
contractions at all doses tested. Fractions decreased the number of licking and
biting (p <0,001) in the footpad at the first (f1) and second (f2) phase of the
formalin test at all doses tested. Fractions increased heat to the latency time
(p<0,01 and p <0,001) in the model hot plate at all dose levels and in all observed
times. The anti-inflammatory activity was detected in both fractions (p <0,001) at
all doses and ever observed in rat paw edema test. It was concluded that the
pharmacological ratings assessed chloroform fractions and hydromethanol
proved non-toxic orally and did not affect motor coordination of animals; besides
their antinociceptive and anti-inflammatory mechanism of action of centrally
indicia, and their use as promising therapeutic resource.

Keywords: Mandacaru. Root. Pain. Inflammation.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), as plantas medicinais sdo
representadas por todas as espécies silvestres ou cultivadas, utilizadas como
recurso na prevencado, alivio e cura de um processo fisiologico normal ou
patologico; ou quando estas sao fontes de farmacos ou de seus precursores
(ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2000).

As plantas medicinais tém formado a base dos cuidados de saude em
todo o mundo desde os primérdios da humanidade e ainda sdo amplamente
utilizados com grande importancia no comércio internacional. O reconhecimento
de seu valor farmacéutico e econémico continua a crescer, embora isso varie
muito entre os paises. As plantas sdo importantes para a investigacao
farmacoldgica e desenvolvimento de medicamentos, ndo sO quando
fitocompostos bioativos sdo usados diretamente como agentes terapéuticos,
mas também como matérias-primas para a sintese de drogas ou como modelos
para os compostos farmacologicamente ativos (NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2003).

Os fitoterapicos representam uma porcao significativa do mercado
mundial de medicamentos, com crescimento nas vendas de 15% ao ano contra
4% do setor de farmacos sintéticos. No Brasil, eles geram um faturamento de
cerca de US$160 milhdes anuais, constituindo um mercado promissor e em
franca expansdo (CARVALHO et al.,, 2011). Estima-se que 25 a 50% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes
naturais, sendo 25% a partir de plantas, 13% de micro-organismos e 3% de
animais (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Cereus jamacaru DC. popularmente conhecido como mandacaru, é um
cacto colunar caracteristico da regido semiarida do Brasil (BRAUN et al., 2013).
Na Bahia, o estudo mais recente citando o uso de cactaceas na medicina popular
registrou a utilizacdo de chas das raizes de C. jamacaru para tratar infeccoes
urinarias (ANDRADE, 2008). No Brasil existe atualmente um medicamento
fitoterapico composto registrado na ANVISA com a espécie C. jamacaru, sendo
utilizado para o tratamento do climatério e outros cinco medicamentos a partir de
outras espécies do género (C. grandiflorus, C. hildemanianus e C. peruvianus)
(BRASIL, 2013).
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A busca de medicamentos para o alivio da dor € muito antiga e diante
disso, as plantas com propriedades terapéuticas ocupam lugar de destaque, uma
vez que a atividade analgésica de seus compostos continua sendo a mais
estudada (CALIXTO, 2005).

A dor é uma experiéncia complexa que nao envolve apenas a transdugao
do estimulo nociceptivo ambiental, mas também uma condigdo capaz de gerar
alteragdes cognitivas e emocionais processadas pelo cérebro (JULIUS;
BASBAUM, 2001). A dor € um sinal de alarme que o Sistema Nervoso Central
utiliza para sinalizar um processo de agressao ao organismo, com risco para sua
integridade fisica. Esse alarme desencadeia um conjunto de reacdes de
adaptacdo, de ordem psicofisiologica, autbnoma e motora, visando afastar o
organismo do agente agressor. A percepcao da dor também é chamada de
nocicepgao, sendo um alerta individual de percepgdo ou sensagao de dor
(CHAPMAN; GAVRIN, 1999; GOZZANI, 2002).

Uma distincdo entre dor e nocicepcgao se faz necessaria, pois o termo
nocicepgao pode ser definido como a percepcédo de uma lesdo real sendo
controlada por um sistema de receptores que transmitem informagdes sobre a
lesdo para o Sistema Nervoso Central através de fibras nervosas especializadas
(KONTINEN et al., 2001). Por outro lado, o conceito de dor envolve tanto o
componente sensorial, quanto o emocional (COUTAUX et al., 2005). Assim,
enquanto a dor envolve a percepgdo de um estimulo aversivo e exige a
capacidade de abstracdo e elaboracdo de impulsos sensoriais, a nocicepcao
refere-se as manifestagées neurofisioldgicas geradas pelo estimulo nocivo
(ALMEIDA et al., 2004).

A transmissdo da dor envolve uma interagdo complexa de estruturas
centrais e periféricas desde a pele, visceras ou outros tecidos até o cortex
cerebral (FURST, 1999). A dor reflete a ativacdo de sensores, denominados
nociceptores, por estimulos potencialmente perigosos que excedem a faixa
fisiolégica (MILLAN, 1999). Os nociceptores estao presentes na pele e em outros
tecidos como terminac¢des nervosas livres sensiveis a estimulos de diferentes
origens, como mecanicos, térmicos e quimicos, capazes de induzirem aumento
da conducéo nervosa (TING et al., 2006).

Apés a lesdo tecidual ocorre a producédo e liberacdo de mediadores

inflamatoérios pelos neurdnios sensoriais e por células ndo neuronais como
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plaguetas, células sanguineas, mastocitos, células endoteliais, fibroblastos e
células de Schwann (BESSON, 1997). Esses mediadores podem agir
sinergicamente potencializando a resposta nociceptiva ou ainda levar a uma
sensibilizacdo dos nociceptores promovendo uma hiperalgesia, que € definida
como desvio a esquerda da curva estimulo-resposta que demonstra a magnitude
da dor em resposta a intensidade do estimulo (RAJA et al.,1999).

A ativacdo dos nociceptores em resposta a estimulos nocivos leva a
despolarizacdo e geracao de um potencial de acdo que se propaga ao longo de
toda a fibora (WOOLF; SALTER, 2000). A maior parte da estimulacdo destas
fibras é produzida pela ativacédo de receptores especificos acoplados a cascatas
de segundos mensageiros intracelulares e canais idnicos. Os canais ibnicos
responsaveis por correntes de entrada em nociceptores sao principalmente os
canais de calcio e os canais de sodio dependentes de voltagem, enquanto 0s
canais de potassio sdo responsaveis por correntes de saida. Os canais de sodio
s&0 0s principais responsaveis pela geracdo e conducéo de potenciais de a¢ao
em neurdnios (BEVAN, 1999).

Pesquisas etnofarmacolégicas tradicionais no uso de plantas para o alivio
da dor séo vistas como estratégia produtiva e l6gica na procura por novas drogas
analgésicas (ELISABETSKY et al., 1995).

A inflamacédo é uma resposta complexa do tecido vivo e vascularizado
envolvendo eventos como retracdo de células endoteliais, aumento da
permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo local, aumento da migracéo de
granulécitos e células mononucleares, assim como proliferacdo de tecido
granulomatoso (ARRUDA, 2008). E um processo de mudltiplos passos que
compreende um complexo de cascata de fendmenos bioldgicos dinamico, que
pode ser subdividido em varias etapas e fases (DROZDOVA; BUBENCHIKOV,
2005).

