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RESUMO

A familia das Cactaceae é abundante na regido Nordeste e a espécie Cereus
jamacaru (popularmente conhecida como mandacaru) é uma das mais importantes.
Estudos etnobotanicos apresentam inumeros beneficios medicinais, tais como
atividades anti-inflamatérias, antireumaticas, antieméticas, anticonstipante,
antihipertensivas e diuréticas. Portanto, este estudo objetivou a avaliacdo das
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria dos extratos aquoso (EABCJ) e
etandlico (EEBCJ) bruto da C. jamacaru. Os extratos foram preparados a partir da
espécie coletada em Cachoeirinha-PE. Inicialmente foi realizado ensaio de
viabilidade celular pelo método de MTT e posteriormente iniciados os testes in vivo
através do ensaio de toxicidade aguda. Foram utilizados camundongos Swiss (n =
6), adultos, de ambos os sexos, com=25-35 g, provenientes do Biotério Central da
UFAL, sob aprovagéo no Comité de Etica no Uso de Animais (27/2018). No ensaio
de viabilidade celular, os EEBCJ, EABCJ e EEBCJ-L n&o reduziram a viabilidade
celular com excec¢ao para a concentracdo de 100 pg/mL do EEBCJ-L. No teste de
toxicidade aguda utilizou-se a dose de 2000 mg/kg e ndo foi observado nenhum
sinal de toxicidade dos EEBCJ e EABCJ quando administrado por via oral. Para
avaliar a atividade antinociceptiva foi utilizado o extrato nas doses de 100, 150 e 300
mg/kg no ensaio de contorcdo abdominal induzida por acido acético e nos demais
ensaios 150 mg/kg; nocicepcao induzida por formalina ou glutamato e placa quente.
A avaliagdo anti-inflamatoéria foi analisada através dos ensaios de peritonite induzida
por zymosan (doses 100, 150 e 300 mg/kg) e ensaio de inducdo da sindrome de
artrite experimental com adjuvante completo de Freund além do teste de barra
giratOria para investigar um possivel efeito dos extratos sobre a performance motora
dos animais. Estudos de prospeccao fitoquimica dos extratos (EEBCJ e EABCJ),
mostrou a presenca de metabdlitos secundarios da classe das antraquinonas,
flavonoides, taninos, alcaloides e de saponinas apenas no EEBCJ. Os estudos
mostraram ainda que as doses utilizadas nao induziram sinais de toxicidade in vitro
nem in vivo. O tratamento com EEBCJ ou EABCJ inibiram as contor¢gdes induzidas
pelo acido acético nas doses de 100 (36,87%) e 150 mg/kg (57%) do EEBCJ; 150
(53,39%) e 300 mg/kg (45%) do EABCJ. No ensaio de nocicepcdo induzida por
formalina, o EEBCJ e EABCJ inibiram 41,92% e 43,01% respectivamente na fase | e
32,67% e 46,24% na fase Il. No ensaio de nocicepcao induzida glutamato, observou-
se uma inibicdo de 60,43% (EABCJ) e 47,21% (EEBCJ). No ensaio de algesia
provocado por aquecimento (placa quente), foram observadas alteragcdes no tempo
de laténcia dos animais no tempos de 60, 90 e 120 minutos para o EABCJ e 90 e
120 para o EEBCJ. O EABCJ (doses 100, 150 e 300 mg/kg) no ensaio de peritonite
apresentou uma inibicdo do recrutamento leucocitario de forma estatisticamente
significativa em 61,16%, 66,62% e 66,05% e o EEBCJ (doses de 100 mg/kg e 150
mg/kg) apresentaram uma reducdo de 73,53% e 59,49%, respectivamente. No
ensaio de artrite induzida pelo adjuvante completo de Freund os extratos EEBCJ e
EABCJ apresentaram atividade anti-inflamatéria na concentracdo de 150 mg/Kg.
Finalmente, a auséncia de efeito no ensaio da barra giratéria sugeriu que os extratos
nao apresentam efeito sobre a fungdo motora dos animais. Desta forma, esta
pesquisa contribui para o estudo etnofarmacologico e fitoquimico, da espécie C.
jamacaru e corrobora o0 uso na medicina popular como anti-inflamataria.

Palavras- chave: Cactaceae. Mandacaru. Analgésicos. Anti-inflamatérios. Artrite
reumatoide — Tratamento farmacoldgico.



ABSTRACT

The family of Cactaceae is abundant in the Northeast region and the species Cereus
jamacaru (popularly known as mandacaru) is one of the most important.
Ethnobotanical studies have numerous medicinal benefits, such as anti-inflammatory,
anti-rheumatic, antiemetic, anticonstipant, antihypertensive and diuretic activities.
Therefore, this study aimed to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory
activities of crude aqueous extracts (EABCJ) and ethanolic (EEBCJ) of C. jamacaru.
The extracts were prepared from the species collected in Cachoeirinha-PE. Cell
viability assay was performed by the MTT method and then the in vivo tests were
initiated by the acute toxicity test. Swiss mice (n = 6), adults, of both sexes, with 25-
35 g, were obtained from the UFAL Central Animal Hospital, under approval by the
Committee on Ethics in the Use of Animals (27/2018). In the cell viability assay,
EEBCJ, EABCJ and EEBCJ-L did not reduce cell viability except for the 100 ug / mL
EEBCJ-L concentration. In the acute toxicity test the dose of 2000mg / kg was used
and no signs of toxicity of the EEBCJ and EABCJ were observed when administered
orally. To evaluate antinociceptive activity, the extracts were used at the doses of
100, 150 and 300 mg / kg in the acetic acid-induced abdominal writhing test and in
the other trials 150 mg / kg; nociception induced by formalin or glutamate and hot
plate. The anti-inflammatory evaluation was analyzed by the zymosan-induced
peritonitis trials (doses 100, 150 and 300 mg / kg) and Freund's complete adjuvant
experimental arthritis syndrome induction assay in addition to the spin-bar test to rule
out a possible effect of alteration of the motor performance of the animals. The
results showed the presence of anthraquinones, flavonoids, tannins, alkaloids for
EEBCJ and EABCJ, and saponins only in EEBCJ. that the doses used did not induce
signs of toxicity in vitro or in vivo. Treatment with EEBCJ or EABCJ inhibited the
nociceptive-induced contortions of acetic acid at the doses of 100 (36.87%) and 150
mg / kg (57%) of the EEBCJ; 150 (53.39%) and 300 mg / kg (45%) of EABCJ. In the
formalin-induced nociception test, the EEBCJ and EABCJ inhibited 41.92% and
43.01% respectively in phase | and 32.67% and 46.24% in phase Il. In the glutamate
assay, an inhibition of 60.43% (EABCJ) and 47.21% (EEBCJ) was observed. In the
hot plate, changes in the latency time of the animals were observed at 60, 90 and
120 minutes for EABCJ and 90 and 120 for EEBCJ. EABCJ (doses 100, 150 and 300
mg / kg) in the peritonitis test showed statistically significant inhibition of leukocyte
recruitment in 61.16%, 66.62% and 66.05%, and EEBCJ (doses of 100 mg / kg and
150 mg / kg) presented a reduction of 73.53% and 59.49%, respectively. Freund's
complete adjuvant-induced arthritis assay demonstrated anti-inflammatory activity of
the EEBCJ and EABCJ at the concentration of 150mg / kg. Finally, the rotating rod
test suggested no effect on the motor function of the animals. Thus, this research
contributes to the ethno-pharmacological and phytochemical study of the C.
jamacaru plant species and corroborates the use in folk medicine as an anti-
inflammatory.

Keywords: Cactaceae. Mandacaru. Anagelsics. Anti-inflammatory. Rheumatoid
Arthritis — Phamacologic Treatment.
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1 INTRODUCAO

A dor debilita grande parte da populacdo principalmente por ser recorrente
nas mais diversas morbidades. Além de estar relacionada a altos custos com
tratamentos e promover o afastamento laboral, resultando em consequéncias
psicoldgicas, sociais e econdmicas De acordo com a Sociedade Brasileira para o
Estudo da Dor (SBED), a dor afeta pelo menos 30% dos individuos durante algum
momento da sua vida e tem duragdo superior a um dia entre 10 a 40% dos casos
(SBED, 2012; LOPES, 2012).

Embora o tratamento de doencas severas tenha avancado, ainda existe uma
grande deficiéncia nos processos terapéuticos de gerenciamento da dor decorrente
destas doencas. Assim, a dor e também a inflamac&o sdo consideradas problemas
de saude mundial e acarretando inUmeras consequéncias . (HENSCHKE; KAMPER,;
MAHER, 2015).

Atualmente, para o tratamento da dor e inflamagcdo s&o utilizados anti-
inflamatoérios ndo esteroidais (AINES), esteroidais (AIES) e analgésicos opioides e
nao-opioides. Eles apresentam diversas reacfes em pacientes que ja possuem
comorbidades cronicas como: diabetes mellitus, hipertensdo arterial, problemas
renais crbnicos ou no trato gastrointestinal e que resultam em mais prejuizos
funcionais com a administracdo cronica de farmacos destas classes (CARVALHO et
al., 2016).

E de extrema importancia, portanto, um estudo que confirme cientificamente o
conhecimento popular de espécies com potencial analgésico e anti-inflamatério para
a sociedade. A procura por alternativas de tratamento € incessante devido ao
incdmodo, as limitagbes provocadas pelas condi¢cdes destas afeccdes, optando por
uso inadequado de medicamentos como os AIEs, por periodos e doses maiores que
o recomendado. Frente a isto, 0 mandacaru e outras cactaceas apresentam baixa
toxicidade, justificado pelo fato de serem empregados como fonte de alimento para
fauna silvestre, principalmente nos periodos de seca (BAHIA-EVA et al.,, 2014;
BRITO et al., 2010).

O uso de plantas medicinais é pratica comum entre a populacdo no
tratamento de diversas doencas. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem

colocado o uso em fitoterapicos como uma de suas politicas prioritarias. O Brasil
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possui um vasto potencial de desenvolvimento destes medicamentos devido sua
ampla biodiversidade natural. A regido nordeste apresenta um bioma vasto e de
significativa importancia farmacoldgica, a caatinga (HOEFFEL, et al, 2011; ROQUE,
et al, 2010.)

Dentre as diversas familias de plantas nativas, a Cactacea se destaca como
uma das familias mais presentes na regido, sendo o mandacaru (C. jamacaru) uma
das principais representantes. E encontrada desde a Bahia até a Paraiba sendo
utilizada medicinalmente pela populacdo em diversos disturbios (ANDRADE,
MARQUE E ZAPPI, 2006).

Trata-se de uma espécie nativa e encontrada em abundancia na regido
nordeste, com uso popular para afeccdes inflamatérias e processos dolorosos.
Assim, é de suma importancia um estudo que comprove cientificamente este
conhecimento popular, principalmente pelo fato de ser uma planta nativa da regiéo e
que possa trazer novas alternativas terapéuticas com atividades analgésicas e anti-
inflamatorias (HOEFFEL, et al, 2011).

Estudos realizados por Andrade, Marques e Zappi (2006) no sertdo da Bahia
baseado no conhecimento popular demonstrou a utilizacdo do mandacaru no
tratamento de inflamagbes nas regides genitais e lombalgias. Outro estudo
etnofarmacoldgico destacou o uso para bronquite e outras inflamacdes respiratorias.
Logo, o conhecimento popular quanto ao uso desta espécie traz perspectiva de
identificacdo de novos ativos farmacologicos, com efeitos analgésicos e anti-
inflamatorio, e possibilidades para evolucao fitofarmacolégica e producdo de novos
medicamentos.

Nesse contexto, este trabalho visou avaliar as propriedades fitoquimicas e
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria dos extratos aquoso e etandlico brutos
de C. Jamacaru fomentando a pesquisa de novos candidatos a fitoterapicos para o

tratamento da dor e inflamacéo.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Dor e nocicepcéo
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A dor fisica & uma experiéncia vivenciada por todos, mas a intensidade com
gue a mesma ocorre, assim como o carater e a tolerancia, sdo altamente subjetivos,
variando de pessoa para pessoa. Portanto, os efeitos causados por um processo
doloroso podem ser influenciados direta ou indiretamente por fatores culturais,
psicoldgicos e até mesmo sociais (WOLKERSTORFER et al., 2016).

