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RESUMO

A pesquisa em produtos naturais desempenha um papel crucial na descoberta de substancias
com potencial terapéutico. No semiarido do Nordeste brasileiro, as raizes do Mandacaru
(Cereus jamacaru) é usado na medicina popular para tratar alguns tipos de inflamacGes.
Assim, o objetivo desta pesquisa foi realizar um estudo fitoquimico das raizes dessa planta e
avaliar sua toxicidade, bem como suas atividades anti-inflamatdria, antinociceptiva e
antipirética. A coleta foi realizada em Esperanca, Paraiba, e ap0s secagem e trituracdo, o
extrato hidroetandlico bruto (EHB) foi obtido. Esse extrato foi fracionado e submetido a uma
cromatografia de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e anélise
de rede molecular via plataforma GNPS (The Global Natural Product Social). Foi entdo
confirmada a presenca de uma familia molecular de saponinas na fracdo metanol-agua
(FMA), incluindo o jamacarusideo A e anélogos do jamacarusideo B, previamente isolados
dos cladddios de C. jamacaru. Na fase farmacolégica, realizou-se o ensaio de toxicidade
aguda da FMA na dose de 2000 mg/kg, avaliando-se consumo de agua, racao, ganho de peso,
comportamento e avaliacdo bioquimica e hematol6gica dos animais testados. Também foram
realizadas a atividade antinociceptiva (por meio de ensaios de imersdo de cauda, contor¢do
abdominal induzida pelo &cido acético e teste da formalina), anti-inflamatéria (ensaios de
edema de pata e peritonite induzidos por carragenina e modelo do bolséo de ar) e antipirética.
Em todos esses ensaios a FMA foi utilizada nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. A FMA néo
demonstrou toxicidade aguda nem alteracdes significativas nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos. Na atividade antinociceptiva, a FMA mostrou eficécia nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg em todos os ensaios realizados. Em relacdo a atividade anti-inflamatéria, a FMA
foi eficaz em todos os ensaios e doses testadas, obtendo-se na dose mais alta (200 mg/kg)
resultados semelhantes para a dexametasona. Quanto a atividade antipirética, a FMA
promoveu reducdo da temperatura em todas as doses ap6s 30 minutos. Os resultados obtidos
corroboram o uso tradicional do Mandacaru como agente analgésico, anti-inflamatorio e
antipirético, sugerindo que a presenca de saponinas na FMA estd associada a esses efeitos.

Assim, C. jamacaru revela-se uma fonte promissora na busca por novos agentes terapéuticos.

Palavras-Chave: saponinas; antinociceptivo; anti-inflamatorio; antipirético.



ABSTRACT

Research on natural products plays a crucial role in discovering substances with therapeutic
potential. In the semi-arid region of Northeast Brazil, the roots of Mandacaru (Cereus
jamacaru) are used in traditional medicine to treat certain types of inflammation. Therefore,
the aim of this study was to conduct a phytochemical analysis of the roots of this plant and
evaluate its toxicity, as well as its anti-inflammatory, antinociceptive, and antipyretic
activities. The collection was carried out in Esperancga, Paraiba, and after drying and grinding,
the crude hydroethanolic extract (CHE) was obtained. This extract was fractionated and
subjected to high-performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(HPLC-MS) and molecular networking analysis via the GNPS platform (The Global Natural
Product Social). The presence of a molecular family of saponins was confirmed in the
methanol-water fraction (MWF), including jamacaruside A and analogs of jamacaruside B,
previously isolated from the cladodes of C. jamacaru. In the pharmacological phase, the acute
toxicity assay of MWF was performed at a dose of 2000 mg/kg, evaluating water and food
consumption, weight gain, behavior, and biochemical and hematological assessment of the
tested animals. Antinociceptive activity (through tail immersion tests, acetic acid-induced
abdominal writhing, and formalin test), anti-inflammatory activity (paw edema and
carrageenan-induced peritonitis assays, and air pouch model), and antipyretic activity were
also performed. In all these assays, MWF was used at doses of 50, 100, and 200 mg/kg. MWF
showed no acute toxicity or significant changes in hematological and biochemical parameters.
In antinociceptive activity, MWF demonstrated efficacy at doses of 50, 100, and 200 mg/kg in
all tests conducted. Regarding anti-inflammatory activity, MWF was effective in all assays
and doses tested, with results similar to dexamethasone at the highest dose (200 mg/kg). As
for antipyretic activity, MWF reduced temperature at all doses after 30 minutes. The results
obtained corroborate the traditional use of Mandacaru as an analgesic, anti-inflammatory, and
antipyretic agent, suggesting that the presence of saponins in MWF is associated with these
effects. Thus, C. jamacaru proves to be a promising source in the search for new therapeutic

agents.

Keywords: saponins; antinociceptive; anti-inflammatory ; antipyretic.
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1 INTRODUCAO

As espécies pertencentes a familia Cactaceae estdo distribuidas em diversas regides e
climas do planeta, desempenhando um papel significativo como patriménio cultural e
econémico, especialmente em areas aridas e semiaridas (TAYLOR; ZAPPI, 2004). Estudos
realizados no semiérido do Nordeste do Brasil revelaram o uso variado de espécies de cactos
por comunidades rurais, incluindo alimentacdo humana e animal, ornamentagdo, medicina
popular, rituais religiosos e aplicagdes tecnologicas ((BRAVO FILHO et al., 2018;
SIEGLOCH et al., 2020). Nesse contexto, o cacto colunar mandacaru (Cereus jamacaru) se
destaca como uma das cactaceas mais versateis e com mais visibilidade na regido (DE
LUCENA et al., 2012).

C. jamacaru é um cacto popularmente conhecido como mandacaru, pertence ao
género Cereus, que abriga aproximadamente 34 espécies pertencentes a subfamilia
Cactoideae e a tribo Cereae (ANDERSON, 2001). Essas plantas sdo caracterizadas por seu
porte arbustivo a arbdreo, crescimento colunar, caules angulares com grandes aréolas
espinhosas e florescéncia noturna. Seus frutos, de forma eliptica e coloracdo avermelhada,
possuem polpa branca e numerosas sementes pretas (DA SILVA.; ALVES., 2009)

Na medicina popular no Brasil, o uso tradicional de C. jamacaru destaca-se,
sobretudo, na regido do semiarido nordestino, integrante do bioma da Caatinga (ALVES;
ALVES, 2016). As raizes sdo empregadas no tratamento de diversos distirbios, como renais,
digestivos, respiratdrios e hepaticos. Além disso, as cascas do caule sdo especialmente
empregadas no controle do colesterol elevado e no tratamento de Ulceras estomacais
(MESSIAS, 2010). Essas plantas também sdo conhecidas por suas propriedades laxativas,
acdo antiescorbutica (MOTTA, 2003), efeitos vermifugos, capacidade cicatrizante, potencial
antitumoral, propriedades cardiotdnicas e febrifugas (CORREA, 1969), além de suas acdes
anti-inflamatorias e contribuicdo no combate a sifilis (ANDRADE; MARQUES; ZAPPI,
2006).

A busca incessante por alternativas de tratamentos para essas afec¢des, motivada pelas
limitacdes e desconfortos que algumas delas causam, destaca a importancia de estudos
cientificos que validem o conhecimento popular. Isso é especialmente relevante devido a
vasta presenca de metabolitos em espécies de cactaceas documentadas na literatura,
contrastando com a escassez de registros relacionados as atividades biologicas de alguns
deles, como as saponinas (BRITO, 2018; DE LIMA, 2019).
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As saponinas estdo ganhando destaque na industria farmacéutica devido a sua
presenga em muitos extratos vegetais utilizados na medicina popular. Sendo estudadas como
potenciais novos farmacos, essas substancias exibem diversas atividades farmacologicas,
incluindo propriedades anti-inflamatdrias (SUN et al., 2010; TAPONDJOU et al., 2008),
anticancerigenas (MUSENDE et al., 2009), antibacterianas (LEO et al., 2006), antifangicas
(COLEMAN et al., 2010), antivirais (RATTANATHONGKOM et al., 2009; ZHAO et al.,
2008) e como adjuvantes em vacinas (ADAMS et al., 2010; SUN; XIE; YE, 2009).

As saponinas podem ser opc¢des terapéuticas eficazes no tratamento de doencas
inflamatdrias, e embora existam farmacos utilizados para tratar problemas inflamatérios, a
busca por novas alternativas terapéuticas que possam reduzir os efeitos colaterais causados
pelo uso prolongado continua desafiando os pesquisadores. Além disso, as saponinas podem
ser utilizadas como fonte de novos padrGes moleculares Uteis para descoberta de novos
farmacos (PASSOS et al., 2022).

A complexidade das misturas de saponinas torna dificil a deteccéo e identificagdo por
meio de técnicas fitoquimicas convencionais, dificultando a criacdo de um perfil completo
desses compostos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa (CLAE-EM) surge como uma ferramenta essencial para superar esses obstaculos,
especialmente por meio da técnica de desreplicacdo. Essa técnica permite comparar as
caracteristicas de massa e fragmentacdo dos compostos presentes em uma amostra com
bancos de dados de substancias conhecidas, contribuindo para evitar a identificacdo
desnecessaria de compostos previamente reconhecidos e destacando 0s componentes que
podem ser inéditos na amostra em analise (PARRA, 2016; SOARES, 2019).

Nesse contexto, este estudo possui grande relevancia ao verificar a existéncia de
saponinas no extrato hidroetanélico bruto das raizes de C. jamacaru e avaliar suas atividades
farmacoldgicas antinociceptiva, anti-inflamatdria e antipirética. Essa abordagem abre uma
nova perspectiva tanto no ambito quimico quanto farmacolégico contribuindo para um
entendimento mais aprofundado dessa espécie amplamente difundida na regido Nordeste.

Além disso, fomenta a pesquisa de novos candidatos a farmacos promissores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico, toxicolégico e farmacoldgico das raizes de Cereus

jamacaru DC. (Cactaceae).

2.2 Objetivos Especificos

a) obter o material pulverizado das raizes da espécie C. jamacaru;

b) obter o extrato hidroetanolico bruto (EHB) das raizes de C. jamacaru;

c) obter uma fracédo rica em saponinas a partir do EHB,;

d) construir uma rede molecular que permita a anotacdo e andlise das correla¢fes de
fragmentacdo entre os metabdlitos secundarios da espécie C. jamacaru no EM;

e) avaliar o potencial de toxicidade do EHB das raizes de C. jamacaru através do
ensaio de toxicidade aguda;

f) avaliar a atividade antinociceptiva da fracdo enriquecida com as saponinas das
raizes de C. jamacaru por meio do ensaio de contor¢do abdominal, do teste da
formalina e do ensaio de imersdo de cauda;

g) investigar a atividade anti-inflamatdria da fracdo enriquecida com as saponinas das
raizes de C. jamacaru por meio dos ensaios de edema de pata e peritonite induzidos
por carragenina e do modelo de bolséo de ar;

h) avaliar a atividade antipirética da fracdo enriquecida com as saponinas das raizes de

C. jamacaru usando o modelo de febre induzida por fungos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracg0es sobre a familia Cactaceae

As cactaceas apresentam uma ampla diversidade de plantas, cada uma com suas
préprias estratégias adaptativas, evolutivas e ecoldgicas. Essa diversidade permite que
prosperem em uma variedade de ambientes. Esse grupo desenvolveu uma diversidade de
formas de vida e adaptacBes a aridez, que se manifestam através de caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas, e uma versatilidade reprodutiva (SIEGLOCH et al., 2020).

A familia Cactaceae pode ser categorizada em quatro subfamilias: Maihuenioideae,
Pereskioideae, Cactoideae e Opuntioideae (WALLACE; GIBSON, 2002). A Cactoideae é a
mais diversa, com mais géneros e espécies, abrangendo uma ampla variedade de formas e
padrbes de crescimento entre suas plantas. No Brasil, ha cerca de 275 espécies, sendo por isso
classificado como o terceiro centro mais significativo de diversidade de cactaceas nas
Ameéricas (TAYLOR et al., 2024). Embora o Sudeste possua mais espécies (aproximadamente
120), a Regido Nordeste (com cerca de 90 espécies) se destaca devido a ocorréncia de
cactdceas na Caatinga, um importante bioma de referéncia para a familia Cactaceae.
(PINHEIRO, T. S.; FERREIRA, 2015; ZAPPI; SANTOS; LAROCCA, 2015).

Essas plantas tém importancia econdmica e sdo usadas de diversas maneiras, incluindo
ornamentacgdo, praticas medicinais tradicionais, usos de carater mistico-cultural, culinaria,
producdo de forragem, criacdo de cercas vivas e uma gama variada de produtos (BRAVO
FILHO et al., 2018). Na area farmacéutica, diferentes espécies de cactaceas tém sido
associadas a propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (CASTILLEJOS-PEREZ;
GARCIA-CHAVEZ; SANTOS-DIAZ, 2024), anti-carcinogénicas (BADR et al., 2017),
analgésicas (DE OLIVEIRA et al., 2018), anti-ulcerogénicas (TAVARES et al., 2023),
antidiabéticas (GOYAL; JEYABALAN, 2021), anti-hiperlipidémica, anti-
hipercolesterolémicas (PEREZ-RAMIREZ et al., 2024) e antivirais (WAHDANINGSIH et
al., 2023), bem como efeitos anti-espermatogénicos (TELLEZ-LOPEZ et al., 2014) e
propriedades diuréticas (KAZAMA et al., 2012).

Os estudos fitoquimicos em cactaceas revelam uma diversidade significativa de
compostos, incluindo pigmentos nitrogenados, diversos tipos de alcaloides, triterpenos,
minerais e a presenca de flavonoides (BRITO, 2018). No entanto, é importante ressaltar que

essas pesquisas se limitam a algumas espécies de cactaceas, deixando um vasto territorio
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inexplorado em outras. Algumas substancias isoladas estdo no Quadro 1. Essas observacdes
ndo apenas ressaltam a complexidade fitoquimica dessa familia, mas também apontam para a

necessidade de investigacOes adicionais.

Quadro 1 — Alguns tipos de substancias isoladas em Cactaceas (continua).

Espécie Substéncias isoladas Referéncia
Cereus Acido galacturdnico MINDT et al., 1975
peruvianus CO,H
OH
OH
OH
Stenocereus Lupeol KIRCHER, 1980
thurberi
Trichocereus Candicina MEYER,;
pasacana MCLAUGHLIN,

~ 1980

HO
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Quadro 1 — Alguns tipos de substancias isoladas em Cactaceas (continuagdo).