As reacoes inflamatorias locais sdo caracterizadas por quatro sinais
tipicos: rubor (hiperemia), tumor (edema), calor (aumento da temperatura local)
e dor, como descritos por Cornelius Celsus, no inicio da era Cristd (GILROY et
al., 2004). O quinto sinal da inflamacéo, é a perda da funcéo do tecido ou 6rgdo
lesado, associado com reagdes cronicas (KALISCH, 1975).

A resposta inflamatoria aguda provocada por infecgdo ou leséo tecidual

envolve o recrutamento de componentes do sangue (leucdcitos) para o local da
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infeccdo ou lesdo. Esta resposta €, geralmente, desencadeada por receptores
do sistema imune inato, como os receptores “Toll-like” (TLRs), receptores “NOD-
like” (NLRs), todos localizados em células residentes (ROCK; KONO, 2008).
Usualmente é rapida, agindo durante horas a dias e envolve modificacfes
vasculares com exsudacao de fluidos e proteinas do plasma e também a
migracdo de elementos vasculares, a exemplo dos polimorfonucleares,
principalmente os neutrofilos. Ja a fase crénica da inflamacédo acontece quando
0 processo dura mais de trés meses. Nesta fase, as células mais ativas sdo as
mononucleares, entre elas os linfécitos, macréfagos e plasmécitos. Os eventos
principais da fase crbnica sdo a angiogénese e a fibrose com formacao de
granuloma (HOCHBERG et al., 2010).

A resposta fisiolégica observada no processo inflamatério esta
relacionada com a liberacédo de diferentes mediadores pro-inflamatorios, como
aminas biogénicas (histamina e serotonina), cininas (bradicininas), prostanoides
(prostaglandinas), citocinas (TNF-a, IL-13 e IL-6), fator de ativacdo plaquetéria
(PAF) e substancia P (KIM et al., 2007).

Muitos medicamentos anti-inflamatorios atuais s&o alvo desses
mediadores em diferentes niveis, mas eles carecem de especificidade e seus
efeitos indesejaveis restringem seu uso a longo prazo (DHIKAV et al., 2002),
portanto, a tendéncia ho momento é a producdo de medicamentos a base de
vegetais, uma vez que os fitoterapicos ndo apresentam esses efeitos colaterais
(KUMARI, 2014).

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao
isolamento de muitas substancias que ainda hoje séo utilizadas clinicamente, ou
entdo serviram como prototipos para a sintese de novos farmacos (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2008).

E notavel que a maioria dos novos medicamentos descobertos nas
tltimas décadas tem a sua origem da natureza. Constituintes quimicos obtidos
de plantas medicinais e outros produtos naturais tém sido cada vez mais
utilizados para tratar varias doencas (NAPIMOGA; YATSUDA, 2010).

No entanto, o uso indiscriminado de algumas plantas para o tratamento
de doencas sem qualquer evidéncia cientifica, pode ser muito prejudicial. Por
isso, a avaliacdo da toxidade e o potencial farmacolégico das fracdes de C.
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jamacaru, € de grande interesse cientifico, ambiental, tecnoldgico, econdmico e
social.

Nesse sentido, o presente estudo se encarrega de fazer um estudo
toxicolégico pré-clinico das fracdes cloroférmica e hidrometandlica da raiz de C.
jamacaru, avaliar o efeito das fracbes sobre o sistema nervoso central de
camundongos por meio da triagem farmacoldgica comportamental e do teste do
rota rod, avaliar o efeito das fragcbes sobre a atividade antinociceptiva nos
modelos de testes por inducdo quimica (acido acético e formalina e térmica
(placa quente), e a atividade anti-inflamatéria no modelo do teste do edema de

pata induzido por carragenina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada na zona rural do municipio de Feira
de Santana (12°12'32,9”S e 38°55’59”W). A coleta das raizes de C. jamacaru
(voucher 205707) foi realizada em abril de 2014 no periodo da manha (9:00
horas). Esta espécie foi previamente identificada conforme exsicata depositada
no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana. As amostras da raiz
foram encaminhadas diretamente ao LAPRON (Laboratério de Quimica de

Produtos Naturais e Bioativos) da Universidade Estadual de Feira de Santana.

2.2 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO EXTRATO BRUTO

As raizes da espécie selecionada foram colocadas para secar a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, sendo posteriormente pulverizado em moinhos de
facas, para que fosse realizado um céalculo que determinasse o rendimento final
de cada extrato através da equagdo RET= Mf/Mi x 100 = Rendimento de extrato
total (%); Mf =massa final do extrato seco (g); Mi=massa inicial da amostra (g).
O material pulverizado foi submetido a extracéo, trés vezes consecutivas, por
maceracdo com metanol em recipientes de vidro. Os extratos brutos foram

concentrados em evaporador rotatério, sob presséo reduzida, em temperaturas
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de 40-42°C. O residuo de solvente do extrato metandlico foi retirado por

evaporacao em capela de exaustéo (Figura 1).
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Figura 1. (A) Material vegetal de Cereus jamacaru secando a temperatura ambiente (B)
Material pulverizado em moinho de facas (C) Extragdo em metanol (D) Rotaevaporador sob
presséo reduzida (E) Extrato metandlico bruto (Fotos: Amanda Santana)
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2.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO

O extrato metandlico da raiz de C. jamacaru foi fracionado por particdo
liquido-liquido (Figuras 2A1 e 2A2) para obtencédo das fracdes. 259 do extrato
metandlico bruto foi ressuspenso em metanol:agua (7:3 v/v) e extraido com
cloroférmio para obtencéo das FC (Figura 2B) e FHM (Figura 2C), visando uma
semi-purificacdo das substancias através de suas polaridades. A FC foi
concentrada em evaporador rotatério e colocada para secar em capela de
exaustdo, enquanto a FHM teve o metanol retirado no evaporador rotatério e a

solucéo final foi liofilizada (Liofilizador Terrone Enterprise ).

———

Figura 2. (Al e A2) Parti¢cdo liquido-liquido (B) Fragdo Cloroférmica (C) Fracao

Hidrometandlica (Fotos: Amanda Santana)
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3. ENSAIOS BIOLOGICOS

3.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Os testes biologicos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
(LAFAR) localizado no Biotério Central da UEFS, que forneceu os camundongos
machos adultos (25 a 30g) utilizados como cobaias. Os animais foram mantidos
em gaiolas de polipropileno, providas de cama de serragem selecionada, com
garrafa acoplada a um bico de aco inoxidavel para agua, e cocho para racao do
tipo peletizada, ambos fornecidos ad libitum.

A sala foi mantida a uma temperatura de 20 a 22° C e com ciclos de 12 h
claro / 12 h escuro (fase clara de 06h00 as 18h00), de acordo com os padrées
recomendados para roedores (GHIRALDINI, 1995; MERUSSE; LAPICHICK,
1996).