Grande parte das doencas cronicas desencadeiam o processo de dor e, em
muitos casos, esse é o primeiro sinal clinico aparente (PRA et al., 2017), motivo pelo
qual o paciente se reporta ao estabelecimento de saude em busca de atendimento.
De acordo com Saldanha et al. (2017), a dor é um fator importante para a salde
publica e que interfere diretamente na qualidade de vida do paciente, podendo
limita-lo a realizacdo de atividades e reduzindo sua produtividade.

O processo doloroso ndo se resume apenas a uma sensagdo, €
acompanhado por conviccbes pessoais, expectativas envolvidas, culturas e
experiéncias vividas, demonstrando assim, ser a percepcdo da dor, um evento
complexo para o paciente e o cuidador (FONG; SCHUG, 2014).

A dor é classificada como: nociceptiva, neuropatica e inflamatéria (ou
disfuncional). Bouhassira e Attal (2016) descrevem a dor nociceptiva como aquela
que é desencadeada através de um estimulo nocivo como queimadura, cirurgias,
aparecimento de tumores, traumas e infec¢Bes. J& a dor neuropética tem relacao
com o sistema nervoso central (SNC) ou sistema nervoso periférico (SNP) e
geralmente essas dores incapacitam o paciente a cumprir atividades rotineiras.

A nocicepcdo € o processamento do estimulo nocivo dado através de um
processo neural de codificacdo (NAIDU; PAHM, 2015). Para que haja o
desencadeamento de eventos sensitivos-dolorosos € necessario um estimulo
ambiental, seja ele fisico ou quimico, que sera transduzido e enviado das fibras
nervosas periféricas até o SNC. Os nociceptores presentes nos tecidos sdo 0s
responsaveis por realizar o processo de transducdo. Quando um estimulo é aplicado
ao organismo, essas terminagdes nervosas sao acionadas gerando uma informacgao
de agressao que € enviada até o talamo, posteriormente interpretada e respondida
através de um neur6nio motor (TEIXEIRA, 2001;GOZANNI, 2003).

De acordo com Klaumann e colaboradores (2008) e Mathews e colaboradores
(2014) as responsaveis pela primeira fase da dor sédo as fibras-A-delta. Esta fase é

caracterizada pela intensidade e pela velocidade de transmissdo com sensibilidade a
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estimulos intensos. Estas fibras normalmente ndo sdo associadas a noncicepgao
mas a estimulos inécuos, mas apds lesdo tecidual alteragcbes celulares podem
ocorrer e apos sensibilizacdo da periferia, transmitir a informacéo nociceptiva. Ja a
segunda fase da dor é produzida pelas fibras C, sendo esta fase descrita como
difusa e persistente que, na periferia, formam receptores com alto limiar para
estimulos térmicos e/ou mecéanicos.

Gozanni (2003) explica que apés a agressao ao tecido, as células danificadas
liberam enzimas que atuam em acidos graxos de cadeia longa e cininogénio
formando as cininas, com destaque para a bradicinina. A fosfolipase A2 desencadeia
a liberacdo de acido aracddnico a partir da membrana da célula ativando outros
mediadores inflamatorios. Entdo, a biossintese de prostaglandinas atua na reducéao
do limiar de excitabilidade dos nociceptores fazendo com que estimulos de menor
intensidade consigam ativa-los.

Além destes supracitados, existem alguns outros mediadores participam da
sensibilizacdo periférica e o resultado desta sensibilizacdo € o estabelecimento de
hiperalgesia. Quando canais i6nicos e receptores especificos, encontrados na
maioria dos tecidos, sédo ativados se inicia a propagacéo do potencial de acdo que
percorre todo o axdnio das fibras priméarias aferentes até os sitios de sinapses
presentes na medula espinhal. Este processo desencadeia a liberacdo dos
neurotransmissores (como glutamato e substancia P) que ativardo os neurbénios
presentes na medula espinhal (HELLYER et al., 2007, McKUNE et al., 2015).

Diversos receptores, pré e poés-sinapticos participam da transmissao
nociceptiva na medula espinhal. Entre os pré-sindpticos estdo os opioides kappa e
mu/delta, alfa2-adrenérgicos, serotoninergicos 5HT2, GABA b e neurocinina. Ja na
posi¢cdo pos-sindptica os serotoninérgicos 5HT1b, GABA a e b, AMPA, adenosina,
NMDA, mu, mu/delta e alfa2-adrenérgicos (GOZANNI, 2003).

Seres humanos, de acordo com a literatura, sdo semelhantes e animais
guanto a neuroanatomia das vias nociceptivas e aos mecanismos fisiolégicos de
nocicepcdo. E definido que, a dor ndo pode existir sem um componente emocional
ou afetivo, ndo diferenciando em animais (KRAMER et al., 2016). Portanto, a
suposicdo € que a diferenca entre cada individuo n&o esteja na forma como a dor é
sentida, mas sim na reacao diante do estimulo (TEIXEIRA, 2010). A interpretacdo do
estado doloroso em experimentos animais de nocicepcdo deve ser observada
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através dos comportamentos, direcionados em geral, por respostas de retirada
mediante estimulo mecéanico ou térmico de tecidos periféricos ha maioria dos casos
ocorrendo nas patas ou cauda (VIERCK; YEZIERSKI, 2015; WHITTAKER;
HOWARTH, 2014; KRAMER et al., 2016).

Pode-se inferir que a percepcdo da dor em humanos ocorre através de
diversos componentes: neurais, fisioldégicos, comportamentais e emocionais.
Enquanto, nos animais, apenas 0s mecanismos neurais e fisiolégicos sdo passiveis
de mensuracao, o que se denomina nocicepcdo. Além disto, a dor corresponde a um
dos sinais classicos do processo inflamatério que compartilha a capacidade de
sensibilizar ou ativar nociceptores (WALL; MELZACK, 1999; JULIUS; BASBAUM,
2001; NAVRATILOVA et al., 2010).

Enquanto a dor inflamatéria, de acordo com Zhu e Lu (2010),
semelhantemente a dor nociceptiva, tem a funcdo de protecdo ao organismo.
Participanto dos sinais cardinais da inflamacé&o, esse tipo de dor é desencadeado
pela ativacdo do sistema imunoldgico apos a ocorréncia de lesédo (seja tecidual ou
infecciosa), modificando ou ativando respostas aferentes nociceptivas aos estimulos.
Mesmo caracterizada como dor adaptativa, este tipo de dor deve ser tratada em
pacientes com inflamacgéao recorrente, como nos portadores de artrite reumatoide,
pois a dor persiste enquanto houver inflamacédo ativa (COSTIGAN; SCHOLZ;
WOOLF, 2009; CHANDRATRE et al., 2013).

2.2 Processo Inflamatoério

Bello et al. (2015) descrevem o processo inflamatério como uma série
complexa de eventos bioquimicos e celulares agindo diretamente com o
extravasamento de fluidos, migracdes celulares, liberacdo de mediadores, ativacdes
enzimaticas, sensibilizacéo e ativacdo de receptores.

O recrutamento dos leucdcitos é uma das principais caracteristicas do inicio
da resposta inflamatoria. Essa migragdo leucocitdria do sangue ao local de
ocorréncia da lesédo, através do endotélio, e essa passagem € definida como
diapedese que inicia com a ligacao e distribuicdo destas células a parede do vaso, e
posterior aderéncia e degradacdo da membrana basal, finalizando com a migragao
para o tecido que foi lesionado (ASHLEY et al., 2012)
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Em resposta a agresséo ao tecido, uma via metabdlica é iniciada com a
ativacdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2) esta que hidrolisa os fosfolipideos de
membrana em acido araquidénico (AA). O AA é utilizado como substrato para duas
vias enzimaticas que sao: a via da cicloxigenase (COX) ou da lipoxigenase (LOX).
Pela via da COX é gerada a prostaglandina H2 (PGH2), esta que estimula a
formacdo de prostaglandinas (PGI2, PGE2, PGD2, PGF2a) e tromboxano A2
(TXA2). Ja pela via da LOX sdo formados leucotrienos, lipoxinas e outros
mediadores (BATLOUNI, 2010).

Os produtos do metabolismo do AA sdo denominados de eicosanoides.
Importantes funcdes na inducdo e propagacdo de doencas, principalmente as
inflamatorias, séo realizadas pelos eicosanoides. Sendo, portanto, um dos principais
alvos terapéuticos destacados para o0 desenvolvimento de farmacos anti-
inflamatérios (CASTRO, 2011).

Varios sdo os estimulos, endégenos ou exdégenos, que podem causar lesdes
celulares desecadeando um processo inflamatério. Os sinais da ocorréncia de
processo inflamatorio apareciam registrados nos papiros egipcios desde 3000 a.C.,
mas somente no primeiro século d.C um escritor romano chamado Celsus, citou o0s
quatro sinais da inflamacédo: dor, rubor, calor e tumor, este Ultimo, atualmente
denominado de edema. Depois, Virchow, adicionou a esses sinais da inflamacéo, a
chamada functio laesa, ou seja, perda de funcdo (COLLINS, 1999).

Esses sinais refletem um processo de defesa do organismo que sofreu um
dano, traumaético, téxico, autoimune ou infeccioso. Trata-se de uma acao regulada
por diversos tipos celulares e varias moléculas, caracterizado por um ato intrinseco
ao organismo como uma forma de remoc¢ao de microorganismos ou fatores irritantes
gue estejam alterando a homeostasia, na tentativa de reparo tecidual e de promoc¢ao
da cura (KUMAR, 2005).

A inflamag&o pode ocorrer de forma sistémica, ou seja, a injuria foi causada
por um processo cirdrgico, trauma ou infec¢do; ou local, neste caso causada por
alguma lesdo externa (RONCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO, 2017). Mulla (2010)
descreve a inflamagdo como um processo multicelular e multimolecular no qual
proteinas plasmaticas e segundos mensageiros atuam coordenadamente. Essa

resposta gerada ocorre em duas fases: aguda e crénica.
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A fase aguda é iniciada por macrofagos e neutréfilos teciduais ou mastocitos
que ativam as citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas, aminas vasoativas e
eicosandides os quais irdo amplificar a resposta do sistema imune, aumentar a
permeabilidade, migracdo e morte celular (HEADLAND; NORLING, 2015). A
migracdo dos neutrofilos para o tecido lesado e a exsudacdo das proteinas
caracterizam a fase aguda. As selectinas e as integrinas sado as proteinas
transmembranares que permitem a infiltracdo dos neutréfilos, seu rolamento e
adeséao pelo decorrer da parede do vaso e do tecido inflamado. Apds esse processo,
ocorre a migracdo dos mondcitos que sofrem diferenciacdo para macréfagos e
promovem a retirada dos neutrofilos apoptéticos e dos demais detritos (FREIRE;
VAN DYKE, 2013).

O processo inflamatoério na fase crénica se caracteriza pela presenca dos
sinais e sintomas por semanas, meses podendo chegar até anos, provocando
degeneracdo dos tecidos e esta diretamente relacionado ao aparecimento de outras
doencas como: sindrome metabdlica, doenca de Crohn, osteoartrite e artrite
reumatoéide (AR) (NASEF; MEHTA; FERGUSON, 2017; MACHADO, 2017).

A recuperacédo do tecido lesionado, na maioria dos pacientes, ocorre de forma
natural, sem a necessidade de medicamentos e/ou outras intervencdes. Entretanto,
numa inflamacao como a AR, o processo inflamatério progride para uma inflamacéo

cronica, podendo ser altamente prejudicial ao organismo (WATSON, 2012).

2.2.1 Artrite reumatodide

Nas ultimas décadas tem sido mais comumente casos de AR. Ela é trés
vezes mais comum em pessoas do sexo feminino, porém sua incidéncia é
praticamente igual entre ambos o0s sexos, a partir da idade em que as mulheres
atingem a menopausa. Sua prevaléncia e incidéncia variam consideravelmente entre
areas e ao longo dos anos. A taxa de prevaléncia em todo o mundo esta entre 0,3 a
1,2% e a incidéncia anual varia em torno de 0,2 a 0,4 novos casos por mil pessoas
(GARCIA-DIAZ; COROMINAS, 2013).