Opuntia ficus-

R = CO-CH,-COOH (filocactina, isofilocactina)

Iz

My,

HOOCH,

Espécie Substancias isoladas Referéncia
Opuntia ficus- B-sitosterol PARK; KAHNG;
indica EE HYUN, 2001
Hylocereus R = H (betanina, isobetanina)
polyrhizus

WYBRANIEC et
al., 2001

indica

Indacaxantina

,.\\\\\\H

Z+

COO

GROTEWOLD,
2006
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Quadro 1 — Alguns tipos de substancias isoladas em Cactéaceas (conclusao).

Espécie Substancias isoladas Referéncia
Opuntia Campferol —-R=H VALENTE et al,
monocantha Isorhamnetina — R = OCHj3 2010
Haw. OH

HO O

R
OH
OH o

Cereus Jamacarusideo A BRITO etal., 2023
jamacaru

HO (0]
HO [0}
HO H
0)
HO
HO

HO

Jamacarusideo B

HO
HO
H
© O
HO
HO

HO™ HO

[0}
0 O
[¢]
(0]
O
(0]

S
S
~

OAc

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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3.2 Género Cereus

O género Cereus pertence a subfamilia Cactoideae e engloba espécies encontradas da
india até a América do Sul. Essas plantas sdo arvores ou arbustos de caule ereto, geralmente
verde e com gomos longitudinais. Suas flores sdo grandes e coloridas. No Brasil, este género
é significativo na flora, com cerca de 34 especies distribuidas em varios estados. Algumas das
espécies mais conhecidas e utilizadas pela populacdo incluem Cereus jamacaru, Cereus
adeemani, Cereus bicolor, Cereus comarapanus, Cereus friccie, Cereus hildmannianus,

Cereus repandus, e Cereus vargasianus (SALES et al., 2014).

3.3 Cereus jamacaru DC.

O mandacaru (Cereus jamacaru DC.) é uma planta pertencente ao género Cereus, que
inclui cerca de 34 espécies. E uma presenca caracteristica na paisagem do Nordeste do Brasil,
encontrada nos estados do Piaui, Paraiba, Ceara, Sergipe, Rio Grande do Norte, Alagoas,
Pernambuco, Bahia e norte de Minas Gerais (DA SILVA; ALVES, 2009). Essa planta tem um
porte arbustivo e cresce em forma de coluna, com caules angulares que apresentam grandes
aréolas com formacdes espinhosas. Ela floresce a noite e é valorizada como planta
ornamental.

As flores do Mandacaru sdo brancas e medem cerca de 20 a 30 cm de comprimento.
Seus frutos sdo consumidos por animais silvestres da Caatinga e também pela populacéo
local, podendo até ser usados na producdo de bebidas. Os frutos maduros do mandacaru séo
grandes, avermelhados e contém polpa branca com muitas sementes (Figura 1) (ANDERSON,
2001; SALES et al., 2014).

Essa cactacea destaca-se por apresentar adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas que a
capacitam a sobreviver em ambientes aridos e adversos. Com um caule fotossinteticamente
ativo e sistemas radiculares superficiais e extensos, demonstra uma rapida capacidade de
absorcdo de &gua apds periodos prolongados de seca. Possui camada protetora, cera na
superficie, e estruturas especificas que ajudam a reduzir a perda de agua (TAYLOR; ZAPPI,
2004).

Devido a sua adaptacdo a ambientes com altas temperaturas e baixa umidade relativa
do ar, C. jamacaru, assim como outras cactaceas desenvolveram o metabolismo acido das

crassulaceas (CAM). Essa adaptacdo fisioldgica confere maior eficiéncia no uso da agua,
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permitindo que essas plantas sobrevivam em condi¢Ges de elevado déficit hidrico sem

comprometer significativamente sua taxa fotossintética (HERNANDEZ-GONZALEZ;
VILLARREAL, 2007).

Figura 1 — Caules de Cereus jamacaru com formagdes espinhosas e seus frutos.

Fonte: Raul Romario, 2023.

Outra caracteristica importante é a alta capacidade de armazenamento de &gua em
células especiais da planta, 0 que a torna resistente a periodos prolongados de seca. Essas
adaptacdes sdo fundamentais para proporcionar resisténcia a secas prolongadas, contribuindo
para a capacidade de sobrevivéncia da planta em ambientes desafiadores. Em conjunto, essas
caracteristicas tornam C. jamacaru uma espécie adaptada para prosperar em condi¢Ges
adversas (DETTKE; MILANEZE-GUTIERRE, 2008).

Durante a seca prolongada, este cacto € fundamental na alimentagdo de ruminantes,
ajudando a suprir parte das necessidades de adgua desses animais. Para enfrentar os desafios
climéticos, muitos agropecuaristas no sertdo nordestino cultivam o mandacaru para sustentar
seus rebanhos (SANTANA NETO; CASTRO FILHO; ARAUJO, 2015). Além disso, 0
mandacaru serve como fonte alimentar para familias carentes, que consomem seus cladéddios
cozidos ou in natura, bem como seus frutos e flores. Algumas familias também preparam
rapaduras e compotas de doce usando a polpa deste cacto, que sdo comercializadas em beiras
de estradas e feiras (CHAVES; BARROS, 2015). Assim, 0 mandacaru desempenha um papel
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vital na subsisténcia e na economia local, oferecendo recursos alimentares e econémicos
durante condi¢es climaticas desfavoraveis.

Por décadas, a populacdo carente do Nordeste brasileiro tem utilizado as raizes do
mandacaru em infuséo (cha), para tratamento de problemas renais, adotando-o como diurético
(AGRA et al., 2007). O caule desta cactacea também € aproveitado na regido para infusdes
com propriedades anticonstipantes, anti-hipertensivas, antirreumaticas e antieméticas (DE
ALBUQUERQUE et al., 2007).

Estudos cientificos realizados com C. jamacaru corroboram as propriedades
medicinais do mandacaru, incluindo atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e
antinociceptiva (ANDRADE et al., 2017; DE LIMA, 2019; MESSIAS, 2010). Uma pesquisa
envolvendo os cladddios de C. jamacaru demonstrou que essa planta possui a capacidade de
inibir o crescimento tumoral em camundongos com sarcoma linhagem 180, um tipo de cancer
peritoneal (DUTRA et al., 2018). Além disso, o estudo de VATTA et al. (2011) com
carneiros evidenciou que a ingestdo do caule in natura de C. jamacaru apresenta atividade
anti-helmintica.

Essas descobertas ressaltam a relevancia de pesquisas embasadas no conhecimento
tradicional acerca de plantas abundantes no Nordeste do Brasil, com potencial para se
transformarem em agentes farmacoldgicos. A escassez de estudos aprofundados sobre as
propriedades farmacoldgicas especificas de C. jamacaru destaca a necessidade de investigar
mais profundamente os beneficios terapéuticos dessa planta. Além disso, a exploracdo das
propriedades medicinais desse vegetal pode desempenhar um papel fundamental como

alternativa natural no desenvolvimento de novos farmacos.

3.4 Saponinas

As saponinas, derivadas do latim “sapo” (sabdo), sdo assim nomeadas devido a sua
capacidade de formar espuma em solugbes aquosas quando agitadas (DE SOUZA et al.,
2019). Séo produzidas no metabolismo secundario de vegetais superiores e alguns organismos
marinhos (BRAZ FILHO, 2010). Essas substancias constituem uma vasta familia de
compostos naturais, caracterizados por uma estrutura que pode ser linear ou ramificada. Essa
estrutura inclui glicosideos esteroidais ou triterpénicos, conhecidos como sapogeninas, que
representam a parte nao polar da molécula, ligadas a uma ou mais fragdes de oligossacarideos

contendo acgucares (pentoses, hexoses ou &cidos urdnicos), representando a parte polar (Figura
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2). Essa combinacdo confere as saponinas caracteristicas anfifilicas, o que as torna
surfactantes em solugdes aquosas (ASHOUR; EL AZIZ; MELAD, 2019; DOS SANTOS et

al., 2011).

Figura 2 — Exemplos de saponinas: (A) triterpénica: ginsenosideo Rg3 e (B) esteroidal: dioscina. As cores
dividem as moléculas em parte apolar (sapogenina) e polar (agucares).

OH

OH

HO

0 HO

HO 0
HO HO o
HO“HO— HO
HO”HO

Fonte: DEWICK, 2009; LIANG et al., 2021.

As saponinas sdo compostos cujas sapogeninas tém origem no acido mevalbnico e
podem resultar tanto em triterpenos quanto em esteroides. Saponinas esteroidais sao
exclusivas de angiospermas monocotiledéneas, enquanto as triterpénicas sdo encontradas em
angiospermas dicotileddneas com flores (DO NASCIMENTO, 2019). Saponinas esteroidais
podem ter uma sapogenina com esqueleto de 27 carbonos, formando seis anéis, conhecido
como espirostano. No entanto, o grupo hidroxila na posicdo C-26 pode ser utilizado para
suportar unidades glicosidicas, resultando em um esqueleto de cinco anéis, chamado
furostano. No caso de saponinas triterpénicas, suas sapogeninas contém 30 carbonos e

geralmente tém uma estrutura pentaciclica. Nucleos como lupanos, oleanos e ursanos, juntos
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com seus derivados, sdo comuns nesse tipo de saponina (Figura 3) (ASHOUR; EL AZIZ;
MELAD, 2019).

Figura 3 — Exemplos de triterpenos (sapogeninas) pentaciclicos com diferentes tipos de nicleos.

2 Beta-amirina 2 Alfa-amirina

’ ’

CH,OH CO,H

-

% 2
2 2
Z 2
- z

Betulina Acido ursélico Acido oleanélico

Fonte: DEWICK, 2009.

As saponinas sdo reconhecidas por fazerem parte de muitos extratos vegetais
utilizados na medicina popular e, por isso, tém sido estudadas como potenciais novos
farmacos devido as diversas atividades farmacoldgicas que apresentam. Essas substancias
demonstraram atividade anti-inflamatdria, anticancerigena, antibacteriana, antifingica e
antiviral. Além disso, 0 uso de saponinas como adjuvantes em vacinas mostrou resultados
promissores em pesquisas (ADAMS et al., 2010; COLEMAN et al., 2010; LEO et al., 2006;
MUSENDE et al., 2009; DO NASCIMENTO, 2019; RATTANATHONGKOM et al., 2009;
SULTANA,; ATA, 2008; SUN; XIE; YE, 2009; SUN et al., 2010; TAPONDJOU et al., 2008;
ZHAO et al., 2008).

Em muitos fitoterapicos ja consolidados, as saponinas desempenham um papel
essencial. O Tribulus terrestris contém saponinas, como a protodioscina, essa planta €
reconhecida por contribuir para 0 aumento da libido e fornecer suporte a saide cardiovascular
(SAEED et al., 2024). Além disso, outras plantas, como a Castanha-da-india (Aesculus

hippocastanum), contém saponinas, como a escina, que é reconhecida por suas propriedades
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venotonicas e anti-inflamatorias (WADHAH et al., 2024). A raiz de Alcacuz (Glycyrrhiza
glabra) é outra fonte de saponinas, como a glicirrizina, utilizada em medicamentos
fitoterapicos para tratar condi¢Oes respiratorias e gastrintestinais (JOLLY et al., 2024).

E importante observar que as saponinas ocorrem em misturas complexas com altas
concentracdes moleculares, muitas vezes em baixas concentracdes nas plantas, o que dificulta
sua deteccdo e identificacdo por técnicas fitoquimicas convencionais e torna desafiante o
estabelecimento de um perfil completo (SOARES, 2019). Este conhecimento detalhado do
perfil quimico é valioso para a pesquisa cientifica, desenvolvimento de medicamentos,

estudos fitoquimicos e praticas agronémicas.

3.5 Desreplicacdo: uma técnica ndo convencional para anotacéo de saponinas

Nos estudos sobre a composicdo quimica de extratos vegetais, um desafio significativo
tem sido a obtencdo de compostos puros em quantidade suficiente para analises detalhadas,
como as analises realizadas utilizando a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Uma solugdo para superar esse impasse envolve a
utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), acoplada ao detector UV
(Ultravioleta) e a uma coluna cromatografica apropriada (CAO et al., 2018).

Em estudos da composicdo quimica dos extratos vegetais contendo saponinas
triterpénicas, a tarefa de isolar, purificar e elucidar tem sido bastante desafiadora e demorada
devido a alta polaridade e semelhanca estrutural dessas substancias. Além disso, saponinas
podem ser dificeis de detectar com um detector UV, uma vez que possuem poucos grupos
cromoforos (CAO et al., 2018; LING et al.,, 2016). Neste contexto, a deteccdo pode ser
efetuada com base na emissdo de luz fluorescente pelos compostos alvo. Esse método
proporciona sensibilidade e seletividade, viabilizando a quantificagdo e identificacdo das
saponinas na amostra (GONZALEZ et al., 2011).

A técnica de hifenizacdo mais apropriada para analises de saponinas €, atualmente, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por espectrometria de massas (CLAE-
EM). Essa preferéncia se justifica pelo fato de que essa técnica viabiliza a desreplicacdo (do
termo inglés, "desreplication"), um procedimento que envolve a comparacdo das
caracteristicas de massa e padrGes de fragmentacdo dos compostos presentes em uma amostra
com dados de substancias conhecidas armazenados em bancos de dados e com a literatura

(PARRA, 2016). Isso possibilita a anotacdo rapida dos compostos ja catalogados, auxiliando
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na determinacdo da originalidade dos compostos quimicos presentes no extrato — se sao
inéditos ou j& conhecidos (DO NASCIMENTO, 2019).

A anélise por espectrometria de massas possibilita a identificacdo de padrdes gerais
caracteristicos de saponinas. Apos a dissociacao induzida por colisdo (CID) sob IES-EM em
modo negativo, as saponinas sofrem clivagens glicosidicas, mantendo a carga na extremidade
redutora, resultando em fragmentos de aglicona. Um dos principais mecanismos envolvidos

nesse processo € o Retro-Diels-Alder (RDA) ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — O mecanismo RDA nas saponinas ocorre na metade da aglicona resultando em maiores fragmentos
dos ions de m/z 203 e m/z 291.