As gaiolas com os animais foram transferidas para a sala de
experimentacdo, onde foram realizados todos os experimentos, com pelo menos
uma hora de antecedéncia a execucao dos mesmos, a fim de promover uma
adaptacao do animal ao novo ambiente e evitar possiveis alteracdes fisioldgicas
e comportamentais decorrentes do estresse causado pela remocédo e manuseio
dos animais.

Antes da realizacdo dos experimentos, as bancadas foram higienizadas
com uma solugéo de etanol a 70% e durante a sua execucao foi utilizada uma
solucéo de etanol de baixa graduacao (10 %) nas bancadas e nos aparelhos
para evitar qualquer tipo de influéncia nos resultados. Os testes foram realizados
no periodo vespertino (entre 12:00 e 17:00), sendo os animais utilizados uma
Unica vez e sacrificados ap0s o término dos experimentos.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA/UEFS, protocolo n®
003/2014 (ANEXO 1).

3.2. TESTE DE TOXIDADE AGUDA

O teste de toxidade oral aguda foi realizado conforme descrito pela

Organization for Economic Cooperation and Development, Guia OECD-
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420/2001 “Procedimento de dose fixa” (OECD, 2001). O objetivo deste teste é
identificar a menor dose que cause sinais de toxidade evidente, obtendo desta
forma uma estimativa da DLso. O principio do teste baseia-se em um
procedimento usando doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. A dose inicial &
selecionada com base em teste preliminar, no qual se observa a dose que
produza sinais de toxidade sem causar efeitos toxicos graves ou mortalidade.
Em seguida realiza-se o estudo com 5 animais por grupo, iniciando com a dose
definida no pré-teste.

O experimento foi realizado com 23 camundongos suicos, adultos,
provenientes do Biotério Central da UEFS.

Inicialmente foi realizado o pré-teste, onde as FC e FHM solubilizadas em
agua destilada foram administradas por via oral, a um Unico animal, na dose
provavel de produzir toxidade evidente. A dose inicial escolhida para iniciar o
pré-teste foi baseado em estudos prévios que testaram a dose de 500 mg/Kg,
com a qual ndo se observou sinais de toxidade seguindo o protocolo utilizado
(BRITO, 1994) nem mortalidade, desta forma a dose fixa maior de acordo com o
protocolo seria de 2000 mg/Kg e, portanto, foi a dose escolhida para o pré-teste.

Depois de determinada a dose inicial através do pré-teste, os animais
foram divididos em 4 grupos, sendo um grupo controle com 5 animais tratados
com o veiculo (Agua destilada), e 3 grupos de 5 animais cada, tratados com as
fracbes na dose de 2000 mg/Kg, de acordo com os resultados do teste
preliminar. Antes da administragdo os animais foram submetidos a jejum de 3
horas, com acesso livre apenas a agua. O acesso a racao foi permitido apenas
apos 2 horas da administracdo. Em seguida, os animais foram observados
durante as primeiras 8 horas, com especial atencdo nas primeiras 4 horas, e
durante 14 dias para avaliacao de sinais clinicos de carater geral e toxicos.

Os parametros foram avaliados segundo o protocolo de toxidade aguda
descrito por BRITO (1994), através de escalas analdgicas unipolares variando
de 0 a 4 pontos, sendo 0 (zero) o valor representante da normalidade, ou através
de escalas bipolares variando de 0 a 8 pontos, sendo 4 o valor representante da
normalidade (ANEXO 3).

Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento. No ultimo
dia de observagéo, os animais foram eutanasiados e submetidos a laparotomia

para retirada, pesagem e observacdo macroscoépica dos rins, figado, coracdo e
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pulmdes. Esse experimento foi realizado na Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia — UESB, Jequié — Ba.

3.3 TESTE PARA AVALIAR A COORDENACAO MOTORA (ROTA ROD)

Durante a execucgado deste teste, os animais foram colocados em um
cilindro (Figura 3) que gira a uma velocidade constante, a fim de verificar se s&o
capazes de se equilibrarem sobre o0 mesmo (MATTEI; FRANCA, 2006). Para
evitar uma interpretacédo equivocada dos resultados devido a uma incapacidade
natural dos animais em manter o equilibrio e a movimentacao na barra giratoria,
24h antes da realizacao do teste foi feita uma pré-selecdo dos animais (sem
administracdo de substancias), na qual foram considerados aptos a participarem
agueles animais que permaneceram na barra giratéria (com velocidade de 7
r.p.m.) durante 180 segundos, em até 3 tentativas (MENDES et al., 2002). No
dia seguinte, os camundongos pré-selecionados foram divididos em cinco
grupos de oito animais (controle e experimentais) e, antes da realizacdo do
tratamento, foi realizada uma leitura basal, medindo-se o tempo de permanéncia
no aparelho conforme descrito anteriormente. Em seguida, os animais do grupo
controle foram tratados com o veiculo (solucdo de NaCl a 0,9%), os animais do
grupo padrao com diazepam 1,5 mg/Kg (v.i.p), € os demais grupos com as FC e
FHM do extrato da raiz de C. jamacaru (v.0) nas doses de 75, 150 e 300 mg/Kg,
submetidos ao teste aos 60 e 120 minutos apods o tratamento, para novamente
ser feito o registro do tempo de permanéncia (s) de cada animal na barra

giratoria.

Figura 3. Aparelho Rota Rod (Foto: Amanda Santana)
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3.4 TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO
ACETICO

O teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético se baseia
no fato de que uma injecdo intraperitoneal (v.i.p) de acido acético (0,8%)
provocara uma reacao nociceptiva, caracterizada por contor¢ées abdominais
seguidas de extensdes dos membros posteriores (ALMEIDA, 2006). Para a
realizacdo desse experimento cinco grupos com 8 animais cada foram formados
e os animais foram tratados com as FC e FHM do extrato da raiz de C. jamacaru
nas doses de 75, 150 ou 300 mg/Kg (v.0), um grupo controle (NaCl a 0,9% v.0)
e um grupo padrdo, tratados com indometacina (20 mg/Kg v.i.p). Apds 60
minutos da administracdo dos tratamentos, os animais foram tratados com
solucéo de acido acético 0,8% (v.i.p), sendo colocados em caixas de observacéo
(Figura 4), onde foi registrado o numero total de contor¢cdes abdominais
apresentadas por cada animal contabilizadas durante um periodo de 15 minutos

apos 5 minutos iniciais.

Figura 4. Caixa de observacdo utilizada no teste das contor¢c6es abdominais e formalina

(Foto: Amanda Santana)

3.5 TESTE DA FORMALINA

O teste da formalina € um método valido e seguro para o estudo da

atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em camundongos, sendo
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considerado um modelo bifasico de comportamento indicativo de dor
persistente, produzida pela inje¢cdo subplantar (s.p) do agente nociceptivo
(HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Para este teste foram utilizados cinco grupos com oito camundongos
cada. Os animais receberam o tratamento com trés doses da FC e FHM do
extrato da raiz de C. jamacaru (75, 150 ou 300 mg/Kg, v.0), um grupo controle
(NaCl a 0,9%) e outro grupo foi tratado com morfina (10mg/Kg v.i.p), que
funcionou como padrédo. Decorridos 60 minutos, os camundongos receberam
20uL de formalina (2,5% formaldeido em solucéo salina) a qual foi injetada na
regido subplantar da pata posterior esquerda. Depois da injecdo de formalina, os
animais foram colocados em caixas individuais de observacgédo (Figura 4) e o
tempo gasto, em segundos, na lambida da pata injetada foi considerado
indicativo de nocicepcédo. A primeira fase da resposta nociceptiva normalmente
ocorre entre 0-5 minutos e a segunda ocorre de 15-30 minutos apdés a injecdo de

formalina.