A AR consiste numa doenca inflamatéria autoimune incapacitante, de causa
desconhecida, caracterizada por dor significativa, incapacidade funcional e disturbio
articular progressivo, sendo a causa de mortalidade prematura e morbidade
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significativas. Acredita-se que se origina atraveés de interacdes entre varios fatores,
que podem ser genéticos ou ambientais, tendo como resultado danos nas estruturas
sinoviais, a partir de um processo inflamatorio ocasionado (SANTOS et al., 2017).

O desconhecimento das causas provaveis de AR, direcionou sua
vulnerabilidade para a combinacdo da resposta inflamatoria crénica juntamente com
fatores genéticos. A hereditariedade foi estimada em cerca de 50 a 60% dos casos,
demontrando que estes fatores sdo notaveis influenciadores da suscetibilidade da
doenca (STYPINSKA et al., 2018).

A AR pode causar destruicdo do 0sso e da cartilagem da regidao afetada,
devido a persistente sinovite, o que pode gerar uma incapacidade cronica,
debilitando movimentos e resultando em inflamacéo grave crénica juntamente com
outros sintomas sistémicos (HUANG et al., 2018). Pacientes relatam dor intensa e
inchaco na regido, fato que esta relacionado a erosdo nas articulagbes e
consequente deformidades caracteristicas da doenca (ALDRICH et al., 2017). Além
de dor podem apresentar rigidez articular e muscular crénicas. Os pacientes com AR
também se tornam mais propensos a alteragcdes emocionais e psicoldgicas, devido
ao estresse pos-trauméatico (LUMLEY et al., 2018).

A presenca de nodulos reumatoides (Figura 1) € uma das caracteristicas da
AR. S&o encontrados no tecido subcutaneo da superficie extensora de antebracos,
coracgao, cordas vocais e pulmdes, o que pode culminar em vasculite em pequenos
vasos, necrose e desenvolvimento aumentado de fibroblastos e histiocitos epiteliais.
Os nodulos possuem uma area central necrosada, associados a células epitelioides
e células mononucleares, visto a partir do exame microscépico. Estes podem se
desenvolver em pequena ou grande quantidade, localizando-se nos antebracos,
metacarpo e falanges, medindo de 2 mm a 5 cm, correspondendo a uma
manifestacdo extra-articular que ocorre em 20 a 25 % dos pacientes (CARVALHO;
CARDOSO; ERRANTE, 2016).

Desta forma, compreende-se a busca pela possibilidade de facilitar ou
promover a normalidade da reparacdo tecidual por intermédio da otimizacdo dos
eventos envolvidos na inflamacdo (WATSON, 2012). Assim, constitui uma
necessidade eminente a descoberta de novas substancias que possam ser

empregadas na prevencédo, controle e/ou cura dos processos inflamatorios sem, no
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entanto, interferir em seus efeitos benéficos, com melhor eficacia e menores

complicagbes ao paciente.

Figura 1 - Nodulo reumatoide na superficie anterior do antebraco.

Fonte: Carvalho; Cardoso; Errante (2016).

2.3 Tratamentos farmacoldgicos da dor e inflamacéo

O principal foco das pesquisas relacionadas ao tratamento da AR esta na
busca pela diminuicdo ou remissdo dos sintomas nos pacientes como forma de
controle além da evolucdo da doenca (erosbes e deformacdes articulares) a
tentativa de preservar uma boa funcdo da articulacdo. Atualmente o tratamento é
realizado com a utilizagcdo de anti-inflamatdrios, em especial os esteroidais ou
glicocorticéides (GL), medicamentos inibidores do curso da doenca (DMARD -
drogas antirreumaticas inibidoras do curso da doenca) e alguns imunossupressores.
(SMOLEN, et al 2014; MOTA et al, 2012).

Os AINES séo bastante utilizados em doencas crénicas com sintomatologia
composta de dores musculo-esqueléticas agudas e cronicas, sendo utilizado na fase
inicial do tratamento da AR até insercdo do DMARD. Os AINES irdo auxiliar no
tratamento da dor e na reducao da rigidez matinal em caso de AR, por exemplo. Os
AINES podem inibir COX-1 e COX-2 (ndo seletivos) ou somente COX-2 (seletivos)
inibindo a sintese de PG desencadeando sua acdo anti-inflamatoria, analgésica e
antitérmica mas podendo causar alteragcbes no trato gastrintestinal (TGI),
insuficiéncia renal, problemas cardiovasculares, entre outros (COTTRELL,
CONNOR, 2010; KUMAR, BANIK, 2013)

Os AIES, também chamados de GL, s&o utilizados no tratamento da AR, visto

que, os AINES néo tem atividade inibitéria para desenvolvimento de erosdes 0sseas.
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Os GL tem a capacidade de auxiliar na remisséo da doenca pois inibe a liberacao de
citocinas proé-inflamatérias como a IL-1 e TNF- a, mas produzem efeitos colaterais
intensos permitindo seu uso por um curto periodo de tempo além da recomendacéao
da reposicdo de cacio e vitamina D quando em uso por um periodo maior que 90
dias (TREVISANI, FIDELIX, APPENZELLER, 2011; LAEV, SALAKHUTDINOV,
2015).

Os DMARD séao introduzidos quando o diagnéstico de AR é fechado. Séo
dividos em quimicos sintéticos ou biolégicos mas, ambos desencadeiam efeitos
adversos graves como hepatotoxidade, alopecia, alteracdes do TGI, complicagbes
no sistema respiratorio e mielossupressao (SMOLEN et al., 2013; WILSDON, HILL,
2017)

2.4 Produtos naturais como fonte de substancias bioativas

Os produtos advindos de matéria-prima natural apresentam um grande
potencial para obtencdo de novos farmacos com finalidades terapéuticas e para o
desenvolvimento farmacéutico (NOGUEIRA, 2010). O mercado farmacéutico dispde
de medicamentos amplamente utilizados que sao oriundos de espécies naturais,
como: pilocarpina, digitalina, atropina, captopril, escopolamina, morfina, dentre
outros (CALIXTO et al., 2001). As atividades biolégicas advindas das plantas estéao
relacionadas as substancias quimicas presentes. Os alcaldides, que sdo compostos
nitrogenados, terpendides, saponinas, flavondides, entre outros. (SAXENA, 1989;
MAIA E MOORE, 2011).

De acordo com Santos et al. (2011), o conhecimento perpassado através das
geracdes humanas € uma fonte importante para a descoberta de novas substancias
bioativas visto que, as plantas medicinais sdo utilizadas desde os primérdios da
civilizacdo com as mais diversas finalidades, incluindo a prevencao e o tratamento
das mais diversas doencas.

O uso das plantas vem crescendo em todo mundo pois além de seu poder
curativo e preventivo, possui um custo mais acessivel quando em comparacao aos
medicamentos alopaticos (MENDES et al, 2018). Lara e colaboradores (2019)
descreveram em seu estudo sobre a utilizagdo de plantas medicinais em um estado

brasileiro, relatando que durante a fala dos pacientes entrevistados néo foi citado a
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orientacdo por parte de algum profissional de saude para o uso das plantas,
inclusive entre os cadastrados nas estratégias de salde da familia.

Sabe-se que, a utilizacdo inadequada dos fitoterapicos (ou até mesmo da
droga vegetal), pode desencadear graves disturbios em pacientes com fatores de
risco preexistentes (MAIA et al., 2011). Reis e Mudrik (2016) ressaltam a elevagéo
do perigo de ocorrencia de efeitos indesejados relacionado ao uso das plantas,
devido ao facil cultivo. Podendo haver plantacées inadequadas ou uso de espécie
incorretas, por erro de identificacédo e uso irracional.

Dados da OMS apontam que nos paises considerados em desenvolvimento,
cerca de 65 a 80% da populacdo depende de tratamentos, no ambito priméario da
saude, através de plantas medicinais, em alguns casos, como unico método
terapéutico. Isto ocorre, devido a dificuldade de acesso aos medicamentos e a baixa
renda familiar. Muito embora, em paises desenvolvidos como Alemanha, Franca,
Itdlia e Estados Unidos, a terapéutica utilizando plantas medicinais sdo bastante
populares (CALIXTO, 2000; SARAIVA, et al 2015).

Oliveira et al. (2012) corrobora a prevaléncia da utilizacdo de plantas
medicinais como pratica integrativa complementar (PIC) com dados da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) que indicam que, no mundo, 80% da populacéo faz uso de
planta medicinal para alivio de algum sintoma. Esse alto indice ocorre também pela
facilidade de acesso as espécies, podendo ser cultivada nas residéncias, além do
baixo custo e, erroneamente, consideradas inofensivas pela maioria da populacao
(FONTANELA et al., 2007).

No Sistema Unico de Saude (SUS), foi publicada a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e, apds as plantas medicinais, 0os
fitoterapicos além de outros tratamentos como a medicina tradicional chinesa
(acupuntura) e a homeopatia foram institucionalizadas. A OMS descreve a Medicina
Alternativa Complementar e a Medicina Tradicional como praticas que utilizam, além
de terapias manuais e espirituais, tratamentos baseados em plantas (ervas),
minerais ou parte de animais (LEAL, et al. 2008).

No Brasil, as pesquisas afirmam a utilizagdo de plantas nas mais diversas
regides e biomas. Popula¢gdes que vivem na caatinga, por exemplo, em sua grande
parte dependem diretamente dos recursos naturais advindos deste bioma para sua
sobrevivéncia. Isto se da principalmente, devido ao baixa arrecadacao financeira
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dessas pessoas que impossibilita 0 acesso a diversos medicamentos, tornando
entdo a planta, o meio encontrado para tratamento das doencas (SILVA et al, 2015).

Os estudos etnofarmacélogicos contribuem direta e significativamente para o
estudo de desenvolvimento de novos medicamentos com plantas originarias da
caatinga, tendo uma das suas principais espécies, o mandacaru. (ALBERGARIA,
SILVA E SILVA, 2019)

2.5 Cereus jamacaru DC

Estima-se que o Brasil detém cerca de 15 a 20% da biodiversidade mundial
(BRASIL, 2006) e a utilizacdo das plantas medicinais vem crescendo nos ultimos
anos (LOURENZANI et al., 2004). Na regido semi-arida do Nordeste, a caatinga € a
vegetacao predominante possuindo uma grande resisténcia aos periodos de seca e
apresentando uma elevada heterogeneidade de espécies.

Uma das familias predominantes da regido nordeste € a Cactaceae,
composta por cerca de 125 géneros e 2.000 espécies, presente nas regibées mais
quentes e secas do chamado Novo Mundo. O Brasil estd entre os paises que
possuem a maior diversidade de plantas desta familia, totalizando 35 géneros e 237
espécies nativas, em sua maioria endémicas e encontradas na caatinga nordestina
(TAYLOR; ZAPPI, 2004; ORTEGA-BAES et al., 2006). A Cactaceae € um grupo
importante nesta vegetacdo, das quais destaca a espécie C. jamacaru DC,
popularmente conhecida como mandacaru (LIMA, 1989).

Trata-se de um arbusto cuja altura varia entre 3 a 8 metros, com caule
multiarticulado em ramificagbes candelabriformes de cor verde, recoberto por
espinhos nos vértices (Figura 2). As flores nascem solitarias e tem tamanho variante
entre 12 a 15 cm de comprimento com coloracdo branca ou amarela e suas pétalas
se abrem no periodo noturno. Ja os frutos, sdo carnosos medindo cerca de 10 a 12
cm, polpa branca e casca na cor vermelho-lilds (BRITO et al., 2007; LORENZI;
MATOS, 2002).

O mandacaru se distribui nos mais diferentes tipos de solo, brotando também
entre rochas. E possivel encontré-lo em abundancia por toda caatinga do nordeste
brasileiro, pois possui um mecanismo de adaptacdo fisiolégica denominado
metabolismo acido das crassulaceas (CAM). Este processo otimiza a eficiéncia da
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utilizac@o da agua permitindo assim que ela sobreviva em locais em que o déficit de
dgua seja alto, sem comprometer de forma significante a sua fotossintese
(HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2007).