1 Q@ﬂ“
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Fonte: DEMARQUE et al., 2016.

No espectro EM/EM, os ions filhos fornecem informacdes sobre os residuos de agucar
e a aglicona da saponina fragmentada. Os residuos de agUcar podem incluir principalmente
hexoses, 6-desoxi-hexoses, pentoses e acidos urénicos. As perdas tipicas representam agua (-
18 Da), e/ou residuos de hexosideos (-162 Da), e/ou residuo ramnosideos (-146 Da); e/ou
arabinose (-150 Da) e/ou residuos de &cido glicurdnico (-158 Da). O principal mecanismo
envolvido na eliminacdo desses glicosideos é o rearranjo remoto de hidrogénio conforme
ilustrado na Figura 5. A interpretacdo desses padrdes de fragmentacdo é essencial para a
identificacdo e caracterizacdo estrutural das saponinas presentes na amostra analisada
(POLLIER et al., 2011).
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Figura 5 — Principal mecanismo de fragmentacdo de saponinas que envolve a eliminacdo de glicosideos:
rearranjo remoto de hidrogénio

m/z: 649 m/z: 469

Fonte: Adaptado de DEMARQUE et al., 2016.

Uma ferramenta utilizada para a desreplicacdo e que vem sendo cada vez mais
utilizada na quimica de produtos naturais pelas suas aplicacdes sdo as redes moleculares. Se
refere a um conjunto interconectado de moléculas que formam uma estrutura tridimensional e
que possui duas finalidades principais: agrupar compostos analogos que sdo anotados
utilizando diferentes bibliotecas de compostos e permitir a comparacdo das caracteristicas de
massa e padrbes de fragmentacdo de compostos presentes em uma amostra com dados de
substancias conhecidas armazenados em bancos de dados. Isso direciona as analises, evitando
a anotacdo de compostos quimicos ja conhecidos e permitindo a rapida visualizacdo de novas
substancias, até que sejam submetidas a um estudo detalhado de elucidacdo estrutural
(PARRA, 2016).

Um exemplo da aplicagdo da técnica de desreplicacdo pode ser encontrado no estudo
conduzido por Do Nascimento (2019), no qual a anotacdo de 35 saponinas triterpénicas
oleananicas foi realizada por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (CLAE-EM) em Zornia brasiliensis Vogel (Leguminosae). Esse
estudo revelou, pela primeira vez, a presenca de saponinas nessa espécie.

Outro exemplo relevante pode ser observado no trabalho de Wallace et al. 2019, onde
setenta e cinco saponinas, sendo 21 provenientes das folhas e 54 da casca de Quillaja
brasiliensis, foram identificadas com base em sua massa molecular, padréo de fragmentacéo e
comportamento cromatografico. Essa pesquisa envolveu uma anélise das saponinas presentes
na casca de Q. brasiliensis, revelando algumas delas com novos padrdes estruturais ndo
relatados anteriormente no género Quillaja.

Diante do exposto, o uso da técnica de CLAE-EM em conjunto com a desreplicacéo

em amostras biologicas complexas provenientes de plantas surge como um conjunto de
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ferramentas possiveis de aplicacdo na deteccdo de saponinas presentes em extratos vegetais.
Além de otimizar o tempo de analise dos extratos, essa estratégia evita a necessidade de isolar
compostos ja identificados, aprimorando a exploracdo de substéncias inéditas e,

consequentemente, contribuindo para a reducao de custos.

3.6 O uso de produtos naturais na dor e na inflamagéo.

A dor e a inflamacéo, entidades clinicas intrinsecamente relacionadas, representam
desafios significativos no &mbito do tratamento médico (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016; DE
LIMA; TRAD, 2007). A dor, frequentemente, manifesta-se como o sintoma principal de
diversas condi¢des, variando de episddios agudos a quadros cronicos, impactando diretamente
a qualidade de vida (SALLUM; GARCIA; MARIANA SANCHES, 2010). Por outro lado, a
inflamacdo é uma resposta do sistema imunologico a lesdes, infeccdes ou irritaces,
desempenhando um papel fundamental na protecdo do organismo. Contudo, quando a
inflamacdo torna-se crénica, pode contribuir para a progressao de vérias doencas (HODA;
CHENG, 2007).

A febre, frequentemente associada a inflamacéo, é também um dos sinais que podem
se manifestar como parte integrante desse processo inflamatério (BLOMQVIST; ENGBLOM,
2018). Assim, o quadro de dor, inflamacao e febre compde uma triade clinica que representa
um desafio terapéutico significativo, trazendo consigo uma série de implicacGes
(HENSCHKE; KAMPER; MAHER, 2015). Apesar dos avancos, esse desafio persiste,
especialmente devido a diversidade de efeitos adversos associados aos tratamentos
convencionais, incluindo preocupacdes relacionadas a seguranca e a ineficacia em alguns
pacientes (BACK-ROJECKY et al., 2018) .

No cenério atual, a abordagem para o tratamento da dor e inflamac&o consiste no uso
de anti-inflamatorios nédo esteroidais (AINESs), esteroidais (AIES) e analgésicos, tanto opioides
guanto ndo-opioides. No entanto, esses medicamentos podem gerar diversas reacdes adversas
em pacientes com condi¢des médicas cronicas, como diabetes mellitus, hipertensdo arterial e
problemas renais ou gastrintestinais, intensificando os problemas de salde devido ao uso
prolongado dessas terapias (KUMMER; COELHO, 2002).

Um exemplo muito utilizado no tratamento da inflamagdo é o AINE celecoxibe,
pertencente a classe dos Inibidores Seletivos da COX-2 (coxibs). Diferentemente de alguns

AINEs tradicionais, o celecoxibe inibe seletivamente a enzima COX-2, desempenhando um
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papel fundamental na resposta inflamatéria. A COX-2 estd envolvida na producdo de
prostaglandinas inflamatdrias, que contribuem para a dor e a inflamagdo. Ao inibir
seletivamente a COX-2, o0 celecoxibe reduz a producdo dessas prostaglandinas,
proporcionando alivio para a dor e a inflamacdo e mitigando os efeitos adversos
gastrointestinais associados a alguns AINEs tradicionais (MENDES et al., 2012).

A oferta de medicamentos sintéticos com efeitos colaterais reduzidos, semelhantes ao
celecoxibe, ainda € limitada. Paralelamente, as pesquisas direcionam-se também a exploragéo
de compostos derivados de fontes naturais como op¢oes terapéuticas. Estudos sobre atividade
anti-inflamatoria e analgésica, utilizando extratos e substancias puras isoladas oriundas de
produtos naturais s&o relevantes na literatura. Muitos dos medicamentos utilizados na pratica
clinica tém suas origens em fontes naturais, como plantas, organismos marinhos e micro-
organismos (PEREIRA et al., 2021).

A curcumina, um componente presente na curcuma, destaca-se em estudos pré-
clinicos devido as suas propriedades anti-inflamatorias. Investigagdes em andamento buscam
desvendar o potencial terapéutico da curcumina no tratamento da dor e inflamacéo,
consolidando-a como uma alternativa natural e promissora no controle de processos
inflamatdrios (DOS SANTOS et al., 2023).

No ambito da dor, dois compostos naturais provenientes da planta Cannabis tém
despertado interesse: 0 Delta-9-Tetra-Hidrocanabinol (THC) e o Canabidiol (CBD). O THC,
principal composto psicoativo, atua nos receptores cannabinoides CB1 no sistema nervoso
central. Sua ativacdo modula a liberacdo de neurotransmissores, influenciando a percepcao da
dor e o humor, enquanto o CBD, nédo psicoativo, atua nos receptores CB2 relacionados ao
sistema imunoldgico, oferecendo uma alternativa atraente para o tratamento da dor sem
efeitos colaterais psicoativos (DA SILVA; VILELA, 2021). Pesquisas sugerem eficacia do
CBD no alivio da dor cronica, neuropatia e sintomas associados a condi¢cbes médicas, como
cancer (RIBEIRO et al., 2021).

Outro exemplo importante dentro desse contexto é o 6leo de melaleuca, extraido das
folhas da arvore Melaleuca alternifolia, nativa da Australia. O 6leo de melaleuca é conhecido
por suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e cicatrizantes (ASSIS et al., 2020;
PIRES; DE MOURA, 2017). Seu componente principal, o terpinen-4-ol, demonstrou
atividade contra bactérias, fungos e virus, além de efeitos anti-inflamatorios. A versatilidade

do oleo de melaleuca é evidenciada por sua incorporacdo em geis, cremes, sabonetes e lo¢oes
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para tratamento tdpico, proporcionando uma gama ampla de opgbes para sua aplicacéo
(BARTOLOMEU, 2014).

Em suma, os produtos naturais oferecem uma fonte inesgotadvel de compostos e
analogos bioativos que podem ter propriedades anti-inflamatdrias e que apresentam um
potencial promissor para uso clinico. Nesse contexto, Cereus jamacaru surge como uma
solucdo promissora devido a sua rica composicao quimica. Os compostos presentes na planta
despertam grande interesse na pesquisa por substancias naturais com propriedades
terapéuticas, destacando o potencial dessa espécie como uma fonte valiosa para aplicacdes
clinicas (DE LUCENA et al., 2012).

Estudos farmacoldgicos pré-clinicos, utilizando extratos etandlico e aquoso dos
cladédios de C. jamacaru, revelam atividades promissoras anti-inflamatorias e
antinociceptivas (DE LIMA, 2019). Esses resultados fortalecem a eficacia terapéutica
vinculada a essa parte especifica da planta, incentivando a investigagdo mais detalhada de
outras partes, como as raizes, em busca de compostos adicionais e beneficios terapéuticos
complementares. A escassez de estudos aprofundados destaca a urgéncia de investigar mais 0s
beneficios terapéuticos do mandacaru, podendo desempenhar um papel crucial como

alternativa terapéutica para o desenvolvimento de novos farmacos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material botéanico

Foi realizada a coleta de raizes de alguns espécimes de C. jamacaru no Municipio de
Esperanca, pertencente ao Bioma Caatinga, na Paraiba (7° 02’ 44.1°* S, 35° 51° 28.6” W). A
coleta das raizes de Cereus jamacaru foi realizada no dia 19 de junho de 2017 no periodo da
manhd. Esta espécie foi previamente identificada conforme exsicata de numero 2287
depositada no Herbario Lauro Pires Xavier, da Universidade Federal da Paraiba, Campus da
cidade de Areia-Paraiba e cadastrada no SisGen sob nimero A998E20.

4.2 Obtencao e processamento do extrato hidroetanolico do material triturado

As raizes passaram por um processo de secagem em uma estufa de ar circulante, a
temperatura de 40 °C para promover a perda total da umidade. Apds a secagem, o material foi
triturado em moinho de rotor vertical, resultando em 520,26 g de p6 que foi posteriormente
acondicionado em frasco hermeticamente fechado, protegido da umidade, variacbes de
temperatura e predadores.

O material seco e pulverizado foi submetido a extracdo por maceracao até a exaustao
de compostos com um intervalo de 72 horas em cada uma das extracGes, totalizando oito
extrac@es, utilizando etanol: 4gua (7:3 — v/v) como solvente extrativo principalmente devido a
baixa toxicidade e alta solubilidade para saponinas. O macerado resultante foi concentrado
parcialmente em evaporador rotativo (IKA, HBeco) sob pressdo reduzida, mantendo a
temperatura abaixo de 50 °C para garantir a completa eliminacdo do etanol. O extrato
concentrado foi entdo submetido a liofilizagdo (LS300, Terroni). O rendimento final foi de
53,114 g de extrato hidroetandlico bruto (EHB).

4.3 Prospeccéo fitoquimica

4.3.1 Fracionamento do extrato hidroetanolico bruto (EHB)

O EHB das raizes de C. jamacaru foi adicionado a uma porcao de silica (Silica gel 60,

Merck) (1:1 — m/m), e com esse material, foi entdo realizada uma cromatografia liquida a
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vacuo (CLV), utilizando um sistema de filtracdo sob pressdo reduzida onde a silica foi
empregada como fase estacionaria, e como fase movel foram empregados os seguintes
solventes/mistura de solventes padrdo analitico em ordem crescente de polaridade: hexano :
diclorometano (1:1) (3 L), diclorometano (2 L), diclorometano: acetato de etila (1:1) (3 L),
acetato de etila (4 L), acetato de etila : metanol (1:1) (5 L), metanol (6 L), metanol : agua
(1:1) (2 L) e &gua (1 L), monitorando a eficiéncia da extracdo através da observacdo visual
das fracOes e complementando com a cromatografia em camada delgada (CCD), quando
necessario. O filtrado de cada fracdo foi coletado e submetido a evaporacdo rotativa do
solvente a 50 °C, e a aquelas fracGes contendo agua foram congeladas e liofilizadas. Os
solventes foram dos seguintes fabricantes: Hexano e Metanol — Neon, Diclorometano — Synth,

Acetato de Etila — Dynamics.

Fluxograma 1 — Fluxograma geral de obtencdo do EHB e das fases particionadas das raizes de C. jamacaru.

Material seco e
pulverizado (520, 26 g)

1-Maceracdo com EtOH 70%

EHB
(53,1149)
2-Cromatografia liquida & vacuo (CLV)
hexano: diclorometano diclorometano acetato acetato: metanol metanol:agua agua
diclorometano : metanol (1:1) (1:1)
(1:1) acetato (1:1)
Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo acetato: Fracéo Fracéo Fracdo agua
hexano: diclorometano diclorometano: acetato metanol metanol metanol:agua (0,02299)
diclorometano (0,02649) acetato (0,04179) (20,87699) (11,3191g) (6,79439)
(0,2934g) (0,417g)

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

4.3.2 Triagem fitoquimica para detectar a presenca de saponinas na fragdo metanol-agua

Foi preparada uma solugdo mée, pesando 140 mg do extrato da fracdo metanol-agua
de C. jamacaru, que foi dissolvido em 28 mL de &gua destilada. Em seguida essa solucéo foi
levada ao banho de ultrassom para dissolver todo o soluto durante 15 minutos a 55 °C.
Filtrou-se a solugdo em funil de vidro utilizando papel filtro, sendo o filtrado a solugdo mée

final, que foi agitada vigorosamente por 2 minutos em tubo fechado. O resultado €
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considerado positivo para a presenca de saponinas quando a camada de espuma permanece
estavel e com, no minimo, 1,0 cm de altura, apds o repouso de 15 minutos (SIMOES et al.,
2001).