3.6 TESTE DA PLACA QUENTE

No teste da placa quente, inicialmente, os animais foram submetidos a
uma triagem, onde a laténcia basal de todos os animais foi registrada usando o
tempo de corte de 10 segundos, com a finalidade de se avaliar a sensibilidade
dos mesmos ao estimulo térmico. A placa quente (Ugo Basile, modelo DS 37)
foi mantida a 50+1°C (PIETROVSKI et al., 2006). Em seguida, grupos com oito
camundongos, foram divididos e receberam o tratamento com trés doses das FC
e FHM do extrato da raiz de C. jamacaru (75, 150 e 300mg/Kg v.0), morfina
(10mg/kg v.i.p), e um grupo controle tratado com NaCl a 0,9%. Os animais foram
colocados na superficie da placa a 50+1°C, dentro de um cilindro de acrilico de
24cm de diametro (Figura 5) 30, 60 e 120 minutos apds a administracao das
substancias. O tempo decorrido entre a colocacdo do animal na placa e a
ocorréncia de lambida das patas ou comportamento de pular foi registrado como
laténcia. Para minimizar danos as patas dos animais, o tempo maximo de

permanéncia na placa foi de 30 segundos (SILVA et al., 2005).



80

Figura 5. Placa quente (Foto: Amanda Santana)

3.7 TESTE DO EDEMA DA PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Para realizacdo do teste do edema de pata induzido pela carragenina
foram utilizados cinco grupos com oito camundongos. Os animais receberam 0s
tratamentos com as FC e FHM do extrato da raiz de C. jamacaru (75, 150 ou
300mg/Kg v.0), veiculo (solucdo salina 0,9% v.0), e o outro grupo dos animais
foram tratados com indometacina (10 mg/kg v.i.p). Apés 60 minutos os animais
receberam 50 uyL de carragenina (2,5% diluida em solugéo salina) a qual foi
injetada na regido subplantar da pata posterior esquerda, e igual volume de
solucéo salina (NaCl 0,9%) na pata posterior direita (NSONDE NTANDOU et al.,
2010). Em seguida o volume das patas foi medido imediatamente e 60, 120, 180
e 240 minutos apds a administracédo de carragenina e solugcéo salina na regido
subplantar usando um pletismémetro (Figura 6). O edema foi considerado pela
diferenca do volume entre a pata tratada com carragenina e a que recebeu a

solucéo salina.
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Figura 6. Pletismométro (Foto: Amanda Santana)

4. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados obtidos nos experimentos foram expressos como média + erro
padrdo da média (E.P.M) e analisados pelo teste ANOVA (anélise de variancia)
de uma via seguida do teste Dunnett ou Tukey, quando necessario, exceto para
o teste de edema de pata (duas vias seguida do teste Bonferroni) mediante a
utilizacdo do programa estatistico Graph Pad Prism, versédo 6.0. Os resultados

foram considerados significativos quando p<0,05 (WINER et al., 1991).

5. RESULTADOS

5.1 TESTE DA TOXIDADE AGUDA
5.1.1 Pré-teste

A dose inicial de 2000 mg/Kg de ambas as fragcfes, ndo produziram sinais
de toxidade graves e nenhuma mortalidade. Portanto, foi a dose escolhida para

realizacdo do teste.
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5.1.2 Procedimento da dose fixa

Apés a administracdo os animais foram avaliados e os resultados
encontram-se no ANEXO 4. A andlise de variancia indicou que as médias dos
tratamentos (peso corpdreo dos animais no inicio e final do teste) ndo séo iguais.
Entretanto, ndo existe diferenca estatistica entre as médias ao nivel de 5% pelo
teste de Tukey. Pode-se observar que as fracdes FC e FHM nado apresentaram
sinais de toxicidade evidente nos animais e a partir dessas informacdes, foi dado
continuidade aos experimentos para avaliacdo das atividades antinociceptiva e

anti-inflamatoéria.

5.2 TESTE PARA AVALIAR A COORDENACAO MOTORA (ROTA ROD)

O teste da barra giratoria (rota-rod) foi realizado para verificar uma
possivel interferéncia sobre a coordenacdo motora dos roedores apos
administracdo da FC e FHM nas doses de 75, 150 ou 300 mg/kg. Ndo houve
diferenca significativa entre os animais do grupo controle daqueles tratados com
as fracdes em nenhum dos tempos (60 minutos e 120 minutos) nas doses citadas
acima (Figuras 7A, 7B, 8A e 8B). Como esperado, o padrdao (Diazepam 1,5
mg/Kg) utilizado como droga depressora do SNC, diminuiu em 16+3,3s e
21,5+2,2s o tempo de permanéncia dos camundongos no aparelho, quando

comparados ao grupo controle 180+0,0s.

60 min
@ 200+
Y ' —_— 3 Controle (NaCl 0,9%)
2 4504 e B3 FC (75 mg/Kg)
g : £ FC (150 mg/Kg)
£ = @D FC (300 mg/Kg)
g e @ Padrdo (Diazepam 1,5 mg/Kg)
2 =
o 501 E:E
g‘ .:- *%k%
g . S

Tratamento

Figura 7A. Efeito da fracdo cloroférmica (75, 150, 300 mg/kg, v.0. T60min) no teste da
coordenacdo motora em camundongos. Resultados expressos como média + e.p.m. *** p<0,001.
(ANOVA seguido de Dunnet)



83

120 min
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= 3 Controle (NaCl 0,9%)
E - " . B3 FC (75 mg/Kg)
@ - B3 FC (150 mg/Kg)
£ R @D FC (300 mg/Kg)
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Figura 7B. Efeito da fracdo cloroférmica (75, 150, 300 mg/kg, v.0. T120min) no teste da
coordenacdo motora em camundongos. Resultados expressos como média + e.p.m. *** p<0,001.
(ANOVA seguido de Dunnet)

60 min
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= [ Controle (NaCl 0,9%)
g o = o &3 FHM (75 mg/Kg)
@ = BE3 FHM (150 mg/KQg)
e = @D FHM (300 mg/Kg)
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o 50- 23
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I B
Tratamento

Figura 8A. Efeito da fracdo hidrometandlica (75, 150, 300 mg/kg, v.0. T60min) no teste da
coordenacdo motora em camundongos. Resultados expressos como média + e.p.m. *** p<0,001.
(ANOVA seguido de Dunnet)
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Figura 8B. Efeito da fracdo hidrometandlica (75, 150, 300 mg/kg, v.0. T120min) no teste da
coordenacéo motora em camundongos. Resultados expressos como média + e.p.m. *** p<0,001.
(ANOVA seguido de Dunnet)

5.3 TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO
ACETICO

Apbs o tratamento com as fracbes FC e FHM nas doses de 75,150 ou 300
mg/kg, a FC apresentou reducdo significativa (p<0,001) das contor¢cdes
abdominais em todas as doses: 75 mg/Kg (18,75+0,25), 150 mg/Kg (12,88+0,55)
e 300 mg/Kg (6,12+0,48) quando comparadas aos animais do grupo controle
(30,88+0,99). A droga padréo utilizada (indometacina 10 mg/Kg) demonstrou
uma reducao significativa (p<0,001) no numero de contor¢des de 1,25+0,62,

como esperado (Figura 9).