Figura 2 — Representacdo da espécie C. jamacaru (Mandacaru).

100 mm

Fonte: Klein (1999).

Silva et al. (2005) descrevem que as cactaceas, em conjunto com algumas
outras alternativas, sao utilizadas durante os periodos de secas prolongadas como
um suporte alimentar para ruminantes. Lima (1998) também as ressalta como fonte
alimentar e de agua para os animais e cita C. jamacaru como uma xeréfila utilizada
também como ornamentacéo, além de possuir frutos que sdo atrativos em cor e
sabor, também consumidos pela populacdo sob forma in natura.

No estudo realizado por Cavalcanti e Resende (2004), no qual foi avaliada a
utilizacado das plantas nativas da caatinga por pequenos agropecuaristas em cinco
comunidades baianas e pernambucadas, detectou-se que 46,52% destas
comunidades utilizam o mandacaru com alguma finalidade (alimentar, terapéutica,

decorativa ou fabricacdo de utensilios).



31

Meiado et al. (2010), em estudo fitoquimico, identificaram a presenca de
nitrato de soédio, diversas fibras, [-sitosterol, tiramina, N-metilamida (ambas
consideradas por Davet et al. (2009) como marcadores da espécie) e horderina
(composto resultante da metilacdo da tiramina) no caule e nas raizes. Ainda no
caule e também nas folhas, ha presenca de acido oleico e linoleico, que sdo acidos
graxos insaturados e o palmitico, citrico, ascoérbico, estearico, betalaina e
indicaxantina, classificados como acidos graxos saturados.

Estudos etnobotanicos tém progredido no sentido de maior identificacdo das
espécies da caatinga para fins medicinais. Entre eles, detectaram que a C. jamacaru
é utilizada na forma de decocto, infuso ou sumo para tratamento de cdlica intestinal,
ma digestdo, Ulcera, gastrite, vomitos e diarréias. Além de inflamacdes da boca,
processos inflamatdrios e nascimento dos dentes (RIBEIRO et al., 2014).

Paulino et al. (2011) identificaram a utilizacdo da raiz de C. jamacaru como
diurético e no tratamento de problemas renais, a partir da ingestdo do cha, durante
os periodos de manifestacdes dos sintomas, em substituicdo da ingestdo de agua
até que desaparecam. Além disto, o caule também é utilizado, porém com acdes
anticonstipante, antihipertensiva, antireumatica e antiemética (Figura 3).

Ainda relacionado a estudos etnofarmacolégicos, Guedes et al. (2009)
identificaram o uso do caule de C. jamacaru para controle de diabetes, tosse,
bronquite, albumindria e problemas vesiculares. Enquanto o fruto, consumido em
sua forma natural, é utilizado no tratamento das Ulceras e escorbuto; e as cascas do
caule, de acordo com Albuquerque et al. (2002), na reducéo das taxas do colesterol
e problemas renais.

Além disto, estudos farmacolédgicos apontam atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria nas raizes de C. jamacaru. Nos cladddios da mesma espécie foram
identificadas atividades antioxidantes e possiveis atividades relacionadas ao SNC
devido alteracbes no comportamento de ratos submetidos ao teste de campo aberto
(MEDEIROS, 2011; SANTANA, 2016). Silva e colaboradores (2017) identificou um
potencial antimicrobiano significativo, sugerindo que a espécie seja estudada para o

desenvolvimento de novos fitoterapicos.
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Figura 3 — Uso popular de C. jamacaru para fins medicinais.

MANDACARU
(Cerays jamacaru)

i \ \ rins

Problema
nos rins

Problema
na uretra

Problema
na Coluna

Fonte: Medeiros (2011); adaptado de Andrade et al. (2006).

E possivel observar, portanto, a importancia e o crescimento das pesquisas
baseadas no conhecimento popular, evidenciada por exemplo com a espécie C.

jamacaru, avaliando o uso, eficacia e seguranca para fins medicinais.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria dos extratos aquoso e

etandlico brutos obtidos de C. jamacaru (mandacaru).

3.2 Objetivos especificos

e Obter os extratos aquoso (EABCJ) e etandlico (EEBCJ) brutos de C. jamacaru
(mandacaru), bem como da planta liofilizada; (EEBCJ-L);

e Realizar identificacao fitoquimica dos EABCJ, EEBCJ;

e Avaliar a viabilidade celular dos EABCJ, EEBCJ e EEBCJ-L no ensaio de
MTT,;
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e Avaliar a toxicidade aguda in vivo dos EABCJ e EEBCJ;

e Avaliar a atividade antinociceptiva periférica dos EABCJ e EEBCJ (v.0.) nos
modelos de contorcdo abdominal induzida por &cido acético e nocicepgao
induzida por formalina;

e Avaliar a atividade antinociceptiva central dos EABCJ e EEBCJ (v.0.) nos
modelos de nocicepcéo induzida por glutamato e por placa quente (hot plate);

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos EABCJ e EEBCJ (v.0.) no modelo de
peritonite induzida por zymosan;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos EABCJ e EEBCJ (v.0.) no modelo de
artrite induzida por adjuvante completo de Freund;

e Avaliar a performance motora dos animais pés-tratamento com EABCJ e

EEBCJ no modelo de barra giratéria.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes, solucdes e farmacos

Para obtencdo dos extratos etandlicos, foi utilizado etanol P.A. (Sigma-
Aldrich). No ensaio de viabilidade celular, foram utilizados [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio] (MTT, Sigma-Aldrich), Roswell Park Memorial Institute (RPMI,
Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (CUTILAB) e
aminoécidos ndo essenciais de piruvato (Sigma-Aldrich) e de glutamina (Sigma-
Aldrich), além do veiculo dimetilsuféxido (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich) e Triton™ X-
100 para controle negativo.

Na realizacdo dos ensaios in vivo foram utilizados como agentes flogisticos:
acido acético (Sigma-Aldrich), formol (Sigma-Aldrich, diluido em salina na
concentracéo final de 2,5%), &cido glutdmico (Sigma-Aldrich), zymosan (Sigma-
Aldrich), e adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich). Como farmacos padroées,
foram utilizados: dipirona (DIP, Gemini), indometacina (IND, Henrifarma),
dexametasona (DEXA, Fagron), morfina (MOR, Dimorf ®, Cristalia) e diazepam
(DZP, Compaz ®, Cristalia). Os padrfes e os extratos foram diluidos em solucéo
fisiologica (NaCl, 0,9%), além do monoleato polioxietilenossorbitano (Tween 80 ® ,
Sigma-Aldrich, 0,01% (v/v)) para emulsificacdo do EEBCJ-L.
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4.2 Coleta e preparacao dos extratos

As amostras da espécie C. jamacaru (Figura 4) foram coletadas na cidade de
Cachoeirinha, Estado de Pernambuco, localizada a 175 Km da capital Recife, a
latitude: 08° 29' 11" S e longitude: 36° 13' 59" W e levadas para identificacdo por
bidloga especialista da UFAL.

O material foi conduzido ao Laboratorio de Farmacologia e Imunidade
(LaFI/ICBS/UFAL) para limpeza e retirada dos espinhos. Posteriormente, foi pesado
e secado em estufa de ar circulante, com temperatura controlada de 50°C.

Em seguida, para obtencéo do extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ),
o cladddio foi fracionado e submetido ao processo de turbdlise em uma proporcao
de 20 g de planta para 100 mL de agua mineral. Em seguida, filtrou-se em papel

filtro para posterior armazenamento em vidro ambar no congelador.

Figura 4 — C. jamacaru (mandacaru).

Fonte: Autor (2018)

Para obtenc&o do extrato etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ), a planta foi

fracionada (Figura 5) e submetida a um processo de secagem em temperatura
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ambiente por 10 dias para retirada total da dgua. Procedeu-se a maceracdo por 7
dias, com agitacéo leve, 2 vezes ao dia, numa proporgcao de 10 g de planta para 100
mL de etanol (96%). J& para obtencdo do extrato etandlico da planta liofilizada, a
planta foi congelada, logo apds a coleta, e levada ao liofilizador. ApGs este processo,
foi triturada para formacao do p6 e macerada por 7 dias, com agitacdo 2 vezes ao
dia, na proporgéo de 10 g de planta para 100 mL de etanol absoluto.

Figura 5 — Material vegetal fracionado.

Fonte: Autor (2018)

Figura 6 — Filtrac&o do extrato.

Fonte: Autor (2018)
Os materiais de ambos os extratos etanolicos foram filtrados (Figura 6)

separadamente, e posteriormente rotaevaporados, sob pressao parcial reduzida, a
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uma temperatura de 50°C para remoc¢ao do solvente. Os residuos foram depositados
em cadinhos de ceramica e inseridos no dessecador com base de silica até remocéao

total do solvente.

4.3 Avaliacéo fitoquimica

A avaliagédo fitoquimica dos EEBCJ e EABCJ foi realizada pelo Professor
Carlos Eduardo Miranda e a aluna Livia, no laboratério XXX do Centro Universitario
Tabosa de Almeida (ASCES-UNITA), localizado na cidade de Caruaru, Pernambuco.

4.3.1 Alcaloides

Foram adicionados 2 mL de solucéo de acido cloridrico (HCL) a 1g de EEBCJ
(diluido em 2 mL de metanol) e a mistura aquecida por 10 minutos. Apos
resfriamento, a solucgéo foi filtrada e divida em trés tubos de ensaio. Seguiu-se com a
adicdo de gotas de reativo de reconhecimento Dragendorff nos tubos, havendo
precipitado, confirma-se a presenca de alcaloide no extrato (BARBOSA et al., 2004).

O EABCJ foi submetido a este mesmo processo.

4.3.2 Taninos

Um grama de EEBCJ foi diluido em 2 mL de metanol e posteriormente
adicionados 5 mL de agua destilada. Apés filtracdo, foram adicionadas 5 gotas de
solucdo de cloreto férrico a 10%. A formacdo de coloracdo azul, é o fator
determinante da presenca de taninos hidrolisaveis e coloracdo verde, taninos
condensados (BARBOSA et al., 2004). O EABCJ foi submetido a este mesmo

processo.
4.3.3 Flavonoides
Foi realizada uma dilucédo de 1 g de EEBCJ em 2 mL de solugédo metandlica e

posteriormente adicionadas quatro fragmentos de fitas de magnésio nas solugoes.

Posteriormente, inserido &cido cloridrico concentrado. A mudancga de cor da solugéo
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para vermelho ou castanho, implicard na existéncia de flavonoide neste extrato.
(BARBOSA et al., 2004). O EABCJ foi submetido a este mesmo processo.

4.3.4 Saponinas

Realizou-se a adi¢éo de 1 g de EEBCJ a 2 mL de metanol e foi acrescentado
5 mL de agua fervente. Apos resfriamento, a solucdo passou por agitacéo e apas, foi
mantido em repouso por 20 minutos. A formacéo de espuma ao final deste processo,
indica presenca de saponinas no extrato (BARBOSA et al.,, 2004). O EABCJ foi

submetido a este mesmo processo.

4.3.5 Antraquinonas

Foi adicionado 1 g de EEBCJ a 2 mL de metanol. Esta solucao foi filtrada e 2
mL de &cido sulfdrico misturado a essa solucéo, esta que foi mantida em banho-
maria por um minuto. Apos isso, foi resfriada a temperatura ambiente, e realizou-se
a extracdo em funil de separacdo com 10 mL de acetato de etila por duas vezes. O
aparecimento da cor amarela é indicativo da presenca de antraquinona de forma
reduzida e a coloragédo vermelha, antraguinona oxidada (BARBOSA et al., 2004). O

EABCJ foi submetido a este mesmo processo.