4.4 Processamento cromatografico da fragdo metanol-agua

4.4.1 Cromatografia Liquida de Média Pressao (CLMP)

A fracdo metanol-agua (FMA) foi submetida a uma cromatografia liquida de média
pressdo (CLMP), utilizando silica de fase reversa C-18 como fase estacionéria e
acetonitrila/dgua em gradiente como eluente, obtendo-se 18 fragcdes. O acompanhamento do
processo foi realizado por UV com comprimento de onda em 245 nm. Todas essas fragdes
foram submetidas ao processo de rotaevaporacdo para a retirada do solvente acetonitrila e
posterior processo de liofilizagdo para a retirada da agua. Devido a falta de croméforos na
maioria das saponinas, essenciais para a deteccdo de UV, a separacdo de glicosideos intactos
ou de suas agliconas deve ser rastreada em comprimentos de onda UV mais baixos. Essa
limitacdo restringe as opc¢des de solventes e gradientes a serem empregados. Optou-se pelo
uso de gradientes de acetonitrila-dgua, uma vez que a acetonitrila apresenta uma absorcdo
significativamente inferior em comprimentos de onda mais baixos, em comparagdo com o
metanol (OLESZEK, 2002).

As fracOes resultantes foram submetidas a cromatografia em camada delgada-CCDA,
visando uma anélise fitoquimica preliminar, utilizando-se sistemas de eluentes e reveladores.
Para realizacdo do método foram utilizadas cromatoplacas de marca Macherey-Nagel pré-
fabricadas em aluminio com suporte de silica de 0,20 mm de espessura como fase estacionaria
e diversos eluentes como fase modvel variando o tipo e a propor¢cdo conforme o
comportamento cromatografico das fracOes analisadas. As fases moveis utilizadas na
cromatografia foram acetato e metanol, em estado puro ou misturas binarias (Quadro 2),
seguindo uma ordem crescente de polaridade, as quais foram empregadas separadamente.

Apols o desenvolvimento das cromatoplacas, as placas foram secas em temperatura
ambiente e reveladas. Apds o desenvolvimento, as placas foram aspergidas por pulverizagdo
com o p-anisaldeido (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008) e

realizado o aquecimento em estufa a temperatura aproximada de 100° C.
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Quadro 2 — Sistema de elui¢des utilizadas para o desenvolvimento das cromatoplacas.

Solventes Proporcdo (%)
Acetato de etila 100
Acetato de etila/Metanol 90:10
Acetato de etila/Metanol 85:15
Acetato de etila/Metanol 80:20
Acetato de etila/Metanol 75:25
Acetato de etila/Metanol 70:30
Acetato de etila/Metanol 65:35
Acetato de etila/Metanol 60:40
Acetato de etila/Metanol 55:45
Acetato de etila/Metanol 50:50
Acetato de etila/Metanol 45:55
Acetato de etila/Metanol 40:60
Acetato de etila/Metanol 35:65
Acetato de etila/Metanol 30:70
Acetato de etila/Metanol 20:80
Acetato de etila/Metanol 10:90
Metanol 100

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

4.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de massa
(EM), desreplicagdo quimica e rede molecular

4.5.1 Solventes

Foram utilizados metanol grau HPLC, (J.T. Baker) e acido férmico (0,1 %, v/v)

(Sigma). A &gua utilizada foi ultrapura tipo I (Milli-Q®).

4.5.2 CondigOes de analises

Uma solucdo de 1 mg dissolvida em 1 mL de agua Milli-Q (solvente A) e metanol

(solvente B) contendo acido féormico a 1 % foi injetada em um sistema de cromatografia
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liquida de alto desempenho Shimadzu® (Kyoto, Japo), acoplado a um espectrometro de
massas Amazon X (Bruker Daltonics, EUA) equipado com uma fonte de ions de eletrospray
(ESI), para a realizagdo de anélises ESI-MS". O sistema da CLAE consistiu em uma unidade
de bomba de solvente LC-20AD (vazdo de 600 pL/min); um desgaseificador online DGU-
20A5; um controlador de sistema CBM-20A e um detector de conjunto de diodos SPD-M20A
(190-800 nm). A separacéo foi executada em uma coluna analitica GIST (5 mm, 100 A, 250 x
4,6 um, Shimadzu, Japan). InjecGes (20 uL) foram realizadas utilizando um injetor automético
(SIL-20A). Um gradiente linear exploratério (5-100 % B) foi realizado até eluicdo em 95
minutos. Os parametros de analise foram os seguintes: capilar 4,5 kV, ESI em modo negativo,
offset da placa final 500 V, nebulizador 4,0 bar, gas seco (N2) com vazdo de 8 mL/min e
temperatura de 200 °C. A fragmentacéo CID foi obtida no modo MS/MS automético usando o
modo de resolucdo avancada para MS e modo MS/MS. Os espectros (m/z 50-1.500) foram

registrados a cada dois segundos.

4.5.3 Rede molecular

Os dados espectrais do EHB da FMA de C. jamacaru, obtidos por analise em
CLAE/EM? no modo negativo, foram submetidos & plataforma online The Global Natural
Product Social - Molecular Networking (GNPS) para obter uma rede molecular, com o
objetivo de visualizar o perfil de metabodlitos presentes na fracdo. Para o alinhamento
espectral foram considerados um coeficiente de cosseno acima de 0,7, a comparagdo com um
minimo de seis ions fragmentados e até 10 liga¢fes entre os nodos semelhantes. Os espectros
obtidos experimentalmente foram comparados com a biblioteca espectral disponivel no
GNPS, e todas as correspondéncias requeriam um limite minimo de similaridade de 0,7
pontos de cosseno e pelo menos seis picos correspondentes entre eles.

4.6 Ensaios farmacoldgicos

Os animais foram cedidos pelo Instituto de Imunopatologia Keizo Asami localizado na
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e os ensaios farmacoldgicos foram realizados

no biotério do Departamento de Bioquimica da UFPE.

4.6.1 Animais
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Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (Mus
musculus), com aproximadamente 60 dias de idade. Antes de cada ensaio, 0s animais
passaram por um periodo de adaptacdo de 72 horas, sob condi¢cBes ambientais controladas de
temperatura de 23 £ 1 °C e umidade relativa de 40 — 60 %. Os camundongos seguiram um
ciclo de claro-escuro de 12 horas cada, com acesso irrestrito a alimentacdo e agua (Purina,
Nestlé Brasil Ltda., Brasil). Gaiolas microisoladoras (49x34x18 cm), dotadas de grade, tampa,
sistema de valvulas para insuflamento e exaustdo de ar, enriquecidas com maravalhas de
pinus e esterilizadas por radiacdo gama foram utilizadas. Todos os procedimentos
experimentais foram conduzidos de acordo com as normas e principios éticos de
experimentacdo em animais de laboratdrio estabelecidos pelo Comité Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), ap6s serem aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UEPB (registrado sob numero 038/2023), obedecendo aos critérios
estabelecidos na Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008 onde relata a criacdo e a utilizacdo de

animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica, em todo o territério nacional.

4.6.2 Preparo das substancias

Para realizacdo dos ensaios farmacologicos, o extrato da fracdo metanol-agua das
raizes de C. jamacaru foi dissolvido em solucdo salina (0,9 %, v.0.) antes da utilizacéo e

administrado de acordo com a via requerida no procedimento realizado.

4.6.3 Ensaio de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade pré-clinica aguda do extrato da fracdo metanol-agua das raizes
de C. jamacaru foram conduzidos em estrita conformidade com as diretrizes estabelecidas
pelo "Guideline for testing of chemicals" n® 423, preconizado pela Organizagdo para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 2001). Neste estudo, camundongos
fémeas foram cuidadosamente distribuidos em dois grupos distintos (n = 3 por grupo).
Enquanto o grupo controle (G1) recebeu uma solucéo salina (G1 = grupo néo tratado, 10 mL/
kg, via oral), o grupo experimental (G2) foi exposto a uma dose de 2.000 mg/kg da FMA (G2
= tratamento, 2.000 mg/kg).

A fim de detectar sinais toxicos e possiveis alteracbes comportamentais, realizou-se

uma observagdo minuciosa nos intervalos de 0-15, 15-30, 30-45, 45-60 minutos no primeiro



35

dia e, posteriormente, uma vez ao dia nos 13 dias subsequentes, sempre no mesmo horario. Os
pardmetros comportamentais abrangiam aspectos como piloerecdo, caracteristicas das fezes,
sensibilidade ao som e ao toque, mobilidade e manifestacGes agressivas (DE ALMEIDA et
al., 1999; MALONE, 1983). No 15° dia apds o inicio do tratamento, foram documentadas
quaisquer alteraces no peso corporal, bem como nas ingestdes de agua e alimentos.
Paralelamente os animais foram anestesiados (anestésicos, xilazina 5 mg/kg e ketamina 100
mg/kg, i.p.) para a coleta de punc¢do cardiaca a fim de avaliar os parametros bioquimicos e
hematoldgicos.

A avaliacdo bioquimica incluiu a analise de proteina total, albumina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil
transferase (GGT), ureia e creatinina, utilizando Kits especificos (Labtest Diagnostica, Lagoa
Santa, Brasil) e um analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basel, Suica).
A analise hematoldgica, contemplando eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e anélise total e diferenciada dos leucécitos foi
realizada por meio de um analisador automatico (Sangue de animal Counter — ABC Vet,
Montpellier, Franca), sendo também realizada a analise microscopica.

Apds a coleta de sangue, os animais foram submetidos a eutandsia utilizando como
anestésicos a xilazina (2% v/v, 10 mg/kg) e a ketamina (10% v/v, 300 mg/kg) por via
intraperitoneal.

Além disso, os camundongos utilizados no ensaio de toxicidade aguda (n = 3) foram
submetidos a testes de avaliacdo comportamental. Capacidade exploratdria no teste de campo
aberto (com exploracdo horizontal registrada através do nimero de cruzamentos e exploragdo
vertical) (ARCHER, 1973) e capacidade locomotora forcada através do teste rota-rod, quando
0s animais foram submetidos a uma barra rotativa (7 rpm) e o tempo em que conseguiram
permanecer no topo da barra foi avaliado por até 180 segundos (DUNHAM; MIYA, 1957).
Os animais foram submetidos a esses testes nos dias 0, 7 e 14 apods o tratamento (PRUT;
BELZUNG, 2003).

4.6.4 Atividade antinociceptiva

4.6.4.1 Ensaio de contorgdo abdominal induzida pelo &acido acético
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Os camundongos foram divididos em seis grupos (n = 6 por grupo) e submetidos a
diferentes tratamentos: extrato de C. jamacaru (G1 = 50 mg/kg, G2 = 100 mg/kg ou G3 = 200
mg/kg, via oral), solucéo salina (G4 = controle, 0,9 %, via oral), morfina (G5 = 20 mg/kg, via
intraperitoneal) e indometacina (G6 = 20 mg/kg, via intraperitoneal). O protocolo
experimental envolveu a administracdo dos extratos e controles, seguida pela aplicacdo
intraperitoneal de &cido acético (0,85 % v/v, 0,1 mL/10g) ap6s um periodo de 30 minutos.
Posteriormente, os animais foram individualmente colocados em uma caixa de polietileno,
registrando-se o tempo até a primeira contorcdo abdominal e o nimero de contor¢Bes no

intervalo de 5-15 minutos apds a injecdo do acido acético (DE OLIVEIRA et al., 2018).

4.6.4.2 Teste da formalina

Os camundongos foram distribuidos em seis grupos (n = 6 por grupo) e submetidos a
diferentes tratamentos: FMA de C. jamacaru (tratamento, G1 = 50 mg/kg, G2 = 100 mg/kg e
G3 = 200 mg/kg, v.0.), solucéo salina (G4 = controle, 0,9 %, v.0.), morfina (G5 = 20 mg/kg,
I.p.) e indometacina (G6 = 20 mg/kg, i.p.).

O protocolo experimental incluiu a administracdo dos extratos e controles, com um
intervalo de apenas 30 minutos antes da injecdo subplantar de 20 uL de formalina (2,5 % v/v,
s.p.). Apos o a injecdo da formalina, verificou-se a duracdo do tempo em que o animal passou
lambendo a pata durante os primeiros 5 minutos (primeira fase: dor neurogénica) e de 15 a 30
minutos apds a injecdo (segunda fase: dor inflamatéria) (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

4.6.4.3 Ensaio de imersao de cauda

Inicialmente, os animais foram submetidos a uma etapa de pré-selecdo, visando
identificar aqueles que poderiam apresentar um limiar de tolerancia a dor potencialmente
inferior aos demais. Aqueles animais que retiraram a cauda da dgua morna (55 = 1 °C) em
menos de 5 segundos foram selecionados para participar deste estudo, sendo essa selecéo
realizada 24 horas antes do inicio do experimento. Os camundongos foram divididos em 5
grupos (n = 6 por grupo) e receberam o extrato de C. jamacaru (tratamento, G1 = 50 mg/kg,
G2 = 100 mg/kg e G3 = 200 mg/kg, v.0.), solucdo salina (G4 = controle negativo, 0,9 %, v.0.)
e morfina (G5 = controle positivo, 10 mg/kg, intraperitoneal). Os animais designados para o

tratamento tiveram suas caudas imersas em agua morna, e o tempo no qual o camundongo
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permaneceu com as patas na agua aquecida sem exibir reflexo de retirada, foi registrado. Um
total de seis medigdes foi realizado em intervalos de 30 minutos apds a administracdo dos
tratamentos: 0, 30, 60, 90, 120 e 150. Considerou-se um periodo de 20 segundos como
indicativo de analgesia completa, momento em que a cauda era retirada para evitar lesdes
(KHATUN; IMAM; RANA, 2015).