>
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s E3 FC (75 mg/Kg)

»
©
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£
S 304
E B FC (150 mg/Kg)
@ [ FC (300 mg/Kg)
'§~ 204 _;_f; @ Padréo (Indometacina 10 mg/Kg)
o L. k%
“':' = - — s
8 104 a o ——
@ - l
=] a o *k%
Tratamento

Figura 9. Efeito da fracdo cloroférmica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) nas contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético em camundongos. Valores expressos como média te.p.m. (n=8).
***pn<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet)
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A FHM apresentou reducdo bastante significativa (p<0,001) das
contor¢cdes abdominais em todas as doses: 75 mg/Kg (13,50%0,70), 150 mg/Kg
(8,63+0,33) e 300mg/Kg (3,88+0,40); quando comparadas aos animais do grupo
controle (30,88+0,99). A Indometacina demonstrou inibicdo de 1,25+0,62 no

namero de contor¢des, como esperado (Figura 10).

-g 401

c [ Controle (NaCl 0,9%)

E s B3 FHM (75 mg/Kg)

2 40 £3 FHM (150 mg/Kg)
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‘§ 20+ Sk @ Padréo (Indometacina 10 mg/Kg)
o
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g E *kk

= e 1 PP
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Figura 10. Efeito da fracdo hidrometandlica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) nas contorcdes
abdominais induzidas por acido acético em camundongos. Valores expressos como média
+e.p.m. (n=8). ***p<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet).

5.4 TESTE DA FORMALINA

A FC nas doses de 75, 150 ou 300 mg/kg reduziu de forma significativa o
tempo de lambidas e mordidas na pata tanto na fase 1 (neurogénica - Figura
11A) com valores de 20,13+2,40s; 17,63+1,35s ;14,38+0,90s, respectivamente,
qguanto na fase 2 (inflamatoria - Figura 11B) com valores de 33,13%1,49s;
25,38+1,83s; 15,63+1,02s, respectivamente, quando comparadas ao grupo
controle (fase 1: 58,25+2,53s e fase 2: fase 2: 203,00+15,20s). Essa redugéo foi
similar ao padréo (indometacina) fase 1: 12,25+1,01s e fase 2: 11,63+1,38s.
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Figura 11A. Efeito da frac&o cloroférmica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) na primeira fase do teste da

formalina em camundongos. Valores expressos como média + e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs

controle (ANOVA — seguido de Dunnet)
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] Controle (NaCl 0,9%)

E= FC (75 mg/Kg)

B FC (150 mg/Kg)

@ FC (300 mg/Kqg)

@ Padréao (Morfina 10 mg/Kg)

Figura 11B. Efeito da fragdo cloroférmica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) na segunda fase do teste

da formalina em camundongos. Valores expressos como média + e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs

controle (ANOVA - seguido de Dunnet)

Como ilustrado na figura 12A, os camundongos administrados com a FHM

em todas as doses testadas apresentaram reducao bastante significativa no

tempo de lambidas e mordidas na pata tanto na fase 1 com valores de
16,63+2,28s; 15,25+1,37s; 10,00+0,65s, respectivamente, quanto na fase 2,
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guando comparados ao grupo controle (fase 1: 58,25+2,53s). Na fase 2 (Figura
12B) os valores foram de 39,63+2,07s; 35,50%1,82s; 14,25%0,73s,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle (fase 2:
203,00+15,20s). Reducéo similar ao padrao (indometacina) em ambas as fases
(fase 1:12,25+1,01s e fase 2: 11,63+1,38s).
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=t o — B3 FHM (75 mg/Kg)
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T
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Figura 12A. Efeito da fragdo hidrometandlica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) na primeira fase do teste
da formalina em camundongos. Valores expressos como média = e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs
controle (ANOVA — seguido de Dunnet)
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Figura 12B. Efeito da fracdo hidrometandlica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) na segunda fase do teste
da formalina em camundongos. Valores expressos como média + e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs
controle (ANOVA — seguido de Dunnet)
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5.5 TESTE DA PLACA QUENTE

A Figura 13 apresenta o efeito antinociceptivo induzido pela FC nas doses
75, 150 e 300mg/kg sobre os camundongos, no teste da placa quente. Como
pode-se observar em todas as doses testadas a FC apresentou aumento
significativo da laténcia ao estimulo térmico no teste da placa quente nos tempos
de observacao de 30, 60 e 120 minutos com valores de (75mg/kg, Tso: 15,5+0,2;
Teo: 14,9+0,3; Ti20: 13,8£0,5); (150mg/kg, Tso: 17,9+0,4; Teo: 17,0%0,3; Tiz0:
16,5+0,2); (300 mg/kg, Tso: 21,1+0,5; Teo: 20,0+0,3; T120: 18,5+0,2) em relagéo
ao controle (Tso: 8,1+0,4; Teo: 8,6£0,8; T120: 9,1£0,5). O grupo administrado com
morfina (10mg/kg) foi significativamente diferente do controle em todos os
tempos de observacao (Tso: 28,8+0,6; Teo: 25,8+1,2; T120: 21,5£0,4).
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Figura 13. Efeito da fracdo cloroférmica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) na laténcia da dor avaliada
pelo teste da placa quente em camundongos. Valores expressos como média + e.p.m. (n=8).
**p<0,01 e ***p<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet)

Como pode-se observar na Figura 14, as doses de 75, 150 e 300 mg/kg
da FHM apresentaram aumento significativo da laténcia ao estimulo térmico no
teste da placa quente nos tempos de observacéao de 30, 60 e 120 minutos com
valores de (75mg/kg, Tso: 17,3%0,8s; Teo: 17,0£0,6s; T120: 16,4+0,3s); (150mg/kg,
T30: 21,0%0,8s; Teo: 19,6+0,5s; T120: 17,8%0,3s); (300 mg/kg, T3zo: 24,4+0,9s; Teo:
23,5%1,3s; T120: 21,0£0,6s) em relagcéo ao controle (Tso: 8,0+0,5s; Teo: 7,1£0,9s;
Tiz0: 7,0+£0,9s). O grupo administrado com morfina (10mg/kg) foi
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significativamente diferente do controle em todos os tempos de observacao (T 3o:
28,2+0,8s; Teo: 25,4+1,1 s; T120: 23,4£1,3s).