4.4 Ensaios Farmacoldgicos

Os ensaios farmacolégicos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
e Imunidade (LaFl) localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS)
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

4.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas, 6 a 8 semanas, e
pesos entre 25 g — 30 g fornecidos pelo Biotério Central da UFAL e mantidos no
Biotério do LaFl localizado no ICBS - UFAL. Os animais foram mantidos a

temperatura de 22 + 2°C, num ciclo claro-escuro de 12/12 horas, iniciando o ciclo
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claro as 7 horas e encerrando as 19 horas. Os animais foram acomodados em
gaiolas de polipropileno, medindo 30 cm x 20 cm x 13 cm para camundongos, com
grade aramada em aco inoxidavel, com espaco para racdo e encaixe para as
mamadeiras de agua e acopladas a microisolador com ventilacdo adequada. A
utilizacdo de animais nesta pesquisa foi autorizada pelo Comité de Etica em
Pesquisa de Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL)

através do parecer numero 27/2018 (Anexo 1).

4.4.2 Ensaio de viabilidade celular — MTT

Em uma microplaca com 96 pogos foram plagueados macrofagos da linhagem
J774.A1, numa densidade de 1x10° células por poco, cultivadas em 200 pL de meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 200 mM de aminoacidos néao
essenciais, piruvato 100 mM e glutamina 200 mM. As células plagueadas foram
mantidas em estufa a 37°C + 1 °C com atmosfera de 5% de CO,, em overnight para
melhor aderéncia antes do tratamento. As células foram tratadas com o EABCJ e
EEBCJ nas concentragbes de 100, 10, 1 e 0,1 yg/mL, além do farmaco padrao
(dipirona, concentragbes de 100, 10, 1 e 0,1 ymol/mL) e demais controles (meio;
dimetilsuféxido — DMSO 0,1% — veiculo; e TritonTM X-100). O TritonTM X- 100 foi
utilizado como padrao de morte celular, uma vez que o0 mesmo é capaz de promover
a lise das células. Ap6s o tratamento, as células foram mantidas sob as mesmas
condicdes descritas anteriormente por um periodo de 24 h. Ao término do periodo de
incubacdo, o sobrenadante foi descartado e adicionado a cada pogo 100 yL de
solugdo MTT a 0,5 mg/mL e reincubadas por 1 h em estufa, novamente sob
temperatura controlada (37 + 1°C) e 5% de CO,, a fim de promover a reagao de
reducdo do MTT a Formazan. Apds esse periodo, o sobrenadante foi desprezado e
as células lisadas com 100 yL de DMSO. Para a avaliagdo quantitativa do formazan,
0s pogos foram analisados em um leitor de microplacas (TP-Reader — ThermoPlate)

no comprimento de onda 530 nm.

4.4.3 Teste de toxicidade aguda in vivo



39

Os animais foram distribuidos em quatro grupos, no qual cada grupo foi
composto por seis camundongos adultos e divididos em: Grupo 1 - controle
negativo, Grupo 2 - EABCJ, Grupo 3- EEBCJ e Grupo 4 — EEBCJ-L. Os animais dos
grupos 2, 3 e 4 foram tratados com os respectivos extratos na dose de 2000 mg/kg
por via oral. Caso fossem observados sinais de toxicidade, a dose seria reduzida
para 300 mg/kg, 50 mg/kg e assim sucessivamente até a dose minima limite de 5
mg/kg.

A observacdo dos animais ocorreu por dois momentos ao dia, durante um
total de 14 dias apds a administracdo dos extratos. Os parametros observados como
indicativo de toxicidade foram: contor¢bes abdominais, piloerecao, ptose palpebral,
hipotermia, tdnus muscular, tremores, salivacdo, cromadocriorréia, secrecao
brénquica, convulsdes, outras manifestacdes e morte. Ao final dos testes, os animais
foram anestesiados com tiopental sddico na dose de 50 mg/kg e o cérebro, coragéo,
rins, pulmao, figado, baco e estdtmago foram coletados para analise macroscopica
(OECD, 2001).

Além disto, foi realizado também o controle de ingestdo de agua e racao para
identificar possiveis alteracdes quanto ao consumo. A racdo foi ofertada em uma
proporcao de 6 g por animal ao dia e todos os dias, ao mesmo horario, foi pesada e
reposta. A agua foi controlada com uma propor¢cdo de 50 mL por animal ao dia, e

também registrada diariamente e reposta.

4.4.4 Avaliagéo da atividade antinociceptiva

4.4.4.1 Ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido aceético

Os animais foram distribuidos em oito grupos (n = 6, cada): controle negativo
(solucéo salina, na dose de 10 mL/kg, v.0.); controle positivo (dipirona, na dose de
40 mg/kg, v.0.); EABCJ e EEBCJ, ambos nas doses de 100, 150 e 300 mg/Kg (v.0.)
visto que esse modelo experimental foi usado como triagem para determinar a
concentracao inibitoria 50 (CI50), a fim de dar continuidade aos demais testes com
as doses que apresentaram melhor dose-resposta.

O ensaio consistiu na administracdo dos extratos e controles, de modo que

somente apds quarenta minutos, o acido acético (0,6%, via intraperitoneal, i.p., na
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dose de 0,1 mL/10 g) foi administrado. Logo apds, os animais foram individualmente
colocados em béqueres de vidro transparente, higienizados com alcool 70%, para
observacdo das contor¢des abdominais (Figura 7) e gquantificadas cinco minutos
apos a administracdo do acido acético, por um periodo total de 20 minutos,
conforme demonstrado na Figura 8 (COLLIER et al., 1968).

Figura 7 — Contorcao abdominal induzida pelo acido acético.

e
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Fonte: Autor (2019).

Figura 8 — Esquema do ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido acético
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Fonte: Autor (2019).
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4.4.4.2 Ensaio de nocicepcéo induzida por formalina

Os animais foram separados em grupos (n = 6, cada): controle negativo
(salina, 10 mL/Kg, v.0.); controle positivo (morfina, na dose de 5 mg/kg, i.p.); EEBCJ
e EABCJ (ambos na dose de 150 mg/kg, v.0.).

O experimento seguiu com a administragéo dos extratos e controles positivo e
negativo. Apés quarenta minutos foi realizada a administracéo de 20 uL de formalina
2,5% (via subplantar, s.p.) na face dorsal da pata traseira direita do animal que foi
imediatamente transferido para um béquer, individual, a partir do qual foi
cronometrado o tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata, sendo esta
acao, o critério indicativo de nocicepcéao.

A medicdo do tempo de permanéncia de lambida na pata traseira direita foi
registrada em dois periodos: 12 fase: 0-5 minutos, aguardou-se um tempo de dez
minutos sem a realizacdo da contagem e iniciou novamente a medi¢cao; enquanto a
22 fase, referente ao tempo entre 15-30 minutos. A primeira fase esta relacionada a
dor neurogénica e a segunda fase a dor inflamatéria — Figura 9 (HUNSKAAR; HOLE,
1987).

Figura 9 — Esquema do ensaio de nocicepc¢ao induzida por formalina.
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Fonte: Autor (2019).
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4.4.4.3 Ensaio de nocicepcéo induzida por glutamato

Os controles negativo (salina, 10 mL/kg, v.0.) e positivo (morfina 5 mg/kg, i.p)
e 0s extratos nas doses de 150 mg/kg (v.0.) foram administrados e apds quarenta
minutos, 20 yL de glutamato (30 pmol/pata) foram administrados (s.p.) na face
dorsal da pata traseira direita do animal. O tempo em que 0s animais permaneceram
lambendo a pata foi cronometrado durante 15 minutos logo ap6s a administracdo do
glutamato, sendo este o tempo considerado como indicativo de dor — Figura 10
(BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

Figura 10 — Esquema do ensaio de nocicepc¢éo induzida por glutamato.

TRATAMENTO ESTIMULD FINAL
(e | o

Salina (10mLUKg v.0.)
Indometacina (30pmol/Kg v.o.)
EABCJ (150mafKg v.0.} Tempo delambidada pata (s}

EEBCJ {150mg/Kg v.0.}

Fonte: Autor (2019).

4.4.4.4 Ensaio da placa quente

Este teste foi realizado conforme mostra a Figura 11. Inicialmente, os animais
passaram por um processo de pré-selecdo para identificacdo dos animais que
possivelmente apresentassem um limiar de tolerancia a dor abaixo ou superior aos
demais, sendo determinado o tempo de cut-off de 15 segundos. Foram registradas
duas medidas controles com intervalos de 30 minutos entre elas. Seguidamente,
foram administrados os extratos e os padrdes negativos e positivos e apdés quarenta
minutos os animais foram transferidos individualmente para o aparelho de hot plate.
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A placa foi aquecida a 54°C * 1°C e se registrou o tempo (em segundos) em que 0
animal permaneceu com as patas sobre a placa aquecida sem reflexo de retirada.
Um total de 4 medidas foram registradas: 30, 60, 90 e 120 minutos a partir da

administracdo dos tratamentos (KURAIHI et al., 1983).

Figura 11 — Esquema do ensaio de placa quente.

Tl

PRE-SELECAO || TRATAMENTD | | MEDICAD 1 [ meoiceo2 | [ mepicaoz | [wmepiceos

Salina {10mL'kg v.o.)
Medicio: Resposta aoestimule térmico (s}

Merfina 5mg/Kgv.o.)
EABC) (150ma/Kg v.0. ® Laténcia 3 lambidz

' ' e = Levantamento ou mordida de
EEBCI (150mg/Kg v.o.)

patas

Fonte: Autor (2019).

4.4.5 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria

4.4.5.1 Ensaio de peritonite induzida por zymosan A

Este ensaio avaliou o potencial anti-inflamatério agudo e seus resultados
foram utilizados como triagem para determinacdo da melhor dose-resposta. Os
animais foram distribuidos em oito grupos (n = 6, cada): controle negativo (solucéo
salina, 10 mL/kg, v.0.); controle positivo (indometacina, 10 mg/kg, v.0.); e EABCJ e
EEBCJ (ambos nas doses: 100, 150 e 300 mg/kg, v.0.).

Foi realizada a administracdo dos extratos e dos controles negativo e
positivos e ap6s quarenta minutos, 250 pL de zymosan A (10 mg/mL) foram
administrados na cavidade peritoneal dos animais. Apo0s seis horas, o animal foi

eutanasiado e o lavado peritoneal coletado com auxilio de seringa estéril de 3 mL.
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Para coleta, foram administrados 3 mL de solugdo PBS (tampéao fosfato salina) na
cavidade peritoneal, massageada por 10 segundos e em seguida, coletou-se 1mL
deste lavado.

Com o lavado peritoneal foi realizada a contagem dos leucécitos totais
presentes no exsudato. Um volume de 10 pL do fluido de cada animal foi diluido e
homogeneizado em 190 pL de azul de Tripan, obtendo a diluicdo de 1:20. A partir
desta solucdo, 10 pL foram retirados e transferidos para camara de Neubauer, a
qual foi observado no microscopio Optico para contagem dos quadrantes (Figura 12),
em lente objetiva de 40x, cujos resultados foram obtidos através da formula abaixo:
(FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991).

M® de células/mL = n® total de células x fator de diluigdo x 10.000
n° de quadrantes contados

Figura 12 — Esquema do ensaio de peritonite induzida por Zymosan.

m-l

TRATAMENTO INDUCAD COLETA DO CONTAGEM DE
[Z DE»AN} LAVADD LEUCOCITOS

PERITONEAL TOTAIS

=
Salina (10mLiKg v.0.} ?’Ii
Indometacina (30pmoliKg v.o.)

EABCJ (100, 150, 300 mg/Kg v.0.}

EEBCJ (100, 150, 300 mg/Kg v.0.}

Fonte: Autor (2019).