4.6.4.4 Investigagdo do mecanismo antinociceptivo

Para a avaliagdo do mecanismo antinociceptivo, os animais foram pré-tratados
intraperitonialmente com naloxona (2 mg/kg, i.p.) (antagonista ndo-seletivo do receptor de
opioides) ou atropina (1 mg/kg, i.p.) (antagonista do receptor muscarinico). Posteriormente,
0s animais foram tratados com C. jamacaru (200 mg/kg, v.0.) e foram submetidos ao teste da
formalina, conforme descrito no item 4.6.4.2. (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

4.6.5 Atividade anti-inflamatéria

4.6.5.1 Edema de pata induzido por carragenina

Este estudo envolveu a divisdo de camundongos machos em 5 grupos (n = 6) nos quais
foram administrados tratamentos, incluindo o extrato de C. jamacaru (tratamento, G1 = 50
mg/kg, G2 = 100 mg/kg e G3 = 200 mg/Kkg, v.0.), solucéo salina (G4 = controle, 0,9 %, v.0.) e
dexametasona (G5 = 10 mg/kg, i.p.). Ap6s uma hora da administracdo dos extratos e
controles, um processo inflamatério foi induzido por meio de uma injecdo subplantar de 15
uL da solugdo de carragenina (2 % V/v, s.p.) na pata posterior direita. Os volumes das patas
foram medidos antes da inducdo inflamatéria e em intervalos pré-determinados de 1, 2, 3, 4
horas ap6s a administracdo da carragenina. O volume do edema em cada pata foi medido em
mm3 com o auxilio de um pletismdmetro (Ugo Basile, Italia) submergindo a pata posterior do
animal até a juncao tibio-tarsal na cadmara de leitura do aparelho. A diferenca de volume (em
mL) antes e ap0s a administracdo da carragenina foi calculada conforme descrito por Winter,
Risley e Nuss (1962). Os resultados foram expressos como a variagao de volume entre as duas

patas.
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4.6.5.2 Peritonite induzida por carragenina

Camundongos machos foram divididos em cinco grupos (n = 6) e receberam
tratamentos especificos 30 minutos antes do inicio do ensaio. Os tratamentos incluiram o
extrato de C. jamacaru (tratamento, G1 = 50 mg/kg, G2 = 100 mg/kg e G3 = 200 mg/Kkg,
v.0.), solucdo salina (G4 = controle, 0,9 %, v.0.) e dexametasona (G5 = padrdo, 10 mg/kg,
i.p.). A inflamacéo foi induzida por injecéo intraperitoneal de carragenina a 1 %. Quatro horas
apos a inducdo, os animais foram eutanasiados por meio de uma combinacdo excessiva de
anestésico, composto por 10 % de cetamina (100 mg/kg) e 2 % de xilazina (5 mg/kg),
administrados por via intraperitoneal, até que o0s sinais vitais estivessem ausentes. Em
sequida, 2 mL de PBS heparinizado (10 U/mL) foram administrados, seguido por uma suave
massagem na regido para coletar o fluido peritoneal. A contagem de leucdcitos totais e a
contagem diferencial foram realizadas em um analisador hematoldgico (ABX Pentra XL 80),
com os resultados expressos em porcentagem. Adicionalmente, os niveis de citocinas TNF-a e
IL-1B foram quantificados no liquido intraperitoneal por ELISA (Ensaio Imunoenzimatico por
Absorcao), seguindo as instrucdes do fabricante do kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN)
(DE OLIVEIRA et al., 2018).

4.6.5.3 Modelo de bolsao de ar

Os animais foram divididos em 5 grupos (n = 6) e submetidos a anestesia (xilazina 5
mg/kg e cetamina 100 mg/kg, v. i.). Em seguida, receberam uma injecdo subcutanea de 2,5
mL de ar estéril (no 1° e 4° dia) na regido dorsal. No 7° dia, 1 mL de uma solucéo contendo
carragenina (Sigma®, EUA) (2 % v/v) foi injetada na cavidade da bolsa de ar e uma solucéo
salina como liquido de arraste para realizacdo da contagem de leucdcitos O extrato de C.
jamacaru (tratamento, G1 = 50 mg/kg, G2 = 100 mg/kg e G3 = 200 mg/kg, v.0.), a
indometacina (G4 = padrdo, 20 mg/kg, v.0.), e a solu¢éo salina (G5 = controle, 0,9 %, v.0.)
foram administrados aos animais 30 minutos antes da injecdo de carragenina. Apds um
periodo de 6 horas, realizou-se uma contagem total de leucocitos no bolsdo de ar utilizando

um analisador hematoldgico, conforme descrito por Kim et al. (2006).

4.6.6 Atividade antipirética
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A atividade antipirética foi determinada usando o modelo de febre induzida por
fungos. Apds a identificacdo da temperatura retal basal, a febre foi induzida com injecao
subcutanea de levedura de cerveja (Saccharomyces cerevisae, 1 mL/100g de peso corporal, 15
% p/v em solucdo salina). Apds 18 h, os animais com temperatura acima de 38 °C foram
distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n = 6) e, em seguida, administrado o extrato de
C. jamacaru (tratamento, G1 = 50 mg/kg, G2 = 100 mg/kg e G3 = 200 mg/kg, v.0.), solucdo
salina (G4 = controle, 0,9 %, v.0.) e Dipirona (G5 = 100 mg/kg, v.0.). A temperatura foi
avaliada usando um termdmetro digital a cada 30 minutos durante 240 minutos (WINTER;
RISLEY; NUSS, 1962).

4.7 Andlises estatisticas

Os resultados sdo expressos como a média das repeticGes + desvio padrdo (DP).
Diferencas estatisticamente significativas foram calculadas usando analise de variancia
(ANOVA) unidirecional seguida pelo teste de Bonferroni ou Dunnett, empregando Graph Pad
Prism. Software 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Os valores foram considerados
significativamente diferentes em p<0,05 para avaliagéo de toxicidade e p<0,001 para ensaios

de atividade antinoceptiva, anti-inflamatoria e antitérmica.
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5 RESULTADOS

5.1 Rendimento das fragdes obtidas por cromatografia liquida a vacuo (CLV) do EHB

das raizes de C. jamacaru

O resultado dos rendimentos das fracfes obtidas por cromatografia liquida a vacuo
(CLV) do EHB das raizes estd demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Rendimento das fragdes obtidas por cromatografia liquida a vacuo (CLV) do EHB das raizes de C.

jamacaru.

Fracgdo Massa () Rendimento (%)
Hexano-diclorometano (FHD) 0,2934 0,55
Diclorometano (FD) 0,0264 0,05
Diclorometano-acetato (FDA) 0,417 0,8
Acetato (FA) 0,0417 0,08
Acetato-metanol (FAM) 20,8769 39,31
Metanol (FM) 11,3191 21,31
Metanol-agua (FMA) 6,7943 12,79
Agua (FA) 0,0229 0,043

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Conforme evidenciado na Tabela 1, o rendimento percentual da fracdo metanol-agua
(FMA) foi inferior ao das fracdes de acetato-metanol e metanol. No entanto, a fracdo metanol-
agua demonstrou uma solubilidade superior nos solventes metanol, 4gua e DMSO. A
preferéncia pela fracdo metanol-agua esta alinhada com a busca por compostos mais polares,
CcOmo as saponinas, uma vez que esses compostos tendem a ser mais sollveis em solventes

polares.

5.2 Triagem fitoquimica para detectar a presenca de saponinas na fracdo metanol-agua
(FMA)

O resultado da triagem fitoquimica preliminar para a detec¢do de saponinas na fracdo

metanol-agua (FMA) esta demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultado encontrado para triagem fitoquimica da fracdo metanol-agua.

Metabolito secundario Teste realizado Resultado

Saponinas espumidicas Teste de espuma +++

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Legenda: positivo (+)

Analisando os resultados dessa triagem podemos dizer que o resultado foi positivo
para a presenca de saponinas. No entanto, é importante considerar que testes qualitativos néo
possuem uma elevada sensibilidade, por isso é necessario realizar outras analises quantitativas
utilizando por exemplo a espectrometria UV-Vis para comprovar a existéncia ou ndo do

metabdlito secundario pesquisado na planta em estudo.

5.3 Rendimento das fracdes obtidas por Cromatografia Liquida de Média Pressao
(CLMP) da Fracédo metanol-agua (FMA).

O rendimento em massa das fracbes obtidas por cromatografia liquida de média
pressao (CLMP) da fracdo metanol-agua (FMA) esta demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento em massa das fragdes obtidas por cromatografia liquida de média pressao (CLMP) da
fracdo metanol-a4gua (continua).

Fracdo Massa (mg)
Fracdo 1 0,1088
Fracdo 2 0,1910
Fracédo 3 0,0033
Fracéo 4 0,0025
Fracdo 5 0,0153
Fracdo 6 0,0121
Fracdo 7 0,0324
Fracdo 8 0,0378
Fracdo 9 0,0118
Fracdo 10 0,1010
Fracdo 11 0,1034

Fracdo 12 0,1021
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Tabela 3 — Rendimento em massa das fracdes obtidas por cromatografia liquida de média pressao
(CLMP) da fracdo metanol-agua (concluséo).

Fracdo Massa (mg)
Fracdo 10 0,1010
Fracdo 11 0,1034
Fracdo 12 0,1021
Fracéo 13 0,0253
Fracdo 14 0,0156
Fracdo 15 0,0164
Fracdo 16 0,0158
Fracdo 17 0,0129
Fracdo 18 0,0192

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

5.4 Revelagéo de placa por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O resultado da revelacdo da cromatoplaca referente a analise das fragfes de 1 a 18
provenientes da CLMP, feito com p-anisaldeido sulfurico, esta evidenciado na Figura 6. Esse
revelador indica a possivel presenca de terpenos ou esteroides devido a formacao de spots de
cor roxa/lilas (GOKBULUT, 2021).

Figura 6 — Cromatoplaca referente a analise das fragdes de 1 a 18, aplicados nesta ordem da esquerda para a
direita. Revela¢do com p-anisaldeido sulfdrico.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
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As fracbes obtidas foram reunidas segundo seu perfil cromatografico e nomeadas

conforme a Tabela 4.

Tabela 4 — Reunido das fracdes 1 a 18 conforme perfil cromatogréafico da fracdo metanol-agua do EHB de C.

jamacaru.
Fracoes Nomenclatura Massa (mgQ)
1,2 FrA 0,2998
3,4,5 FrB 0,0211
6,7,8 FrC 0,0823
9,10,11,12,13 FrD 0,3436
14,15,16,17,18 FrE 0,0799

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico da fragdo metanol-agua.

Fracdo metanol-

agua

(6.7946 )

18 fracoes
FrA FrB FrC FrD FrE
(0,2998 mg) (0,0211 mg) (0,0823 mg) (0,3436 mg) (0,0799 mg)

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Devido a presenca de bandas mais intensas correspondentes a fracdo D na placa
cromatogréafica, aliado ao maior rendimento dessa fracdo, indicativos de uma possivel
concentracdo mais elevada de saponinas, optou-se pela sele¢do dessa fragdo com o objetivo de

realizar a identificacdo desses compostos, posteriormente, fora do escopo deste trabalho.

5.5 Espectrometria de massas e Rede molecular
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Os resultados da analise provenientes da CLAE-EM realizados a partir da fracdo
metanol-agua (FMA) foram cuidadosamente registrados e apresentados de maneira visual no
gréfico tridimensional conforme pode ser observado na Figura 7, que correlaciona o tempo de
retencdo com a relacdo massa/carga (m/z) e a intensidade de deteccédo dos ions. Este grafico
proporciona uma visdo abrangente da eluicdo dos compostos ao longo do tempo e revela

informacdes sobre a razdo massa/carga dos compostos da amostra em estudo.

Figura 7 — Gréfico 3D correlacionando o tempo de retencdo em relacdo a razdo m/z, obtido a partir de dados de
CLAE-IES-EM. O Eixo Z mostra a intensidade dos ions detectados.
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Fonte: O grafico foi gerado utilizando o software MZmine a partir dos dados da pesquisa, 2024.

Conforme foi possivel verificar, os resultados correspondentes a relacdo massa/carga
mostraram-se elevados, com valores entre 600 e 1200 daltons, e tempo de retencdo a partir de
10 minutos. Esses achados podem sugerir a presenca de saponinas, ja que, para metabdlitos
secundarios, essas substancias apresentam massas moleculares relativamente elevadas.

Os dados espectrais da FMA de C. jamacaru, obtidos por CLAE-IES-EM no modo
negativo, foram submetidos a plataforma GNPS. Esses espectros foram agrupados com base
nas correlagdes de fragmentacdo das moleculas. Foi gerada uma rede molecular contendo oito
nodos, sendo cada um deles representaram 8 precursores distinguiveis e detectados com
massas entre m/z 867.716 e 1070.09. Cada nodo representa um cluster de compostos que

compartilham caracteristicas espectrais, incluindo massas de ions similares. Os valores de
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cosseno entre esses nodos indicam a similaridade entre os padrdes de fragmentacdo dos
compostos presentes em cada grupo. Quanto maior o valor de cosseno, maior a similaridade
entre 0s espectros de massa, sugerindo que 0s compostos nos nodos séo estruturalmente mais
semelhantes (ABREU, 2020) (Figura 8).

Figura 8 — Rede molecular obtida dos dados espectrais da FMA de C. jamacaru.

m/z B57. 716

0.Fo

my'z 1027.98

myz 1070.09 [$—g 57—\ V2985923

Fonte: Obtencgdo da Rede Molecular utilizando o software GNPS, 2024.

Apbs a analise da rede molecular foi possivel identificar, através do perfil de
fragmentacdo, uma substancia isolada anteriormente denominada jamacarusideo A (Figura 9),
obtida das partes aéreas desta mesma planta (C. jamacaru)(BRITO et al., 2023).

O jamacarusideo A é uma saponina triterpénica que apresenta uma unidade de acido
glicurdnico e outra de glicose ligados a aglicona na posicao 3, além da presenca dos grupos

acetoxi (posicdo 21 e 22) e uma carboxila na posicao 28.
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Figura 9 — Jamacarusideo A

Fonte: Brito et al, 2023.
O espectro de massas dessa molécula em IES-EM/EM no modo negativo encontra-se
na Figura 10, onde é possivel verificar o pico do ion molecular em m/z 909.48 [M-H]". Na

figura 11 foi possivel observar o espectro dessa substancia em EM?,

Figura 10 — Espectro de massas do jamacarusideo A.

o] -EM 67.4min #2518]
x1074
4 .
909,48
] o
3-‘
2<
1j .
94541
] 46931
B SPUPIRONIROG .. P VORRE. O .

Fonte: Brito, 2018.

A anélise comparativa dos padrfes de fragmentacdo do jamacarusideo A com 0s
padrdes de fragmentacdo provenientes dos espectros da FMA das raizes de C. jamacaru
adquiridos no tempo de retencdo de 24,5 minutos revelou uma correspondéncia precisa entre

ambos, com o pico do ion molecular em m/z 909.48 [M-H]".
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Figura 11 — Espectro de massas de jamacarusideo A obtido a partir dos dados de EM/EM?.
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Fonte: Brito, 2018.