’(-[; 30" *kx
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Figura 14. Efeito da fragdo hidrometandlica (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) na laténcia da dor avaliada
pelo teste da placa quente em camundongos. Valores expressos como média + e.p.m. (n=8).
***n<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet)

5.6 TESTE DO EDEMA DE PATA EM CAMUNDONGOS INDUZIDO POR
CARRAGENINA

A FC nas doses de 75, 150 e 300 mg/Kg reduziu significativamente o
edema das patas nos tempos de observacéao de 30, 60, 120, 180 e 240 minutos,
com valores de: (75mg/kg, Tso: 0,095+0,0094; Teo: 0,073%£0,0070; Tizo0:
0,056+0,0038; Tiso: 0,11+0,0031 e Ta40: 0,14+0,0037); (150mg/kg, Tso:
0,076+0,0071; Teo: 0,06+0,0038; T120: 0,043+0,0031; T1s0: 0,084+0,0032 e T240:
0,11+0,0030); (300 mg/kg, Tso: 0,068+0,0053; Teo: 0,051+0,0048; Tazo:
0,038+0,0025; Tiso: 0,063+0,0031 e T240: 0,10+0,0026) em relagdo ao controle
(Ts0: 0,17+0,016; Teo: 0,21+0,016; Ta2o0: 0,25%0,017; Tiso: 0,280,015 e Ta4o:
0,33+0,022) (Figura 15).
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Figura 15. Efeito da fragdo cloroférmica (75,150 e 300mg/kg) sobre o edema de pata induzido
por carragenina em camundongos. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relacdo

ao controle. ***p< 0,001.(ANOVA two-way-Bonferroni)

A FHM também reduziu significativamente o edema das patas dos
camundongos em todos os tempos de observacéo (75mg/kg, Tso: 0,074+0,0063;
Teo: 0,05+0,0042; T120: 0,025+0,0027; T1so: 0,07+0,0057 e T240: 0,081+0,0052);
(150mg/kg, Tso: 0,07+0,0071; Teo: 0,055+0,0057; Tiz0: 0,03+0,0060; T1iso:
0,065+0,0071 e Ta40: 0,08+0,0042); (300 mg/kg, Tso: 0,066+0,0053; Teo:
0,043+0,0053; Ti20: 0,023+0,0031; Tiso: 0,054+0,0042 e T240: 0,081+0,0030)
apos a administracdo da carragenina quando comparados ao grupo controle
(Tso0: 0,17£0,016; Teo: 0,21+0,016; Tiz0: 0,25+0,017; Tiso: 0,28+0,015 e T240:
0,33+0,022) (Figura 16). O grupo tratado com o padrédo (indometacina)
apresentou os seguintes resultados: (Tso: 0,053+0,0053; Teo: 0,035+0,0050; T120:
0,021+0,0044; Tiso: 0,048+0,0045 e T240: 0,06+0,0042). Ambas as fracoes

apresentaram resultados semelhantes ao padrao.
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Figura 16. Efeito da fracdo hidrometandlica (75,150 e 300mg/kg) sobre o0 edema de pata induzido
por carragenina em camundongos. Os asteriscos representam o nivel se significancia em relagéo

ao controle. ***p< 0,001.(ANOVA two-way-Bonferroni)

6. DISCUSSAO

No estudo de toxidade aguda os animais sao tratados uma Unica vez com
o produto em teste ou, eventualmente, com doses parceladas em periodo néo
superior a 24h (LAPA et al., 2004). Pode-se observar que as fracbes FC e FHM
nao apresentaram sinais de toxicidade evidente. Exames histopatolégicos ndo
se fizeram necessérios, ja que ndo foram observadas alteracdes na analise
macroscopica dos érgdos. Como ndo houve indicios de toxidade aguda, a
realizacdo de testes que avaliem a toxidade cronica devera ser 0 prOXimo passo
no estudo toxicoldgico da espécie, assim como estudos farmacocinéticos.

N&ao foi possivel determinar a dose letal mediana (DLso), pois a dose de
2000mg/kg néo provocou morte em nenhum dos animais estudados durante o
periodo de observacédo. Este fato classifica esta substancia como pertencente
aos agentes xenobidticos de classe 5 (pouco téxica), visto que a OECD 425
(2001) preconiza que agentes xenobidticos administrados pela via oral que
apresentem DLso entre 2000-5000mg/Kg sejam considerados de baixa
toxicidade.

Estudos de toxicidade aguda em camundongos realizados por Silveira et

al., (2006) verificaram que o extrato etandlico do caule de C. jamacaru néo
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produziu alteragcbes hematolégicas em camundongos (fémeas) quando
administrados nos quatro primeiros dias de gestacdo. J4 os estudos
desenvolvidos por Messias et al., (2010) constataram que o extrato bruto da
parte interna do caule de C. jamacaru ndo produziu efeitos toxicos e nem
alteracbes sobre a maioria dos parametros bioquimicos e hematologicos
estudados em ratas Wistar gravidas.

O teste da barra giratéria (rota-rod) avalia a influéncia das drogas na
coordenacao motora em roedores. Trata-se de um método eficiente para avaliar
a integridade do sistema motor, possibilitando detectar enfraquecimento
neurologico, incluindo ataxia, relaxamento muscular e efeitos caracteristicos de
neurotoxicidade provocados pelas drogas depressoras sobre o SNC (PULTRINI
et al., 2006). As fracdes em estudo ndo promoveram nenhuma alteracdo na
coordenacdo motora dos animais submetidos ao teste, sugerindo auséncia de
atividade miorrelaxante.

Apesar dos principais avan¢cos no conhecimento dos mecanismos
moleculares envolvidos no processo de dor e investimento consideravel na
pesquisa farmacéutica, ainda existem poucas classes de drogas analgésicas,
principalmente para o controle da dor crénica (WOODCOCK et al., 2007).

Neste sentido, alguns modelos de estudos de nocicep¢cdo em modelo
animal podem ser utilizados para verificar a atividade analgésica de compostos
que, de uma maneira geral, apresentam caracteristicas proprias e
principalmente, a possibilidade de serem correlacionados com estudos clinicos
(ROCHA, 2010).

Baseado nos resultados apresentados neste estudo, as fracbes (FC e
FHM) das raizes de mandacaru (C. jamacaru), demonstraram acdo
antinociceptiva e anti-inflamatoria quando testadas em modelos de nocicepcéo
quimica, induzidos por acido acético, formalina e carragenina, e em um modelo
térmico, o teste da placa quente.

Entre os modelos de nocicepcdo quimica realizados, o teste de
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético € descrito como tipico
modelo de dor inflamatoria, sendo uma ferramenta de triagem para avaliacao da
atividade analgésica e anti-inflamatoria de novos agentes (VINEGAR et al., 1979;
TJOLSEN; HOLE, 1997). A irritacdo local promovida pelo &cido acético induz a

liberacdo de varios mediadores enddégenos como bradicinina, prostaglandinas e
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citocinas (TNF- a, IL-1 B e IL-8) que estimulam o0s neurbnios nociceptivos
(COLLIER et al., 1968; RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). Além de ser
influenciada por esses mediadores inflamatorios, a nocicep¢do promovida pelo
acido acético também pode ser mediada pela dissociacao dos prétons presentes
no acido acético, que estimulam os canais TRPV1 e ASICs localizados nos
neurénios aferentes primarios (IKEDA et al., 2001; JULIUS, BASBAUM, 2001,
COUTAUX et al., 2005). Porém, este teste nao € um modelo especifico, pois é
sensivel tanto para afericAo da analgesia induzida por opidides quanto por
analgésicos de acéo periférica (HAYES et al., 1987).