4.4.5.2 Ensaio de inducéo de artrite experimental com adjuvante completo de Freund

Este ensaio consistiu na administragédo de 20 pL de adjuvante completo de
Freund (mistura viscosa sem cor constituida de 85% de Oleo mineral, 15% de

emulsificante com 500 ug de Mycobacterium tuberculosis inativada por mililitro de
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emulsdo - 1 mg/mL) por via intradérmica na face dorsal da pata do camundongo. O
tempo total de experimento foi de 21 dias, no qual os animais foram pesados,
separados em grupos (n = 6), e suas patas foram medidas a partir do aparelho
pletismémetro (Panlab, Harvard Apparatus) e realizada a inducdo de artrite no dia 0.
A partir do 14° dia, os animais foram tratados com solucao salina (controle negativo,
10mL/kg, v.0.); dexametasona (controle positivo, 1 mg/kg, v.0.); e 0s extratos na
dose de 150 mg/kg (v.0.) e foram mantidos até o 21° dia, de modo que diariamente
as patas foram medidas no pletismémetro, esquematizados na Figura 13. No 22°
dia, os animais foram eutanasiados e realizada coleta de sangue e O6rgaos
(WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

Figura 13 — Esquema do ensaio de indu¢do da sindrome de artrite experimental com
adjuvante completo de Freund.

Medicio das patas;
TRATAMENTO:
Salina {10mLKg v.o.)

EIA i} EIA 4 Dexametasona {Img/Hg v.o.) DA 21 I I DHA 22
EEBCY {150mg/Kg v.o.)

Eutanasia

4 EABC. (150maika v.o.)
F 4 [Coleta de =angue

Ee 2 :"’ e drg3os)

Medids das patas;

IndugSo da artrite

{(Adjuvante completo de Freund's)

Fonte: Autor (2019).

4.4.6 Avaliacéo de performance motora
4.4.6.1 Ensaio da barra giratoria

O teste se iniciou a partir da pré-selecdo de animais em duas sessfes de
treino (24 e 48 horas antes do ensaio — Apéndices 1 e 2), baseando-se em sua
capacidade de permanecer em uma barra anti-derrapante, com 3 cm de diametro e
50 cm de comprimento, girando a 16 rpm, a uma altura de 25 cm, durante 4 minutos.
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Essa pré-selecdo teve como objetivo, a identificagdo prévia de algum animal que
possivelmente apresentasse alguma alteracdo pré-existente que modificasse sua
mobilidade, sendo assim, retirado do teste.

No 3° dia, os animais pré-selecionados, separados em grupos (n = 6, cada),
foram entdo tratados com os extratos (EABCJ e EEBCJ ambos na dose de 150
mg/kg, v.0.), controle positivo (diazepam 1,5 mg/kg, i.p.) ou negativo (solucao salina
10 mL/kg, v.0.). Apds a administracdo, aguardou-se sessenta minutos para 0 grupo
controle positivo, para atingir o tempo de acdo do diazepam e trinta para os demais
grupos e entdo os animais foram colocados sobre a barra (Figura 14),
individualmente, registrando-se o nimero de quedas e a laténcia a queda (em

segundos) por um tempo maximo de 4 minutos — Figura 15 (DUNHAM; MIYA, 1957).

Figura 14 — Teste de barra giratoria.

Fonte: Autor (2019).
Figura 15 — Esquema do teste de barra giratéria.

| TrEmMamENTS | | TREINAMENTD | | TRATAMENTOD MEDIGAD MEDIGAD

EXCETD DIAZERAM GRUFPO DIAZEFAM
= Salina {10mL/Kg v.c.} . L
nedicio: Laténoia & gueds (5]
Meorfina Smgfkg v.o.)

| EABCI {150mg/Kg v.o.)

EEBC. {150mg/Hg v.0.)

= ==

|

Fonte: Autor (2019).
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4.5 Andlise estatistica

As analises foram realizadas no software GraphPad Prism® versdo 5 e o0s
resultados foram expressos como média + erro padrao da média (e.p.m.) e as
diferencas estatisticas entre as médias dos grupos foram analisadas utilizando a
Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet. Os valores dos

resultados seréo considerados significativos quando p < 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

O extrato etandlico bruto da planta seca de C. jamacaru foi preparado numa
proporcéo de 10% (10 g de planta para 100 mL de solvente) e foi utilizado um total
de 60 g de planta. O peso final foi de 4,1399 g de extrato seco, equivalente a um
rendimento total de 6,89%. O extrato etandlico bruto preparado com a planta
liofilizada e triturada em poO, também na mesma propor¢cdo acima descrita,
apresentou um peso final de 1,3551 g de extrato seco, tendo rendimento total de
2,25%. O extrato aquoso foi preparado com a planta in natura, por turbodlise, extrato

na proporcao de 20 g de planta para 100 ml.

5.2 Avaliacéo fitoquimica

Tabela 1 — Resultados da identificagao fitoquimica dos EEBCJ e EABCJ.

_ o EEBCJ EABCJ
Fitoquimicos S —
Auséncia Presenca Auséncia Presenca

Alcaloides X X
Antraguinonas X X
Flavonoides X X
Taninos X X
Saponinas X X

Fonte: Autor (2019).
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A presenca de alcalbides foi identificada através da formacéo do precipitado.
Os taninos presentes sdo taninos condensados, ndo havendo percepcado da
presenca de taninos hidrolisaveis. A coloracdo castanha como resultado do teste
determinou a presenca de flavonoides em ambos o0s extratos assim como a
presenca de antraguinonas em ambos, através da coloracdo amarela, identificando
antraquinonas reduzidas. Somente no EEBCJ foi detectada a presenca de
saponinas, pela formacao de espuma.

Esses resultados corroboram os estudos de Souza (2013) que detectou a
presenca de taninos condensados e compostos fendlicos nos extratos aquoso e
metanodlico da casca dos frutos do Manacaru (Cereus fernambucenses), espécie
pertencente a mesma familia de C. jamacaru. Além disto, os resultados também se
assemelham a outros estudos dispostos na literatura que detectaram a presenca de
taninos, alcaloides, antraquinonas, fenol e flavonoides no cladédio de C. jamacaru
(ZAPATA et al, 2003, DAVET, 2005, DAVET et al, 2009, MEDEIROS, 2011).

Gomes e colaboradores identificaram a presenca de antraquinonas, fenadis,
alcaldides e saponinas na espécie Hanisia adscendens, também pertencente a
familia Cactacea. Santana (2016) afirmou que algumas fracdes do extrato do
mandacaru negativaram para a presenca de alcaloides, por outro lado Brum (2011)
alerta para a presenca de baixas concentracfes deste metabdlito nessas fracdes

impossibilitando a deteccéo pelo teste.

5.3Ensaio de viabilidade celular = MTT

Com o objetivo de avaliar um possivel efeito citotéxico indireto dos EEBCJ,
EEBCJL e EABCJ foi utilizado o ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT.
Trata-se de um ensaio colorimétrico que se baseia na capacidade da enzima
desidrogenase mitocondrial presente nas células metabolicamente ativas, reduzir o
sal de MTT, que se apresenta na cor amarela, em cristais de formazan, este de
coloragéo purpura — Figura 14 (GOMES et al., 2016; SOUZA et al., 2018).
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Gréfico 1 - Efeito dos EEBCJ, EEBCJ-L, EEBCJ sobre a viabilidade de macro6fagos da
linhagem J774 no ensaio de MTT.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: controle (DMSO); dipirona (DIP, 100, 10,1 e 0,1 uM.); indometacina (IND, 100, 10,1 e 0,1 uM);
Extrato etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ), Extrato etandlico bruto de C. jamacaru — liofilizada
(EEBCJ-L) e Extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ), ambos nas concentra¢fes de 100, 10,1 e
0,1 uM. As colunas e as barras verticais representam a média + e.p.m, respectivamente (n = 6). *p <
0,05; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA, seguido do teste de

Dunnet.

Os ensaios com os macrofagos da linhagem J774 mostraram que a exposi¢ao
das células aos EABCJ, EEBCJ e EEBCJ-L ndo alterou a viabilidade celular, com
excecao para a concentracao de 100 pg/mL do extrato preparado com a planta apés
processo de liofilizagcdo. Pode-se verificar que a exposicdo as maiores
concentracbes favorece a reducdo da viabilidade, mas nao de forma
estatisticamente significativa — Gréfico 1.

Esta alteracdo observada nesta amostra preparada com a planta liofilizada
pode ter se desencadeado, devido a nao hidrélise de alguns compostos presentes
na especie, processo este impedido pela liofilizacdo da planta in natura antes da
preparacdo do extrato. Com a nao ocorréncia da hidrolise, por exemplo, alguns
heterosideos podem néo ter sido quebrados e participarem dessa alteracao
observada. Diante destes resultados, comprova-se a viabilidade das células frente

aos demais extratos, sugerindo sua inocuidade em animais de experimentacao.
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5.4 Modelos de experimentagao in vivo

5.4.1 Teste de toxicidade aguda

Esta andlise teve intuito avaliar a toxicidade sistémica aguda e classificar
substancias com base na sua seguranga em animais, avaliando parametros como
letalidade, identificacdo do potencial toxico em 6rgao especificos, a toxicocinética e
a relacdo dose-resposta (VALADARES, 2006).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA (2013), os
ensaios de toxicidade aguda in vivo permitem inferir possivel toxicidade
desencadeada a partir da administracdo de substancias teste, estas administradas
em uma ou mais doses no animal e, em seguida, observacfes diarias por um
periodo de 14 dias para detecgdo desses possiveis sinais de intoxicagao.

Portanto, os animais foram expostos aos extratos por via oral, dose Unica e o
ensaio de toxicidade foi realizado com base nas normas dispostas pela Organizacao
para Cooperacdo de Desenvolvimento Econémico — Anexo 2 (OECD, 2001). Por se
tratar de extrato, com espécie conhecida e descrita na literatura que é utilizada como
alimento para animais, a dose inicial para o teste pode ser de 2000 mg/Kg.

Apés administracdo e observacdo durante o periodo de 14 dias, nenhum
animal foi a 6bito e nenhum apresentou sinais de toxicidade como tremores,
convulsdes, sedacao, ataxia, piloerecdo, cianose, cauda em straub, sendo possivel
inferir que as substancias presentes no extrato ndo atravessam a barreira
hematoencefélica ou ndo possuem acéo central relevante. O grafico 2 demonstra o
consumo de racdo dos camundongos Swiss, de ambos os sexos, tratados com 0s
diferentes extratos de C. jamacaru na dose de 2000 mg/Kg em relacdo ao grupo
controle. Houve uma diferenca significante (p< 0,001) quanto ao aumento do
consumo de racdo pelos grupos experimentais. O EABCJ aumentou em 54,3% o
consumo de racao e os EEBCJ e EELCJ em 67,71% e 70,2% respectivamente. Este
resultado contraria o estudo realizado por Medeiros (2011) no qual foi testado o
extrato etandlico de C. jamacaru em ratos, de ambos o0s sexos e o resultado
apresentou significancia estatistica para a diminuicdo de consumo de ragao, e néo

para o aumento, como foi verificado neste estudo.
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Gréfico 2 — Média do consumo de racdo pelos camundongos Swiss tratados EEBCJ,
EABCJ e EELCJ.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: controle (salina, 10 mg/kg, v.0.); Extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ); Extrato
etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ) e Extrato etandlico bruto de C. jamacaru - liofilizada (EEBCJ-
L), ambos nas doses de 2000 mg/kg, v.0. As colunas e as barras verticais representam a média *
e.p.m, respectivamente (n = 6). *p < 0,05; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way

ANOVA, seguido do teste de Dunnet.

No resultado demonstrado no grafico 3, os animais permaneceram sob as
mesmas condicbes experimentais supracitadas. E assim como observado no
consumo de ragdo, houve uma diferenca estatisticamente significativa (p< 0,001)
guanto ao aumento do consumo de agua pelos grupos experimentais. Para o EABCJ
0 aumento observado foi de 58,72%, EEBCJ de 81,6% e para o EELCJ em 100,7%.
Os resultados mostraram-se novamente controversos ao encontrado por Medeiros
(2011).

Ressalta-se entdo, que o estudo citado foi realizado com modelos
experimentais diferentes (ratos) e com doses de 210 mg/kg e 420 mg/kg e a
avaliacao foi realizada com administracdo diaria do extrato por um periodo de 30

dias consecutivos.
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Gréfico 3 — Média do consumo de agua pelos camundongos Swiss tratados EEBCJ,
EABCJ e EELCJ.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: controle (salina, 10 mg/kg, v.0.); Extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ); Extrato
etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ) e Extrato etandlico bruto de C. jamacaru — liofilizado (EEBCJ-
L), ambos nas doses de 2000 mg/kg, v.0. As colunas e as barras verticais representam a média *
e.p.m, respectivamente (n = 6). *p < 0,05; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way
ANOVA, seguido do teste de Dunnet.