A deteccdo de picos de fragmentacdo com m/z similares em ambos o0s espectros sugere
um processo semelhante de quebra em fragmentos menores durante a ionizacdo dos
compostos. Por exemplo, na Figura 12 foi possivel observar o pico base com m/z 639.40 no
espectro de uma das substancias da FMA, o qual apresenta a mesma razdo massa-carga do
pico base do jamacarusideo A (m/z 639.34). Entre esse pico e o pico do ion molecular é
possivel observar uma diferenca de -270 Da, que corresponde a um possivel processo de
fragmentacdo consecutivo de duas unidades de acetoxi (CH3CO") (cada uma com 44 Da)
ligadas a porcdo aglicona e de uma unidade de glicosideo (180 Da) ligada ao é&cido
glicurénico no jamacarusideo A. A ligacdo das unidades acetoxi a por¢do aglicona e ndo a
porcédo glicosidica € mais comum nas saponinas, devido & natureza hidrofobica da aglicona,
que muitas vezes possui uma porcdo lipofilica na qual esse grupo pode se ligar de forma mais
estavel.

Outro pico de fragmentacdo encontrado nos dois espectros é o pico em m/z 805.36,
cuja diferenca de -44 Da em relagcdo ao pico com m/z 849.49 na FMA corresponde a uma
unidade acetoxi presente na aglicona. Outra diferenca de 44 Da também foi observada entre
0s picos em m/z 711.33 e m/z 667.33. Essas unidades de acetoxi podem estar ligadas & por¢ao
da aglicona conforme observado anteriormente na posi¢do C-21 ou C-22.

Um outro processo de fragmentacdo comum aos dois espectros foi 0 que aconteceu
entre 0 pico do ion molecular em m/z 909.48 [M-H] e o pico em m/z 729.33, no qual se
percebeu uma diferenca de massa molecular de -180 Da, caracteristica da perda de um

fragmento referente a uma unidade de glicosideo. Outro ion fragmento presente nos dois
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espectros foi 0 pico em m/z 569.28 que possui uma diferenca de -340 Da em relagédo ao pico
do ion molecular. Essa diferenca correspondeu a perda consecutiva dos residuos de glicose e
do acido glicurdnico, respectivamente, presente no jamacarusideo A. Ao analisar outros picos
de fragmentacdo nos dois espectros, evidenciou-se um padrdo consistente de quebra entre
eles.

Essas concordancias entre os espectros indicam que a molécula presente na amostra é

compativel com o jamacarusideo A.

Figura 12 — Espectro de massas obtido a partir da FMA de C. jamacaru.
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Fonte: Obtenc&o do Espectro de Massas do fon molecular em m/z 909.55 [M-H]" em ESI-EM? no modo negativo

utilizando o software Data Analysis, 2024.

No espectro obtido a partir dos dados de EM/EM? do ion molecular em m/z 1069.58,
correspondente ao nodo de m/z 1070.09 da rede molecular, foi possivel verificar um pico de
fragmentacdo de m/z 923.46 (Figura 13).

Nesse espectro foi possivel observar uma diferenca de 486 Da entre o ion molecular de
m/z 1069.58 e o pico de fragmentagdo com m/z 583.32, que apoOs extensa analise pode-se
concluir ser referente a trés unidades osidicas. Uma perda de um fragmento de massa de 146
Da entre o ion molecular de m/z 1069.58 e o pico de fragmentacdo com m/z 923.46,
correspondeu a uma perda de um residuo de 6-desoxi-hexose. Entre os picos de m/z 861.49 e
681.34 houve uma diferenca de 180 Da, o que sugeriu a saida de um residuo de glicose, e
entre os picos em m/z 838.74 e 681.34, houve uma diferenca de 158 Da indicando a perda de
um residuo de acido glicurdnico. Tais dados permitem sugerir que esse espectro é de uma

saponina ainda ndo identificada.
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Figura 13 — Espectro de massas obtido a partir dos dados de EM/EM? do ion molecular de m/z 1069.58.
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Fonte: Obtencéo do Espectro de Massas utilizando o software Data Analysis, 2024.

Com base na literatura foi possivel concluir que essa saponina triterpénica tem um
esqueleto do tipo oleanano com trés unidades osidicas. Isso é corroborado pela identificacdo
prévia de uma saponina, denominada jamacarusideo B (BRITO et al., 2023), com férmula
molecular CssHe7O10 € massa molecular de 923 Da, que apresenta um pico de fragmentagdo
em m/z 923.46, conforme apareceu no espectro. Assim, o jamacarusideo B é considerado um
precursor dessa saponina conforme se observou-se na Figura 14.

Os demais nodos identificados na rede molecular foram analisados baseando-se na m/z
e perfil de fragmentacdo (Espectros em ANEXO). Verificou-se entdo a presenca de saponinas
que possivelmente sdo derivadas do jamacarusideo A ou B conforme pode-se observar na
Figura 15.

Em relacdo ao jamacarusideo A, houve a diferenca de um residuo de acetato na
posicdo C-22 entre ele e a saponina de m/z 857.44.

Na porcéo aglicona do jamacarusideo B, as diferencas entre as saponinas encontradas
sdo principalmente nos residuos de acetato das posi¢des C-21 e C-22 e na hidroxila da posi¢édo
C-30. Essa hidroxila presente na aglicona sofre processo de fragmentacdo mais facilmente do
que as hidroxilas presentes na nos glicosideos. 1sso acontece porque a quebra da ligacéo entre
0 alcool e a aglicona geralmente resulta em ions fragmentados mais estaveis, o que facilita a
sua deteccdo e identificacdo, enquanto a quebra de ligacdes dentro do agucar pode levar a ions
menos estaveis. Em relagdo a porcdo glicosidica, as diferencas encontradas séao

principalmente nos residuos de 6-desoxi-hexose entre elas.
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Figura 14 — Proposta de fragmentacdo de jamacarusideo B para dar origem a substancia de m/z 1069.49.
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Fonte: Desenho de estruturas utilizando o software ChemDraw, 2024.

N&o foi possivel realizar o isolamento desses compostos devido a quantidade de
amostra disponivel e as restricbes de tempo do estudo, entdo optou-se pela realizacdo apenas
do perfil quimico desses compostos.

Esses achados destacam a complexidade da amostra, indicando a possivel presenca de
maltiplas saponinas ainda ndo documentadas para C. jamacaru. Esse cenario ressalta a
necessidade de investigacGes adicionais e a exploracdo de novas técnicas analiticas para uma

caracterizacdo mais abrangente desses compostos na amostra em quest&o.
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Figura 15 — Estruturas quimicas propostas para as saponinas verificadas no EM e na Rede Molecular derivadas
do jamacarusideo A ou do jamacarusideo B.
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Fonte: Desenho de estruturas quimicas utilizando o software ChemDraw, 2024.
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5.6 Ensaio de toxicidade aguda

Inicialmente foi realizada uma avaliagdo da toxicidade para camundongos da FMA
proveniente das raizes de C. jamacaru, antes de se proceder a investigacdo de suas
propriedades farmacoldgicas. Considerando que esta espécie é amplamente reconhecida e
possui historico documentado como alimento (LUCENA et al., 2015), optou-se por
estabelecer uma dose inicial no teste, fixada em 2.000 mg/kg. Apo6s a administracdo e uma
observagdo minuciosa por um periodo de 14 dias, ndo foram registrados 6bitos ou quaisquer
manifestacOes de toxicidade nos animais, tais como tremores, convulsdes, ataxia, piloerecao,
cianose ou cauda torta.

A Tabela 5 apresenta os resultados referentes ao consumo de agua, consumo de racédo
e ganho de peso em camundongos submetidos ao tratamento com a FMA de C. jamacaru na
dose de 2.000 mg/kg, comparativamente ao grupo ndo tratado. N&o foram identificadas
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao aumento do consumo de racéo,
consumo de agua e ganho de peso em todo o periodo de realizacdo do ensaio. Mudancas
significativas nesses parametros podem sinalizar que a substancia em teste pode estar
causando distarbios fisiol6gicos, comportamentais ou em sistemas vitais, como o sistema
digestivo (IVERSEN; NICOLAYSEN, 2003).

As analises hematoldgicas desempenham um papel crucial na avaliacdo dos efeitos de
substancias téxicas em ensaios de toxicidade aguda em animais. Elas oferecem uma
abordagem sensivel e abrangente, sendo essenciais para identificar precocemente possiveis
impactos adversos e compreender as repercussfes sistémicas da exposicdo a substancias
nocivas (ADENEYE et al., 2006).

Tabela 5 — Avaliacdo do consumo de agua, consumo de racao e ganho de peso em camundongos tratados com a
FMA de C. jamacaru.

Extrato
Parametro Controle

2000 mg/kg
Consumo de agua (mL) 21.32£0.73 20.98 £ 0.31
Consumo de racéo () 12.34 + 0.96 11.84 £ 0.85
Ganho de peso (g) 3.27 +£0.29 3.45+0.32

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Diferenca significativa (p<0.05) do controle. Andlise estatistica realizada por analise de variancia ANOVA
seguida pelo método de Bonferoni.
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Os animais demonstraram boa tolerancia hematologica, indicando que o sistema
sanguineo néo foi adversamente afetado nas circunstancias especificas do estudo. Além disso,
a auséncia de alteragdes hematoldgicas significativas sugere que a FMA das raizes de C.
jamacaru ndo causou efeitos sistémicos relevantes no sistema sanguineo até o momento do
ensaio.

Na Tabela 6 é possivel observar que ndo houve diferenca significativa (p> 0.05) entre
0 numero de eritrdcitos, hematdcrito, hemoglobina, VCM, HCM, CHCM entre 0s grupos.
Além disso, também nédo houve diferenca significativa no nimero de leucdcitos, segmentados,
linfocitos e monacitos.

A auséncia de diferencas significativas em todos os pardmetros hematoldgicos,
incluindo células vermelhas e brancas, entre o grupo controle negativo e 0 grupo exposto a
FMA de C. jamacaru sugere que, nas doses e condi¢bes avaliadas, o0 extrato nao causou

efeitos hematot6xicos evidentes.

Tabela 6 — Parametros hematolégicos de camundongos tratados com a FMA de C. jamacaru.

Parametro Controle Extrato
2000 mg/kg
Eritrocitos (10%/mm?) 6.48 + 0.53 6.84 +0.41
Hematdcrito (%) 30.02 + 2.05 31.77+1.54
Hemoglobina (g/dL) 13.45+0.68 12.65+0.75
VCM (fL) 40.64 + 2.37 42,01 +3.12
HCM (pg) 15.08 £ 0.84 14.44 + 0.65
CHCM (%) 31.55+2.42 32.38 £2.49
Leucdcitos (103/mm?3) 7.01 +0.63 7.22+0.44
Segmentados (%) 65.55 + 4.52 63.75 £ 3.83
Linfocitos (%) 26.46 +2.30 27.88 £ 2.04
Monacitos (%) 4.13+0.32 451+0.41

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Diferenga significativa (p<0.05) do controle. Andlise estatistica realizada por analise de variancia ANOVA
seguida pelo método de Bonferoni. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média;
CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média.

As andlises bioguimicas sdo essenciais para avaliar a funcionalidade de 6rgédos
suscetiveis a substancias toxicas, identificando alteragdes metabolicas precoces por meio da
andlise de enzimas e metabolitos. Isso possibilita a deteccdo precoce de efeitos adversos antes

mesmo da manifestacdo de sintomas clinicos ou patologicos (PEREIRA, 2008).
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Parametro Controle Extrato
2000 mg/kg
Albumina (g/dL) 21.94 +1.86 22.46 +£2.04
ALT (U/L) 57.12 + 3.10 59.65 £ 2.75
AST (U/L) 95.33+6.51 97.53+5.13
Proteina total (g/dL) 62.47 + 4.59 65.44 £ 5.16
Fosfatase Alcalina (UI/L) 10.54 £ 0.31 9.87 +0.53
GGT (U/L) 9.72+0.52 8.97 £ 0.69
Ureia (mg/dL) 0.36 £ 0.08 0.41 £ 0.09
Creatinina (mg/dL) 6.18 £ 0.34 6.39 + 0.45
Colesterol Total (mg/dL) 96.83 £ 4.15 98.56 +5.22
Triglicerideos (mg/dL) 88.77 £ 6.23 85.40 + 5.05

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Diferenga significativa (p<0.05) do controle. Andlise estatistica realizada por anélise de variancia ANOVA
seguida pelo método de Bonferoni. ALT: alanina amino transferase; AST: aspartato amino transferase; GGT:
gama glutamil transferase.

Conforme apresentado na Tabela 7, os niveis de albumina, ALT, AST, proteina total,
fosfatase alcalina e GGT ndo revelaram diferencas significativas (p > 0.05) entre o grupo
tratado e ndo tratado com a FMA de C. jamacaru. Esses resultados indicam a auséncia de
hepatotoxicidade. Da mesma forma, os niveis de ureia e creatinina entre 0s grupos
permaneceram similares, sugerindo que a fungdo renal se manteve integra, com o extrato ndo
afetando a capacidade dos rins de excretar metabdlitos. Além disso, os resultados das
dosagens de lipidios ndo exibiram variac@es significativas (p > 0.05) entre 0s grupos, com 0s
valores de colesterol total e triglicerideos semelhantes.

Portanto, esse conjunto de resultados, sugerem que a FMA de C. jamacaru, nas
condicBes e dose testada, ndo apresentou efeitos adversos na funcdo hepética, renal ou no
perfil lipidico, respaldando a seguranca potencial do extrato em relacdo a esses parametros
especificos. No entanto, é importante considerar que outros aspectos da seguranca e eficacia
do extrato podem necessitar de investigagéo adicional.

No teste de campo aberto (Tabela 8) ndo foram observados efeitos do extrato na
funcdo motora e atividade exploratoria dos camundongos. Os resultados do teste de crossing
mostraram que ndo houve diferenca significativa na frequéncia com que 0s animais do grupo
controle e os animais tratados com o extrato cruzavam a linha de grade, bem como na
frequéncia com que os roedores se sustentavam sob as patas traseiras (empinamento). Além

disso, no teste rota-rod, também ndo foram observadas diferencas nos tempos medios gastos
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na barra giratoria entre os grupos. Esta falta de supressdo no comportamento exploratorio
sugere que o0 extrato ndo possui efeitos sedativos ou depressores no sistema nervoso central

(FILE; WARDILL, 1975).

Tabela 8 — Avaliagdo do comportamento de camundongos tratados com a FMA de C. jamacaru.

Tratamento (segundos)

Parametro Controle 2000 mg/kg
Crossing

Dia 0 48.65 + 4.66 4751 +3.83
Dia 7 46.91 £ 4.02 45.88 +4.01
Dia 14 47.76 £ 3.93 48.19 £ 4.25
Rearing

Dia0 8.31+£0.90 8.26 £ 0.42
Dia 7 8.47 £0.77 8.33 £ 0.56
Dia 14 9.05+0.98 8.79+£0.78
Rora-rod

Dia 0 180.00 £ 0.00 180.00 £ 0.00
Dia 7 180.00 + 0.00 180.00 £ 0.00
Dia 14 180.00 £ 0.00 180.00 £ 0.00

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Os valores representam a média £ SEM (n = 3/grupo). P<0.05 em comparagdo com o controle.