Os resultados obtidos no modelo de contorgbes abdominais
demonstraram que as fracdes FC e FHM da raiz de C. jamacaru provocaram
uma reducéo dose-dependente significativa no nimero de contor¢des em todas
as doses analisadas. Estes resultados sdo similares aos observados na
presenca da indometacina, um farmaco anti-inflamatorio ndo-esteroidal (AINES)
que foi utilizado como controle positivo neste teste.

Na literatura, estudos realizados recentemente por Andrade (2013),
evidenciaram resultados significativos no teste das contor¢cées abdominais com
o extrato bruto da raiz de C. jamacaru. A dose de 50 mg/Kg do extrato produziu
maior inibicdo no numero de contor¢cfes quando comparada com as outras doses
(100, 200 e 400 mg/Kg) e o grupo controle.

As atividades das fracdes (FC e FHM) neste teste ndo € conclusiva,
apenas indica que o mesmo possui atividade antinociceptiva de origem anti-
inflamatoria. Entdo, a especificidade de acao do mesmo foi reforgcada através da
realizacdo de outros testes: o teste da formalina e o da placa quente.

O teste da formalina € constituido por duas fases distintas. A nocicepcao
neurogénica (fase inicial) resulta do efeito irritante direto sobre os nociceptores
ativando as fibras aferentes primarias, acarretando na liberacdo de
neuropeptideos como SP e CGRP em terminais periféricos e centrais. Ja a
nocicepcao inflamatoria (fase tardia) € mediada pela combinacdo de estimulos
periféricos e sensibilizacdo da medula espinhal (HUNSKAAR; HOLE, 1987;
TIJOLSEN et al., 1992; MCCALL et al, 1996; PUIG;, SORKIN,1996).
Considerando as propriedades diferentes das fases inicial e tardia, esse teste
além de avaliar substancias antinociceptivas, também pode indicar possiveis

mecanismos envolvidos (SHIBATA et al. 1989). Analgésicos opiodides inibem



94

ambas as fases, embora a segunda fase seja mais sensivel. Por outro lado,
AINES suprimem apenas segunda fase do teste (HUNSKAAR; HOLE, 1987;
SHIBATA et al., 1989; MALMBERG; YAKSH, 1992; JOURDAN et al., 1997).
Estudos anteriores demonstraram que formalina libera véarios mediadores
inflamatorios (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SANTOS; CALIXTO 1997) como a
serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandinas, que, pelo menos até certo
ponto podem causar a sensibilizagdo dos neurdnios nociceptivos centrais
(VERMA et al., 2005).

As fracdes (FC e FHM) reduziram de maneira significativa o tempo de
lambida e mordida da pata em todas as doses, resultando em um efeito
antinociceptivo significativo dependente da dose em ambas as fases. Estes
resultados sdo similares aos observados na presenca da morfina, que foi
utilizada como controle positivo em ambas as fases.

Os estudos realizados por Andrade (2013), também evidenciaram
resultados significativos no teste da formalina, em ambas as fases, com o extrato
bruto da raiz de C. jamacaru.

E citado na medicina popular, doencas como gastrite, Glceras (AGRA et
al., 2008) hemorroidas (ANDRADE, 2008) e inflamacdes no utero (LUCENA et
al., 2012) relacionadas ao processo inflamatorio, que sdo tratadas com chéas de
raizes de mandacaru (C. jamacaru). Os resultados obtidos no teste da formalina
convalidam o conhecimento popular.

No teste da placa quente, 0s animais sdo expostos ao estimulo térmico e
em geral a resposta pode envolver estruturas neurais superiores, dessa forma
tais métodos identificam principalmente analgésicos centrais (JENSEN; YAKSH,
1986; LE BARS et al. 2001) provocando uma resposta aguda nociceptiva nao-
inflamatoria (ZAKARIA et al, 2008).

Por meio deste teste, foi possivel verificar que as fragbes (FC e FHM) em
todas as doses, provocaram um aumento dose-dependente de maneira
significativa, no tempo de laténcia dos camundongos sobre a placa quente em
todos os tempos avaliados. Estes resultados séo similares aos observados na
presenca da morfina, um agente opidide que promove analgesia central, que foi
utilizada como controle positivo. O que sugere que ambas as fracdes possuem

compostos com atividade analgésica.
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A morfina exerce seus efeitos supraespinhais através de receptores
expressos no SNC (cérebro e medula espinhal) e na periferia (CROFFORD,
2010). Estes receptores sdo associados com uma gama de eventos psicolégicos
e fisiol6gicos que sdo diretamente relacionados a abertura de canais de potassio,
visto que, a condutancia aumentada a ions K+ leva a hiperpolarizacdo da
membrana, o que reduz a excitabilidade neuronal (HAESELER et al., 2006).

Assim, os resultados obtidos sugerem que o efeito antinociceptivo das
fracGes envolve um mecanismo de acao central.

Para confirmar a possivel atividade anti-inflamatdria demonstrada no teste
da formalina, foi realizado o teste do edema da pata induzido por carragenina,
um modelo para avaliacdo de fase aguda inflamatoria.

A carragenina é um polissacarideo obtido a partir de diferentes algas
marinhas. A injecdo da carragenina acarreta um processo inflamatorio
localizado, sensibilizando os nociceptores aferentes primarios. A inducdo de
inflamacdo com carragenina € um modelo classico e tem sido amplamente
utilizado para o desenvolvimento de farmacos anti-inflamatérios (URBAN;
GEBHART, 1999; CHATTOPADHYAY et al., 2012).

E na fase aguda do processo inflamatério que ha liberacio de mediadores
quimicos, tais como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, em resposta
a cascata do acido aracdénico (KUMMER; COELHO, 2002).

A formacdo do edema ocorre no periodo de 1-2 h (fase inicial) que
corresponde aos eventos da fase aguda do processo inflamatério envolvida por
mediadores como histamina e bradicinina; e no periodo de 3-4 h (fase tardia) €
mantida principalmente pela liberagdo das prostaglandinas (NSONDE
NTANDOU et al., 2010). Seu mecanismo de acao envolve a producao de oxido
nitrico, bem como a ativacao e aumento da expressao de varias enzimas, como
a COX-2 e 6xido nitrico sintase indutivel (POSADAS et al., 2004).

Por meio deste teste, foi possivel verificar que as fragbes (FC e FHM) em
todas as doses e em todos os tempos, provocaram diminuicédo significativa do
volume do edema. As doses que apresentaram melhores resultados foram as de
300 mg/Kg de ambas as fragcOes. Estes resultados séo similares aos observados
na presenca da indometacina, que foi utilizada como controle positivo.

Anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES), como a indometacina, inibem

a acumulacao do exsudato e mobilizacéo de leucdcito entre 3 e 6 horas apos a
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injecdo de carragenina (VINEGAR et al., 1973; ALMEIDA et al., 1980), o que
demonstra neste trabalho, a acao anti-inflamatéria das fracdes de C. jamacaru
em todas as doses e todos os tempos de observacéao.

Segundo Andrade (2013) o extrato bruto de C. jamacaru também
apresentou resultado significativo (* p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001) na reducéo
do volume do edema de pata induzido por carragenina nas doses de 50, 100,
200 e 400 mg/Kg. A autora também cita outras espécies de Cactacéas que
apresentaram resultados significativos para as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoéria. Sao elas: Harrisia adscendens, Opuntia ficus-indica e Tacinga
palmadora.

Em sintese, a avaliacdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria

das FC e FHM reforca os resultados obtidos em estudos preliminares.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Através da avaliacao toxicoldgica realizada, sugere-se que as ambas as
fracbes sdo atdxicas por via oral, sendo necessario posterior confirmacao
atraves do teste de toxidade cronica.

As avaliacdes farmacolégicas demonstraram que as ambas as fracbes
ndo afetaram a coordenacdo motora dos animais, além de possuirem
propriedades antinociceptivas e anti-inflamatéria em todas as doses
experimentais, com indicios de mecanismo de acgdo central, além de também
apresentar efeito na reducdo dos processos inflamatérios agudos. Faz-se
necessario a realizacdo de mais testes para identificar o mecanismo de acao
envolvido.

Esses resultados corroboram os dados da literatura que descrevem o uso
etnobotanico de raizes de Cereus jamacaru para tratamento de doencas
inflamatorias, sugerindo que as substancias naturais presentes nas fracdes

constituem perspectivas para a obtencéo de anti-inflamatérios naturais.
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9. ANEXO 1

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
COMISSAO DE A NO USO DE ANIMAIS

Oficio: 008/2014 Feira de Santana, 06 de junho de 2014,

DE: Iraci Gomes Bonfim
CEUA/UEFS

PARA: Professora Dr* Angélica Maria Lucchese

Prezada Senhora,

Comunicamos a V.Sa, que o projeto submetido nesta instituigio sob protocolo
de numera 0032014, intitulado “Composigao quimica ¢ atividade biologica das fragdes
cloroférmica ¢ metandlica do extrato da raiz de Cereus jamacarn DC, (Cactaceas)” sob
vossa coordenacho, de autoria da mestranda Amanda Ferreira Santana, obteve pareces
FAVORAVEL ad referendum, conforme parecer em anexo, de forma que a pesquisa
podera ser iniciada. Os relatorios parciais € final da pesquisa deverdo ser entregues na
CEUA, para que possam ser encaminhados ao CONCEA, conforme o Decreto
69992009, Artigo 44°, pargrafo VII & Artigo 9. parigrafos de I a X, em obediéncia a
Lei 11.794/72008.

Atenciosamente,

raci Gomes Bon! !
Coordenadora em exercicio da CEUA-UEFS
Portaria n® 878/2012 I




10. ANEXO 2
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Figura 7. Curva de calibracéo de Acido Galico.
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Figura 8. Curva de calibracao de Quercetina.
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Figura 12 — Curva de Calibracdo de Trolox 3

106



CONCENTRACAO DE AC. ASCORBICO {ug/mL)

100
20 y = 8,0526x - 2,5501
80 R? =0,9996
70
o g
g OO0
g
@ 50
< 40
™ 30
20
10
0
0,0 2,0 40 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
CONCENTRACAO DE AC. ASCORBICO (ug/mL)
Figura 13. Curva de calibrac&o de Acido Ascorbico 1.
100 y = 7,6462x - 3,0864
90 R?=0,9984
70
C.
< 60
5
@ 59
E A0
£ an
o
20
10
0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
CONCENTRACAQ DE AC. ASCORBICO (pug/mL)
Figura 14. Curva de calibrag&o de Acido Ascérbico 2.
80 vy =6,4377x-0,2637
- R?=0,9971
ouv
70
O 60
< 50
+s]
= 40 &
3 30
20
10
0,0 2,0 4.0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0

Figura 15. Curva de calibraco de Acido Ascorbico 3.

107



% INIBICAO
G

1

0 100 200 300 409

CONCENTRACAO DA FRACAO CLOROFORMICA (pg/mL)

w1

Lo}

Figura 16. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FC (amostral).
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Figura 17. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FC (amostra2).
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Figura 18. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FC (amostra3).
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Figura 19. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FHM (amostral).
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Figura 20. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FHM (amostra2).
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Figura 21. Atividade antioxidante pelo método DPPH da FHM (amostra3).
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Figura 22. Curva cinética de degradacgéo do B-caroteno da FC.
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Figura 23. Curva cinética de degradagao do 3-caroteno da FHM.
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Figura 25. Atividade antioxidante pelo método Betacaroteno da FC (amostral).
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Figura 26. Atividade antioxidante pelo método Betacaroteno da FC (amostra2).

o
[

(@]
<l
o

% INIBI

=
8

200 400 600 00 1000 1200
CONCENTRACAO DA FRACAO CLOROFORMICA (ug/mL)

Figura 27.

Atividade antioxidante pelo método Betacaroteno da FC (amostra3).
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Figura 28. Atividade antioxidante pelo método Betacaroteno da FHM (amostral).
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Figura 29. Atividade antioxidante pelo método Betacaroteno da FHM (amostra2).

o

@

% INIBICAOD
[#
¢

[y
=]
@

o
un

00 1000 1500 2000 2500
CONCENTRACAO DA FRACAO HIDROMETANOLICA (pg/mL)

Figura 30. Atividade antioxidante pelo método Betacaroteno da FHM (amostra3).
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11. ANEXO 3

Protocolo de toxidade aguda descrito por BRITO (1994).

Fracdes Controle Fracdo Hidrometanodlica | Fragéo Cloroférmica

Atividade Geral**

Irritabilidade*

Aperto de cauda*

Trem posterior*

Tdnus Corporal**

Reflexo corneal**
Convulsbes*
Straub*

Anestesia*

Defecacao**

*Escala unipolar **Escala bipolar
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12. ANEXO 4

Resultados dos sinais clinicos de carater geral e toxico dos diferentes grupos de tratamento, na dose de
2000mg/kg.

Fracdes Controle Fracdo Hidrometandlica | Fragéo Cloroférmica

Atividade Geral**

Irritabilidade*

Aperto de cauda*

Trem posterior*

Ténus Corporal**

Reflexo corneal**

Convulsdes*

Straub* 0 0 0 O 0 o 0O o0 O 0 0O 0 0 o0 O

Anestesia* 0o 0 0 0 0OJ|O O O O O |0 O 0 0 O

Ptoses* 0 0 0 O 0 o 0O 0 O 0 0O 0 0 o0 O

Defecagao** 4 4 4 4 4 |4 4 4 4 4 |4 4 4 4 4

Hipotermia* 0 0o 0 0O 0|0O O O O O |0 O 0 0 O

Cianose* 0 0 0 O 0|0 O O O 0 0 0 O o0 O

*Escala unipolar **Escala bipolar