Neste caso, a substancia é classificada como agente xenobidtico de classe 5,
Ou seja, pouco toxica, pois a OECD (2001) preconiza que sejam considerados de
baixa toxicidade os agentes que apresentem DL50 entre 2000-5000 mg/kg.

Baseado nos resultados dos testes de toxicidade in vivo, de viabilidade
celular por ensaio de MTT e avaliando junto aos calculos de rendimento dos
extratos, foi determinado que o0s testes in vivo para avaliagdo da atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria, fossem realizados com os EEBCJ e EABCJ, visto
ter sido o EEBCJL o Unico a apresentar alteracdo estatisticamente significativa no
ensaio de MTT e no ensaio in vivo, induzir o maior consumo de agua e ragdo em
comparacao aos demais extratos testados. Além disso, seu rendimento foi menor
em 67% que o EEBCJ, apresentando-se inviavel para o escalonamento e acentuada

dificuldade de solubilidade, como mostra a Figura 16.
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Figura 16 — Solubilidade dos EEBCJ (a esquerda) e EEBCJ-L (a direita

Fonte: Autor (2019).

5.4.2 Avaliacédo da atividade antinociceptiva

5.4.2.1 Ensaio de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético

No grafico 4 observa-se o efeito do EABCJ e EEBCJ em relacédo ao farmaco
padrao dipirona (40 mg/kg, v.0.) no teste de contorcdo abdominal que avalia a
atividade antinoceptiva dos extratos, que poderdo atuar tanto em nivel central como
periférico. A administracdo de &cido acético produz uma resposta a partir da
interagcéo de diversos neurotransmissores e neuromoduladores.

O acido acético age como estimulante na liberagdo dos mediadores
hiperalgésicos e substancias envolvidas na resposta da dor como as
prostaglandinas, bradicinina, serotonina, histamina, que resulta em efeitos
nociceptivos, agindo pela via de sensibilizacdo nociceptiva periférica, provocando as
contor¢cdes abdominais como resposta — Figura 16 (PERAZA, 2007; AZEVEDO, et
al, 2016) resultando num aumento da sintese de cicloxigenases (COX),
lipoxigenase (LOX) e prostaglandinas (PG’s) (RADU et al., 2013).
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Gréfico 4 — Efeito dos EEBCJ e EABCJ no ensaio de contor¢cdo abdominal induzida

por acido acético em camundongos Swiss.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: controle (salina, 10 mg/kg, v.0.); dipirona (DIP, 40 mg/kg, v.0.); Extrato etandlico bruto de C.
jamacaru (EEBCJ) e extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ); ambos nas doses de 100, 150 e
300 mg/kg, v.o. As colunas e as barras verticais representam a média *+ e.p.m, respectivamente (n =
6). *p < 0,05; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA, seguido do teste de

Dunnet.

Portanto, foi possivel observar uma reducéo estatisticamente significativa do
namero de contor¢des nos animais tratados com EEBCJ na dose de 100 mg/kg com
percentual de 36,87% (p<0,05) e 57% (p<0,001) com 150 mg/kg. Em relacdo ao
EABCJ as doses de 150 mg/kg e 300 mg/g apresentaram reducdo significativa de
53,39% e 45% (p<0,001), respectivamente. A dipirona, farmaco padrao para este
ensaio, inibiu estatisticamente, reduzindo em 51,5% (p<0,001) o numero de
contorcdes. A dose de 300 mg/kg do EEBCJ reduziu apenas 20% das contor¢des e
a dose de 100 mg/kg do EABCJ 16,67%, ndo apresentado significAncia estatistica.

Na literatura, resultados de estudo com extrato bruto da raiz de C. jamacaru
demostraram atividade estatisticamente significativa na reducdo do numero de
contor¢cdes abdominais na dose de 50 mg/kg, induzindo um ndmero maior de
inibicdo quando comparada as doses de 100, 200 e 400 mg/kg e ao grupo controle
(ANDRADE, 2013).
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Este ensaio também foi utilizado como teste de triagem para determinacéo da
dose a ser testada nos demais ensaios de nocicepgao e, diante dos resultados, a
dose determinada foi de 150 mg/kg do EEBCJ por apresentar o melhor resultado na
analise estatistica e também a dose de 150 mg/kg do EABCJ, pois apresentou um
resultado significativo na analise estatistica, assim como a de 300 mg/kg sem
diferenca estatistica entre elas, logo, prosseguiu-se com administragcdo da menor

dose.

5.4.2.2 Ensaio de nocicepc¢ao induzida por formalina

Neste ensaio, foi avaliado o tempo de lambida da pata dos animais em duas
fases: neurogénica e inflamatdria. Esses processos ocorreram a partir da
administracao de formalina (2,5%) na pata dos animais.

Na primeira fase do ensaio de nocicep¢ao induzida por formalina, os grupos
tratados com os EEBCJ e EABCJ reduziram significativamente (p<0,01) o tempo de
lambida em 41,92% (EABCJ) e de 43,01% (EEBCJ) em comparacdo ao controle. A
morfina farmaco padrdo utilizado no teste para esta fase reduziu em 62,2%
(p<0,001) o parametro avaliado, como mostra o grafico 5.

Em relacdo a fase inflamatéria do ensaio, o farmaco padréo utilizado
(indometacina 30 mg/kg, v.0.) e a morfina induziram uma reducéo estatisticamente
significativa (p<0,001) no tempo de lambida da pata pelos animais. Sendo 77,35%
de reducéo para o grupo tratado com IND e 58,98% para o grupo MOR. Os grupos
tratados com os extratos apresentaram reducéo significativa, 32,67% (p<0,05) para
0 EACBJ e 46,24% (p<0,01) para o EEBCJ - gréfico 5.

A primeira fase, denominada de fase neurogénica tem relacdo com a dor em
nivel de SNC, com liberacdo da substéncia P, enquanto a segunda fase ocorre
devido a liberacdo de histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas. Entéo,
substancias que atuam no SNC, como narcéticos, inibem as duas fases igualmente,
ja aquelas como os AINES, de acdo periférica, inibem apenas a segunda fase
(ZEASHAN, et al., 2009).



Gréfico 5 - Efeito dos EEBCJ e EABCJ nas fases neurogénica e inflamatéria do ensaio

de nocicepcéo induzida por formalina.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: 12 fase: Neurogénica; 22 fase: Inflamatéria. Controle (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Morfina (MOR, 5
mg/kg, i.p.); Indometacina (IND, 30 umol/kg, v.0.); Extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ); e
extrato etanolico bruto de C .jamacaru (EEBCJ), ambos nas doses de 150 mg/kg, v.0. As colunas e
as barras verticais representam a média * e.p.m, respectivamente (n = 6). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <

0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

5.4.2.3 Ensaio de nocicepc¢ao induzida por glutamato

Neste ensaio foi avaliada a nocicepcao através da resposta do animal dada
com a lambida da pata. O farmaco padrdo utilizado morfina (5 mg/kg, i.p.)
apresentou uma reducdo estatisticamente significativa (p<0,001) do tempo de
lambida dos animais pertencentes em relagéo ao grupo controle negativo. Ambos os
extratos testados também reduziram estatisticamente este parametro (EABCJ:
p<0,001 e EEBCJ: p<0,01).

O EABCJ reduziu 60,43%, enquanto o EEBCJ provocou 47,21% de reducao
do tempo de lambida de pata. Para efeitos comparativos, observamos o tempo de
lambina dos animais pertencentes ao grupo controle negativo (salina, NaCl 0,9% |,
10 mg/kg, v.0.) que foi em média 131s. A morfina inibiu 93,39%.
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Gréfico 6 - Efeito dos EABCJ e EEBCJ no ensaio de nocicepc¢do induzida por

glutamato.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: Controle (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Morfina (MOR, 5 mg/kg, i.p.); Extrato aquoso bruto de C.
jamacaru (EABCJ); e extrato etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ), ambos nas doses de 150
mg/kg, v.0. As colunas e as barras verticais representam a média + e.p.m, respectivamente (n = 6).
*p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA seguido do

teste de Dunnet.

O glutamato € um aminoacido excitatorio liberado pelo SNC e SNP em
respostas nociceptivas. Seu efeito € dependente da ativacdo de receptores N-metil-
D-aspartato (NMDA), o qual promove o0 aumento do calcio intracelular que resulta na
ativacdo da oOxido nitrico sintetase (NOS) com consequente producdo de o6xido
nitrico (NO) (FREIRE et al., 2009; BARDONI, 2013). Além disto, a via L-arginina-
oxido nitrico tem envolvimento na resposta nociceptiva neste modelo. (BEIRITH,
SANTOS e CALIXTO, 2002)

Os resultados demonstram que possivelmente os EEBCJ e EABCJ interferem
de forma estatisticamente significativa no sistema glutamatérgico, inativando

receptores NMDA e consequentemente diminuindo as respostas nociceptivas.

5.4.2.4 Ensaio de placa quente
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No ensaio de placa quente € possivel avaliar o efeito antinociceptivo central
dos extratos e o resultado demonstrou (Grafico 7) que o tratamento com o farmaco
padrao, morfina (5 mg/kg, i.p.), aumentou o tempo de laténcia dos animais na placa
nos tempos de 60 e 120 minutos (p<0,05) e no tempo de 90 minutos (p<0,001).

O EEBCJ (150 mg/kg, v.0.) induziu aumento de forma estatisticamente
significativa nos tempos de 90 (p<0,001) e 120 minutos (p<0,05) enquanto que o
EABCJ (150 mg/kg, v.0.) aumentou nos tempos de 60, 90 (p<0,01) e 120 minutos
(p<0,05).

O teste de placa quente induz dois comportamentos nos animais,
considerados respostas supra-espinhais integradas (YEUNG; YAKSH; RUDY, 1977)
Sendo comparados com a acdo da morfina, semelhanca ao que foi observada nos
resultados dispostos no grafico 7, com destaque para o extrato etandlico no tempo
de 90 minutos.

Os resultados demonstram uma similaridade dos efeitos produzidos pelos
extratos com a morfina, um agente opioide que promove analgesia central. Este
medicamento exerce sua atividade supraespinhais através de receptores presentes
no cérebro e medula espinhal (SNC). Receptores estes que estao ligados a diversos
eventos fisiol6gicos relacionados a abertura dos canais de potassio, visto que, o
aumento de ions K+ leva a hiperpolarizacdo da membrana, reduzindo a
excitabilidade do neurénio (CROFFORD, 2010; HAESELER, et al. 2006). Sugerindo,
portanto, que os EEBCJ e EABCJ podem atuar no mecanismo de a¢do central da

nocicepcao.

Grafico 7 - Efeito antinociceptivo central dos EEBCJ e EABCJ no ensaio de placa

quente.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: Controle (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Morfina (MOR, 5 mg/kg, i.p.); Extrato aquoso bruto de C.
jamacaru (EABCJ); e extrato etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ), ambos nas doses de 150
mg/kg, v.0. Os pontos representam a média + e.p.m, respectivamente (n = 6). *p< 0,05; **p < 0,01;

***n < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.
5.4.3 Avaliagcado da atividade anti-inflamatoéria
5.4.3.1 Ensaio de peritonite induzida por zymosan

No ensaio de peritonite induzida por zymosan, os grupos foram tratados com
os EEBCJ e EABCJ nas doses de 100 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/kg (v.0.). O efeito
anti-inflamatorio esté representado pela quantificacdo dos leucdcitos recrutados para
a regido peritoneal do animal através da inducdo da inflamacdo realizada com
adminitragdo do zymosan.