De acordo com a classificacdo da OECD (2001), agentes com DLsg entre 2.000 - 5.000
mg/kg sdo considerados de baixa toxicidade. Portanto, considerando a dose inicial de 2.000
mg/kg utilizada nos experimentos, os resultados indicam que a FMA de C. jamacaru se
enquadra nessa faixa, sendo classificado como um agente xenobidtico de Classe 5,
caracterizado por sua baixa toxicidade.

A classificagdo do extrato da FMA de C. jamacaru como de baixa toxicidade,
respaldada pelos resultados positivos na avaliagdo de seguranca, oferece uma perspectiva
favoravel para a utilizagdo nessas condicdes especificas. Ndo ha, até 0 momento, descri¢des
de toxicidade significativa relacionadas ao consumo de cactaceas, incluindo aquelas do
mesmo género ou familia, sugerindo que muitas cactaceas sdo seguras para alimentacdo
humana e animal (QUENIA; BEZERRA, 2022). Esses achados ndo apenas fortalecem a
seguranca do extrato, mas também se estendem a compreensao geral da seguranca alimentar
associada as cactaceas. No entanto, apesar desses resultados promissores, é crucial abordar a

aplicacdo pratica do extrato com cautela em diferentes contextos. InvestigacGes adicionais
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podem ser necessarias para compreender os possiveis efeitos em longo prazo, considerar
variacOes de doses e avaliar a seguranga em outras especies animais.

Os resultados promissores do ensaio de toxicidade aguda, conduzido com a dose de
2000 mg/kg da FMA de C. jamacaru, estabeleceram uma base segura para a continuidade da
pesquisa. Visando avaliar a eficicia terapéutica em niveis menos toxicos, 0s testes
subsequentes foram realizados com doses de 50, 100 e 200 mg/kg, inferiores a dose de
toxicidade aguda. Essa estratégia reflete praticas comuns em estudos farmacoldgicos,
proporcionando uma compreensdo mais especifica do potencial do extrato, enquanto se

mantém um compromisso com a seguranca experimental.

5.7 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

A atividade antinociceptiva do extrato de C. jamacaru foi avaliada por trés métodos:
ensaio de contor¢des induzidas por &cido acético, testes de formalina e ensaio de imerséo de

cauda.

5.7.1 Ensaio de contorcdo abdominal induzida pelo acido acético

O é&cido acético desempenha um papel significativo na inducdo da dor e desconforto.
Ele age como um estimulante na liberacdo de mediadores hiperalgésicos e substancias
envolvidas na resposta a dor, incluindo as prostaglandinas, bradicinina, serotonina e
histamina. Essa acdo resulta em efeitos nociceptivos, atuando na sensibilizacdo nociceptiva
periférica e desencadeando contorg¢fes abdominais como resposta (AZEVEDO et al., 2016).

Conforme mostrado na Figura 16, houve uma reducdo estatisticamente significativa do
nimero de contor¢Bes abdominais nos animais tratados com o extrato de C. jamacaru. Os
grupos tratados com as doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg demonstraram redugéo
nas contorcbes de 27 %, 353 % e 74,7 %, respectivamente. O grupo tratado com
Indometacina demonstrou uma reducdo de 85,9 %, enquanto o grupo tratado com Morfina

teve reducéo de 98,8 %, comparado ao grupo controle.
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Figura 16 — Efeito antinociceptivo do extrato de C. jamacaru na contorcao abdominal induzida por acido acético.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Os valores representam a média =+ SEM. *P<0.05 em compara¢do com o controle, anélise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Dunnet.

Na literatura, um estudo prévio utilizando o extrato etandlico bruto dos cladddios de
C. jamacaru ja havia revelado uma significativa reducdo do niumero de contorc¢des aplicando
0 mesmo método nas doses de 100 mg/kg e 150 mg/kg, além da dipirona como medicamento
padrdao (LIMA, 2019). Contudo, ndo foi possivel associar esse efeito terapéutico a um
composto especifico. Isso ocorreu devido a analise ter se restringido a uma triagem das
possiveis classes de compostos quimicos presentes no extrato, tais como alcaloides,
antraquinonas, flavonoides, taninos e saponinas, sem avancar para a identificacdo precisa dos
compostos individuais dentro dessas classes. Essa lacuna na identificagdo mais detalhada é
essencial para uma compreensdo abrangente da composicdo quimica do extrato, fornecendo
informacBes valiosas sobre os potenciais bioativos responsaveis pelos efeitos terapéuticos
observados. Apesar dessa limitacdo, a concordancia nos resultados destaca a necessidade de
prosseguir com investigacbes mais profundas, visando identificar e caracterizar de maneira

mais especifica os bioativos responsaveis pelos efeitos terapéuticos observados.

5.7.2 Teste da formalina

Neste teste, a formalina desempenha o papel de induzir uma resposta dolorosa,
simulando um estado inflamatorio e permitindo a avaliacdo da sensibilidade a dor. Ao
administrar a solucdo de formalina na pata dos animais, ocorre a desencadeamento de uma
série de respostas, como lambedura, mordida e outros comportamentos indicativos de dor. A

presenca da formalina na solugdo age como um irritante que estimula as terminagdes nervosas
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periféricas, resultando na ativacao de vias nervosas associadas a percep¢do da dor (DENNIS,
1977).

Na primeira fase desse teste, o tratamento oral com o extrato de C. jamacaru nas doses
de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg resultou em reducgdes significativas do tempo de
lambedura da pata injetada com formalina em 38,6 %, 41,8 % e 62,7 %, respectivamente, em
comparagdo com o grupo controle. A morfina (10 mg/kg) reduziu significativamente em 87,8
%, enquanto a indometacina (20 mg/kg) ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao
grupo controle.

Na segunda fase do teste, as doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg de C. jamacaru
produziram uma consideravel reducdo no tempo de lambedura da pata de 56,5 % e 90 %,
respectivamente. Na dose de 50 mg/kg ndo houve reducéo, resultado semelhante ao grupo nao
tratado. Os grupos tratados com indometacina (20 mg/kg) e morfina (10 mg/kg) foram
capazes de reduzir significativamente o tempo de lambedura da pata em 91,9 % e 86,3 %,

respectivamente, em comparagdo ao grupo néo tratado (Figura 17).

Figura 17 — Efeito antinociceptivo da FMA de C. jamacaru e investigacdo dos mecanismos de atividade
antinociceptiva em ambas as fases do teste da formalina.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Os valores representam a média + SEM. *P<0.05 em comparagdo com o controle, analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Dunnet.

A primeira fase, denominada de fase neurogénica, esta relacionada a dor a nivel do
sistema nervoso central (SNC), com a liberacdo da substancia P, enquanto a segunda fase
ocorre devido a liberacdo de histamina, bradicinina e prostaglandinas, predominantemente a

nivel periférico. Portanto, substancias que atuam diretamente no SNC, como narcéticos,
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inibem igualmente ambas as fases da dor, enquanto aquelas com acéo periférica, como 0s
AINES, tendem a inibir apenas a segunda fase (ZEASHAN et al., 2009). Nesse contexto, 0s
resultados obtidos sugerem que o extrato de C. jamacaru possui uma a¢do ampla, com acéo
tanto a nivel central, o que resulta na inibicdo da dor neurogénica, quanto a nivel periférico,
contribuindo para a reducao da dor inflamatoria.

Quando os animais foram previamente tratados com naloxona (antagonista opioide),
observou-se uma reversdo completa do efeito antinociceptivo do extrato de C. jamacaru (200
mg/kg), resultando na reducdo da atividade tanto na primeira quanto na segunda fase. Esses
resultados sugerem que a acdo antinociceptiva de C. jamacaru envolve o sistema opioide. No
entanto, quando o pré-tratamento foi realizado com atropina (antagonista do receptor
muscarinico), ndo houve reversao significativa na atividade antinociceptiva do C. jamacaru
(10 mg/kg). Isso sugere que a acdo antinociceptiva do extrato ndo estd diretamente

relacionada aos receptores muscarinicos, indicando uma via independente desse sistema.

5.7.3 Ensaio de imersdo de cauda

O teste de imersdo da cauda é amplamente utilizado para avaliar a resposta a dor em
pesquisas basicas e para examinar a eficacia de analgésicos em pequenos animais de
laboratério. A identificacdo de compostos quimicos capazes de influenciar positivamente a
resposta & dor neste método sugere um caminho promissor de investigacdo para potenciais
analgesicos (PATEL; SAHU; CHANDEL, 2017).

Neste estudo, foi observado que o tempo de laténcia dos animais que receberam 200
mg/kg de FMA de C. jamacaru aumentou significativamente (p<0.001), em comparagdo com
0 grupo controle, apds 30 minutos de tratamento (Figura 18).

Figura 18 — Efeito antinociceptivo de C. jamacaru no ensaio de imersdo de cauda.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
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Nota: Os valores representam a média £ SEM. *P<0.05 em comparacdo com o controle, analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Dunnet.

Observou-se que a FMA de C. jamacaru, a dose de 200 mg/kg, demonstrou um
aumento na laténcia a partir de 60 minutos ap0s o tratamento, sugerindo uma resposta
analgesica comparavel a morfina. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p > 0.05) entre os grupos nos efeitos analgésicos entre C. jamacaru e a morfina
nesse intervalo de tempo.

A diferenca observada nos resultados do efeito analgésico entre a morfina e a FMA de
C. jamacaru, na dose de 50 mg/kg pode ser atribuida a diferentes taxas metabdlicas ou a
poténcia especifica de cada substancia como agente analgésico (SYED MUZAMMIL et al.,
2013). E importante ressaltar que tanto a FMA de C. jamacaru como a morfina atingiram seu
efeito maximo apods 60 minutos, mantendo-se significativos até 150 minutos.

Essas descobertas destacam nuances significativas na resposta analgésica entre a
morfina e a FMA de C. jamacaru, sugerindo que este extrato pode ter implicagdes
promissoras nas vias analgésicas espinhais e supraespinhais, atuando como agonista nos
receptores opioides (SYED MUZAMMIL et al., 2013).

Os resultados obtidos em todos esses testes revelam que o extrato de C. jamacaru
exibe efeitos analgésicos significativos. Esses achados sugerem que o extrato desempenha um
papel eficaz na modulacdo da percepcdo e resposta a dor em niveis centrais do sistema
nervoso. Em todos os ensaios, os efeitos observados com a FMA de C. jamacaru foram
equiparaveis aos produzidos pela morfina, um opioide reconhecido por sua capacidade
comprovada de promover analgesia central. A reducdo significativa nas contorgdes
abdominais e no tempo de lambedura da pata durante a fase inflamatéria do teste de formalina
sugere que o extrato também pode exercer seus efeitos em niveis periféricos, reduzindo
respostas associadas a inflamacéo e nocicepcdo. Essa dualidade de acdo central e periférica
destaca a versatilidade do extrato de C. jamacaru.

Os resultados convergentes indicam que o extrato ndo apenas possui uma agdo ampla,
atuando em diferentes tipos de dor (neurogénica e inflamatdria), mas também opera em
distintos niveis (central e periférico). A similaridade nos resultados entre o extrato e a morfina
sugere uma eficacia comparavel na modulacdo da nocicepcdo, envolvendo mecanismos tanto
centrais quanto periféricos e apontam para seu potencial promissor no desenvolvimento de

terapias analgésicas derivadas desse composto.
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Na medicina tradicional, ha relatos do uso de C. jamacaru como remédio para alivio
da dor (CAMARA; OLIVEIRA, 2021). Além disso, um estudo conduzido com outra espécie
de cacto, Pilosocereus gounellei, apresentou resultados positivos ao aplicar 0 mesmo teste
com dosagens diferentes (DE OLIVEIRA et al., 2018). Esses achados sugerem uma eficacia

potencial no uso de cactos para o alivio da dor ndo inflamatoria.

5.8 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatdria do extrato de C. jamacaru foi avaliada por trés métodos:
edema de pata induzido por carragenina, peritonite induzida por carragenina e modelo de
bolsa de ar.

5.8.1 Edema de pata induzido por carragenina

Um aumento agudo e progressivo do volume na pata injetada dos animais € induzido
pela injecdo intraplantar de carragenina. Esse edema, proporcional a intensidade da resposta
inflamatdria, apresenta-se como um parametro Gtil na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria
(JUNIOR, 2019).

Analisando a Tabela 9, é possivel verificar que ocorreu uma reducdo estatisticamente
significativa (p < 0,05) do edema nos animais tratados com o extrato de C. jamacaru, em
todas as doses administradas (50, 100, 200 mg/kg, v.0.), quando comparados ao grupo
controle que recebeu apenas o veiculo. Apos 4 horas, a reducao do edema foi de 39 %, 45 % e
49, 9 % nas doses de 50, 100, 200 mg/kg, respectivamente.

Tabela 9 — Efeitos da FMA de C. jamacaru no edema induzido por carragenina na pata traseira de camundongos.

Periodo apds a administra¢do

Dose Reducédo
Tratamento (m/kg) 1h 2h 3h 4h ap6s 4h (%)
Porcentagem de inibicéo
Controle - 0.341 +0.03 0.360 + 0.03 0.368 +0.03 0.377 £ 0.03
Dexametasona 10 0.317 +£0.04* 0.281 +0.04* 0.202 +0.04* 0.162 +0.02* 57.03
FMA 50 0.326 £ 0.03* 0.306 +0.04* 0.246 +0.03* 0.230 + 0.05* 39.00
FMA 100 0.302+0.03* 0.285+0.03* 0.221 +£0.03* 0.207 + 0.04* 45.09
FMA 200 0.278 +0.03* 0.245+0.03* 0.219+0.03* 0.189 +0.03* 49.87

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
Nota: Diferenga significativa (p<0.05) e p <0.001) para o controle.
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A resposta inflamatoria aguda desencadeada pela carragenina compreende duas fases
distintas (VINEGAR, R. , SCHREIBER, W. , HUGO, 1969). A fase inicial, iniciada
aproximadamente uma hora apds o estimulo, é mediada pela liberacdo de serotonina,
bradicinina e histamina. Em contrapartida, a fase tardia, que ocorre apds esse periodo, esta
associada a liberacdo de oxido nitrico derivado de neutréfilos, radicais livres, citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a), prostaglandina derivada da enzima COX, cininas e
infiltracdo de neutrofilos (COTRAN; MAJNO, 1964). Ambas as fases podem ser inibidas por
medicamentos de acdo central, como 0s opioides, enquanto os medicamentos de acéo
periférica, como os anti-inflamatdrios ndo esteroides, somente tém a capacidade de inibir a
fase tardia da inflamagédo (REEVE; DICKENSON, 1995).

5.8.2 Peritonite induzida por carragenina

O objetivo principal deste experimento foi avaliar o efeito anti-inflamatorio da FMA
de C. jamacaru com foco na quantificacdo dos leucaocitos, especialmente os neutréfilos. Os
neutrdfilos, juntamente com outras células de defesa, desempenham um papel crucial na
resposta do organismo as infec¢des. Eles sdo reconhecidos por sua capacidade de se mover
rapidamente em direcdo a areas infectadas ou inflamadas do corpo. Essas células sao
fundamentais no combate a micro-organismos invasores, como fungos e bactérias
(CARVALHO; ARAUJO; CARVALHO, 2004). No experimento, essas células foram
recrutadas para a regido peritoneal do animal através da inducdo da inflamacdo por meio da
administracao de carragenina.

Os resultados obtidos, conforme mostrado na Tabela 10, revelaram que o
extrato de C. jamacaru, nas doses 50, 100, 200 mg/kg, apresentou uma reducdo no
recrutamento de leucdcitos em 32,4 %, 53, 3 % e 69,5 %, respectivamente. Além disso, foi
observada uma inibicdo significativa no recrutamento de neutrofilos, com reducbes
substanciais de 44,4 %, 475 % e 62 %, respectivamente. Essa tendéncia também se
manifestou na diminuicdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, com reducdes de 15,5 %,
39,9 % e 75,6 % para IL-1B e 17 %, 49,5 % e 89,1 % para TNF-a, respectivamente.

Os resultados obtidos indicam que, a medida que a dose aumenta, observa-se uma
escalada na reducdo das celulas de defesa. Ou seja, quanto maior a dose, mais significativa

sera a reducdo da inflamacdo. Esta tendéncia sugere uma promissora modulacdo anti-
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inflamatdria induzida pela FMA de C. jamacaru em diferentes doses, destacando seus
potenciais beneficios em processos inflamatorios.

O extrato na dose de 200 mg/kg revelou inibicdo de 69,5 % em leucdcitos e 62 % em
neutrofilos. Ao comparar esse resultado com aquele obtido com a dexametasona, foi
observado uma resposta semelhante, a dexametasona apresentou inibicdo de 61 % no numero
de leucocitos e 62,9 % no nimero de neutréfilos. Essa concordancia nos resultados reforca a
importancia de C. jamacaru como alternativa viavel no controle das respostas inflamatorias,

principalmente quando administrado na maior dose investigada.

Tabela 10 — Efeitos da FMA de C. jamacaru na migracdo de leucdcitos e neutrdfilos no exsudato peritoneal
induzido por carragenina em camundongos.

Inibicéo N Reducdo Reducdo
Dose - g Inibicéo dos
Tratamento (mg Leucdcitos df)§ Neutrofilos neutréfilos de IL-1p de
kg) (10%mL) leucdcitos (10°/mL) (%) (%) TNF-a
(%) (%)
Controle - 6.72 £ 0.39 5.58 +0.46
Dexametasona 10 6.61 + 0.26* 61.16 2.07 £0.23* 62.90
FMA 50 4.54 + 0.35* 32.44 3.10+£0.29* 44.44 15.54 17.01
FMA 100 3.14+047* 53.27 2.93+0.35* 47.49 39.89 49.52
FMA 200 2.05+0.30* 69.49 2.12+0.27* 62.01 75.61 89.14

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Os valores representam a média £+ SEM. (n = 6). *Estatisticamente diferente do controle negativo
(veiculo). (ANOVA seguido de Bonferroni, P<0.05).

Em relagcdo a inibicdo das citocinas IL-1p e TNF-a, destaca-se o potencial de C.
jamacaru em exibir propriedades anti-inflamatérias, especificamente direcionadas a fase
tardia da inflamacdo induzida pela carragenina. A modulacdo destas citocinas €
particularmente relevante, pois sdo conhecidas por desempenharem papéis cruciais na
amplificacdo e perpetuacdo da resposta inflamatoria. Isto sublinha a importancia de uma

compreensdo mais profunda dos mecanismos subjacentes a estes efeitos anti-inflamatorios.

5.8.3 Modelo de holsdo de ar

O modelo de bolsdo de ar subcutaneo serve como uma abordagem in vivo valiosa para
investigar diversos aspectos da inflamacéo, incluindo a resolucdo de respostas inflamatérias,
reacOes ao estresse oxidativo e possiveis alvos terapéuticos. A inducdo de uma resposta

inflamatoria na bolsa de ar, por meio da injecdo de irritantes, permite a quantificacdo do
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exsudato produzido, da infiltracdo celular e da liberacdo de mediadores inflamatorios
(FEHRENBACHER; MCCARSON, 2021).

Neste modelo, o tratamento com a FMA de C. jamacaru demonstrou sua capacidade
de reduzir significativamente a migracdo de leucocitos na bolsa de ar em 48,2 %, 53 % e 67,9
% para as doses de 50, 100 e 200 mg/kg (por via oral), respectivamente. Além disso, nao foi
observada diferenca significativa (p<0,05) nesses resultados em comparagao ao grupo tratado
com dexametasona (10 mg/kg), que apresentou reducdo substancial de 63,2 % na migragéo

leucocitaria (p<0,05), conforme esperado (Tabela 11).

Tabela 11 — Efeitos da FMA de C. jamacaru na migragdo de leucécitos no modelo de inflamacéo aguda de

bolséao de ar.
Tratamento Dose (mg/kg) Migragcao de células (10° cels/mm?®) Inibicéo (%)
Controle - 9.88 +0.47
Dexametasona 10 3.64 £ 0.39* 63.16
FMA 50 5.12 £ 0.63* 48.18
FMA 100 4.64 £ 0.39* 53.04
FMA 200 3.17 £ 0.40* 67.91

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Os valores representam a média £+ SEM. (n = 6). *Estatisticamente diferente do controle negativo
(veiculo). (ANOVA seguido de Bonferroni, P<0.05).

Os resultados obtidos indicam que as trés doses da FMA de C. jamacaru foram
capazes de interferir na permeabilidade vascular durante o processo inflamatério induzido
pela carragenina, resultando em reducdo significativa na migracdo de leucocitos. Essa
resposta ndo apenas pode ser benéfica em condi¢cBes em que uma resposta inflamatéria
exacerbada pode provocar danos nos tecidos (CHEN et al., 2018), mas também indica o
potencial terapéutico da FMA como agente anti-inflamatorio.

Os resultados dos trés ensaios de atividade anti-inflamatéria com a FMA de C.
jamacaru destacam seu potencial na reducdo do edema, na modulacdo do recrutamento de
leucocitos e neutrdfilos, e na diminuigédo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-
6 € TNF-a). A comparagdo com o grupo tratado com dexametasona fortalece a promissora
eficAcia da planta como uma alternativa anti-inflamatoria. Além disso, os resultados
evidenciam a capacidade de C. jamacaru em modular ndo apenas as fases iniciais, mas
tambem as mais tardias do processo inflamatorio induzido pela carragenina.

Andrade e cols. (2006) destacam o uso popular de C. jamacaru na forma de cha para o
tratamento de inflamacGes uterinas, vaginais e uretrais. Siegloch et al. (2020) realizaram uma

avaliagdo do conhecimento de vendedores sobre plantas medicinais, e dentre eles, as raizes de
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C. jamacaru foram recomendadas para problemas renais, preparadas por decoccdo. Além
disso, Santana (2016), ao analisar as fracfes cloroférmica e hidrometandlica do extrato das
raizes de C. jamacaru, corrobora essas observacfes ao demonstrar atividade anti-inflamatéria
em todas as doses (75, 150 e 300 mg/kg) e tempos avaliados. Andrade e cols. (2006) também
afirmaram, por meio de avaliacfes laboratoriais com roedores, que o caule in natura desta
planta apresentava propriedades anti-inflamatorias. Esses estudos ressaltam a importancia de
C. jamacaru como alternativa fitoterapica com potencial terapéutico, principalmente no
contexto de processos inflamatorios.

Os resultados obtidos com a FMA de C. jamacaru reforcam e ampliam esses achados,
enfatizando o potencial anti-inflamatério desta planta e destacando sua importancia como
alternativa fitoterapica eficaz para diversas condi¢des inflamatdrias.

5.9 Avaliacdo da atividade antipirética

A administracdo subcutanea de levedura de cerveja é conhecida por induzir pirexia,
regulando positivamente a sintese de prostaglandinas. Este método é amplamente reconhecido
como um valioso ensaio para avaliar 0s potenciais efeitos antipiréticos de materiais vegetais e
drogas sintéticas (NISAR et al., 2008).

Apos a injegdo subcutanea de uma suspenséo de levedura, foi observada uma elevacéo
pronunciada na temperatura retal dos animais 18 horas ap6s a administracdo. O tratamento
com a FMA de C. jamacaru nas doses de 100 e 200 mg/kg resultou em rapida reducdo da
temperatura dos animais (p<0,05) para niveis normais de temperatura corporal em 30 minutos
apos o tratamento (Figura 19). A dose de 50 mg/kg foi a Unica que demorou mais tempo (60
minutos) para iniciar a diminuicdo da febre nos animais. Além disso, a temperatura dos
camundongos tratados com a FMA de C. jamacaru permaneceu abaixo dos valores febris a
partir dos 60 minutos em todas as doses do tratamento ndo apresentando diferenca
significativa em relacdo ao grupo tratado com a dipirona, um conhecido antitérmico (p> 0.05)
e permanecendo assim até o final do periodo de avaliagdo (240 minutos). A inibicdo da
sintese de prostaglandinas pode representar o potencial mecanismo de acdo antipirética,
semelhante ao observado com a dipirona, onde a inibicdo das prostaglandinas € alcangada
através do bloqueio da atividade da enzima ciclo-oxigenase. Varios mediadores da pirexia

N = g

ESSEN; MIERT, 1975). A administracdo intraperitoneal da FMA de C. jamacaru atenuou
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significativamente a temperatura retal em camundongos febris induzidos por levedura. Assim,
sugere-se que o extrato contenha principios farmacologicamente ativos capazes de influenciar
a liberacdo de prostaglandinas, reforcando sua potencial eficacia. A presenca comum de
saponinas em plantas medicinais, conhecidas por suas propriedades analgésicas e
antipiréticas, amplia ainda mais os beneficios potenciais do extrato (SHAH; PARVEEN;
KHAN, 2017). Ressalta-se que, até o0 momento, ndo foram identificados na literatura outros
estudos que abordem a atividade antipirética de C. jamacaru, ressaltando a originalidade e a

importancia dos resultados obtidos.

Figura 19 — Efeito antipirético da FMA de C. jamacaru na febre induzida por leveduras em camundongos.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Nota: Os valores representam a média + SEM. *P<0.05 em comparac¢do com o controle, anélise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Dunnet.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise da rede molecular, obtida dos dados de massa molecular e fragmentacdo dos
compostos presentes no extrato das raizes de C. jamacaru, ndo s6 confirmou a presenca do
jamacarusideo A, mas também apontou para a existéncia de saponinas analogas a esse
composto e ao jamacarusideo B, outra saponina triterpénica isolada dos cladddios de C.
jamacaru. Esses resultados levantam a hipdtese da presenca de moléculas ainda ndo descritas
na amostra.

A avaliacdo da toxicidade aguda da FMA de C. jamacaru indicou boa tolerancia e
auséncia de efeitos adversos. A FMA apresentou ainda atividade antinociceptiva com
resultados semelhantes para a morfina. A acdo antinociceptiva parece ser mediada pelo
sistema opioide, como evidenciado pela reverséo do efeito pela naloxona. Além disso, a FMA
apresentou atividade anti-inflamatoria, destacando seu potencial como uma alternativa
promissora para terapias analgésicas e anti-inflamatdrias eficazes. A FMA também
demonstrou réapida reducdo da temperatura retal, indicando um potencial antipirético de C.
jamacaru ainda néo reportado na literatura e evidenciado pela primeira vez nesse estudo.

Esses resultados apontam para a necessidade de mais pesquisas sobre as propriedades
terapéuticas dessa planta e sugerem que a presenca de saponinas na amostra pode estar
relacionada aos efeitos observados nesses testes. As saponinas podem desempenhar um papel
importante na modulacdo da resposta inflamatéria e na reducdo da sensacdo de dor,
justificando, assim, o uso tradicional de C. jamacaru para essas finalidades. E importante
notar que, embora os resultados sejam promissores, investigaces adicionais, incluindo
estudos mais detalhados sobre a composicdo quimica do extrato e a identificacdo precisa dos
compostos responsaveis pelos efeitos observados, sdo necessarias para uma compreensao

mais abrangente e aprofundada do potencial terapéutico de C. jamacaru.
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ANEXO A -DOCUMENTOS PARA CONSULTA

Figura 1 — Procedimento de teste com dose inicial de 200 mg kg™ de peso corporal

OECD/OCDE 423

ANNEX 1d: TEST PROCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 2000 MG/KG BODY WEIGHT
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Fonte: OECD, 2001.

Figura 2 — Espectro de massas do ion molécular de m/z 1111.60.
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Fonte: Obtenc¢éo do Espectro de Massas utilizando o software Data Analysis, 2024.
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Figura 3 — Espectro de massas do ion molécular de m/z 965.53.
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Fonte: Obtencgéo do Espectro de Massas utilizando o software Data Analysis.

Figura 4 — Espectro de massas do ion molécular de m/z 1053.57.
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Fonte: Obtencdo do Espectro de Massas utilizando o software Data Analysis, 2024.
Figura 5 — Espectro de massas do ion molécular de m/z 1041.58.
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Fonte: Obtengdo do Espectro de Massas utilizando o software Data Analysis, 2024.
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Figura 6 — Espectro de massas do ion molécular de m/z 867.47.
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Fonte: Obtencgdo do Espectro de Massas utilizando o software Data Analysis, 2024.
Figura 7 — Espectro de massas do ion molécular de m/z 985.53.
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Fonte: Obtengéo do Espectro de Massas utilizando o software Data Analysis, 2024.
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