Os resultados obtidos através da contagem de leucécitos (Grafico 8)
mostraram que o EABCJ nas doses de 100 mg/Kg, 150mg/Kg e 300mg/Kg
apresentaram uma inibicdo do recrutamento leucocitario de forma estatisticamente
significativa (p<0,01) em 61,16%, 66,62% e 66,05% e as doses de 100 mg/kg e 150
mg/kg do EEBCJ apresentaram uma reducédo de 73,53% e 59,49% (p<0,001 e
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p<0,01), respectivamente. A dose de 300 mg/kg do EEBCJ inibiu apenas 47,06%
nao demonstrando diferenca significativa. A indometacina (30 pmol/kg, v.0), inibiu a
migracéao celular em 50,23% (p<0,05) em comparacao ao grupo que recebeu apenas

o agente flogistico zymosan mais salina.

Gréfico 8 — Efeito dos EEBCJ e EABCJ no ensaio de peritonite induzida por Zymosan.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: Controle (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Zymosan (ZYM, 10 mg/Ml, i. p.); Indometacina (IND, 30
umol/kg, v.0.); Extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ); e extrato etandlico bruto de C.
jamacaru (EEBCJ), ambos nas doses de 100, 150 e 300 mg/kg, v.0. As colunas e as barras verticais
representam a média + e.p.m, respectivamente (n = 6). ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo

usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

O zymosan é um polissacarideo insoluvel formado a partir da levedura
Sacharomyces cerevisae. Neste ensaio, € utilizado por induzir uma degranulacédo
celular e ativar macréfagos. Na cavidade peritoneal, ele aumenta a permeabilidade
vascular, sendo este um dos principais sinais de inflamacgé&o. Isto forma um exsudato
inflamatorio e, de forma tempo-dependente, recruta células para migracdo dos
leucdcitos, principalmente o0s neutréfilos que sao induzidos por citocinas
quimioatraentes e proteinas quimiotaticas de mondcitos 1 (MCP-1). A quimiocina € o

componente envolvido neste processo de influxo dos leucécitos, tanto os neutréfilos,
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quanto os mondcitos e macréfagos). Além disto, esse processo é também
dependente de cisteinil-leucotrienos, componente liberado por macréfagos
peritoneais, da histamina liberada pelos macréfagos e das prostaglandinas e
prostaciclinas envolvidas no aumento da permeabilidade do vaso (DOHERTY, 1985;
KOLACZKOWSKA, 2008).

Os resultados demostrados neste ensaio corroboram os resultados da fase
inflamatoria do ensaio de formalina, sugerindo que o EEBCJ e EABCJ auxiliam na
reducdo da migracdo dos leucdcitos, reduzindo a liberacdo dos mediadores da
inflamagéo e, consequentemente, diminuindo os efeitos ocasionados pelo processo
inflamatoério.

Este ensaio foi utilizado como triagem para realizacédo do teste de inflamacéo
cronica de artrite induzida por adjuvante completo de Freund. Nos ensaios de
nocicepcao a dose de 150 mg/kg demostrou resultados satisfatérios e na triagem de
inflamacé&o, as de 100 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/kg do EABCJ e 150 mg/kg de
EEBCJ apresentaram uma significancia estatistica semelhante (p<0,01), com
excecdo da dose de 100 mg/kg (p<0,001) e a 300 mg/kg do EEBCJ que néao foi
significativa. Considerando também que na triagem dos testes de nocicepc¢éo a dose
de 100 mg/kg ndo demonstrou significancia estatistica.

Com isso, a definicAo da dose teve também o intuito de padronizar os
ensaios em uma dose especifica, visto que, os anti-inflamatérios tem como uma das
suas principais caracteristicas, além da acdo frente a inflamacdo, a acdo de
analgesia. Diante dos resultados obtidos e corroborando os demais testes de
nocicepcao realizados, a dose definida para dar continuidade aos testes de

inflamacéo foi a de 150 mg/kg.

5.4.3.2 Ensaio de inducdo da sindrome de artrite experimental com adjuvante

completo de Freund

A artrite induzida pelo adjuvante completo de Freund foi utilizada como
modelo de inflamacg&o cronica visto que, a administracdo provoca um edema
caracterizado pelo aumento do volume da pata dos animais. A cronicidade desta
inflamacéo se confirma através da manutencdo da alteracdo persistente do volume

da pata pelos 21 dias de experimento (Gréfico 9).



62

Gréfico 9 - Efeito dos EEBCJ e EABCJ no ensaio de atrite induzida pelo adjuvante

completo de Freund.
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Fonte: Autor (2019).

Nota: Controle sem artrite (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Controle com artrite (Salina, 10 mg/Kg, i. p.);
Dexametasona (DEXA, 1mg/Kg, v.0.); Extrato aquoso bruto de C. jamacaru (EABCJ); e extrato
etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ), ambos na dose 150 mg/kg, v.0. Os pontos representam a
média + e.p.m, respectivamente (n = 6). *p< 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001 comparado ao grupo

veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

Os resultados demonstram (Grafico 9) a atividade anti-inflamatéria dos
EEBCJ e EABCJ através da reducdo do volume do edema da pata dos
camundongos. Para EABCJ foi possivel verificar uma reducdo estatisticamente
significativa nos dias 15 e 20 (*p < 0,05) e nos dias 18, 19 e 21 (**p > 0,01) de
tratamento. O EEBCJ reduziu significativamente o edema a partir do dia 15 (*p <

0,05) e do dia 16 a 21 (***p < 0,001) assemelhando-se aos resultados obtidos com o
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tratamento com dexametasona, glicocorticdide padrdo utilizado no tratamento da
AR. A dexametasona reduziu de forma significativa, também a partir do dia 15 (* p <
0,05) e do dia 16 a 21 (*** p < 0,001). O controle com e sem artrite se mantiveram

dentro dos padrbes esperados.

Grafico 10 - Efeito dos EEBCJ e EABCJ na alteracdo do peso dos o6rgédos (figado,
baco, rim e estdmago) no ensaio de atrite induzida pelo adjuvante completo de

Freund.

Rins Estdmago

Fonte: Autor (2019).

Nota: (A) Figado; (B) Baco; (C) Rins; (D) Estdbmago. Controle sem artrite (Salina, 10 mg/kg, v.0.);
Controle com artrite (Salina, 10 mg/Kg, i. p.); Dexametasona (DEXA, 1mg/Kg, v.0.); Extrato aquoso
bruto de C. jamacaru (EABCJ); e extrato etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ), ambos na dose 150
mg/kg, v.0. As colunas e as barras verticais representam a média + e.p.m, respectivamente (n = 6).
*p< 0,05; *p < 0,01; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA seguido do

teste de Dunnet.

No grafico (A) é possivel identificar a ocorréncia de uma diminuicdo
estatisticamente significativa na massa total (peso) do figado dos animais tanto para
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a dexametasona quanto para os tratamentos com os EEBCJ e EABCJ. Se observa
também uma alteracdo significativa na reducdo da massa total do baco (B) dos
animais tratados com dexametasona (***p<0,001), isto devido a acéo
imunossupressora ja descrita da literatura para este tipo de anti-inflamatorio
classificado como esteroidal. A andlise macroscopica ndo identificou alteractes
como pontos ulcerosos ou hemorrdgicos nos tecidos do figado, bago, rins e
estdbmago.

A AR é uma doenca auto-imune cronica associada a um processo inflamatorio
nas articulagbes e esta associada a infiltragdo de células imunes neste local e ao
aumento dos niveis de citocinas, quimicionas e proteina C reativa na circulacao
(CALABRESI et al., 2018; SMOLEN et al., 2018). O uso do EEBCJ e EABCJ reduziu
a inflamacéo articular sem causar alteracdes aparentes no TGl e sem induzir
imunossupressao, caracteristicas estas presentes nos AINES e GL (VAN DER
LINDEN et al., 2009).

Alguns compostos fendlicos, como flavonoides e os taninos foram
identificados nos EEBCJ e EABCJ. Alguns estudos tem avaliado o potencial anti-
inflamatério dos compostos fendélicos. Por exemplo, os acidos fendlicos possuem em
sua estrutura um grupo carboxila e essa estrutura € bem semelhante a do acido
acetilsalicilico, analgésico, antitérmico e anti-inflamatério com seus efeitos
farmacoldgicos bem elucidados. (OMANAKUTTAN et al., 2012; KUBO et al, 2005)

5.4.4 Avaliagdo de performance motora

5.4.4.1 Ensaio de barra giratoria

O ensaio de barra giratoria foi realizado para avaliar se 0s extratos provocam
alguma alteracdo motora nos camundongos. Os resultados mostraram (Tabela 2)
gue o tratamento com os EABCJ e EEBCJ nao alteraram o numero de quedas da
barra giratoria, enquanto o tratamento (i.p.) com o farmaco padrdo, diazepam,
aumentou de forma estatisticamente significativa (p < 0,001) o nimero de quedas e
também a laténcia a queda em segundos. Este efeito, ja era esperado em relacéo ao
farmaco visto que se trata de um benzodiazepinico que tem acdo hipnético e

sedativa, com ag&o miorrelaxante, comprometedora da fungdo muscular.
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Tabela 2 - Efeito dos EABCJ e EEBCJ na coordenacdo motora de camundongos no

teste da barra giratéria.

Tratamentos N° de quedas Laténcia a queda (s)
Veiculo 0,0+0,0 240,0+ 0,0

DZP 1,5 mg/kg 11,40 + 1,89*** 23,27 £ 5,22%**
EABCJ 150 mg/kg 0,0+0,0 240,0 + 0,0

EEBCJ 150mg/Kg 0,0+0,0 240,0 + 0,0

Fonte: Autor (2019).

Notas: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Diazepam (DZP, 1,5 mg/kg, i.p.); Extrato aquoso bruto de C.
jamacaru (EABCJ); e extrato etandlico bruto de C. jamacaru (EEBCJ), ambos nas doses de 150
mg/kg, v.o. As colunas representam a média + e.p.m. (n = 6). **p < 0,001 comparado ao grupo

veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo de avaliacdo da atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria, foi concluido que, com exce¢do do EEBCJ-L na
concentracéo de 100 pg/mL, os EEBCJ e EABCJ nao reduziram a viabilidade celular
e apresentaram-se atdxicos por via oral, visto que, nenhum animal foi a ébito ou
apresentou alteracdes significativas na concentracdo de 2000 mg/kg/dia.

Foi identificada a presenca de alcaloides, antraquinonas, flavonoides, taninos
e saponinas no EEBCJ e para o EABCJ, os mesmos fitoquimicos foram identificados
com excecao para as saponinas.

O EEBCJ e EABCJ demonstraram melhor dose-resposta na concentracéo de
150 mg/kg e induziram efeito antinociceptivo central e periférico. Em relacdo a
inflamacéo, ambos induziram efeito anti-inflamatério nos processos de inflamacgéo
aguda e crbnica. Foram descartadas alterac6es motoras a partir do uso via oral do
EEBCJ e EACBJ nas doses de 150mg/kg.

Desta forma, esta pesquisa se torna um precursor para novos estudos
etnofarmacologicos e de identificacdo fitoquimica, além de propor possiveis
oportunidades de desenvolvimento farmacotécnico de formulagbes para uso racional
e facilitado do extrato em estudo e de outros novos principios ativos posteriormente

isolados devido ao potencial farmacolégico desta da planta.
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APENDICES
Apéndice A
TRIAGEM - DlA&A 1
CONDICIOMAMENTO — TESTE DE BARRA EIP.-LTfI Rl&

SRUPO 1 T1 T2 T3 T4 TS TG T7
Al ar 240 240 240
AZ 240 240
AT 240 240
Ad o1 240 240
AS 240 240
AB 240 240

SRUPO 2 T1 T2 T3 T4 TS TG T7
Al 240 240
AZ 240 240
A3 35 240 240
Ad 240 240
AS 240 240
AB 240 240

SRURD 3 Ti T2 T3 T4 TS TE T7
Al o0 240 240
AZ 16 240 240
A3 TE 240 240
Ad 22 240 240
AS 23 240 240
AB 240 240

GRURD 4 Ti T2 T3 T4 TS TS T7
Al 240 240
AZ 240 240
A3 16 240 120 a7 43 120 240
Ad 160 240 240
AS 105 EG o2 7D 240 240
AG 240 240
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Apéndice B
TRIAGEM —DIA 2
CONDICIONAMENTO — TESTE DE BARRA GIRATORIA
SRUPD 1 T1 T2 T3 T4 TS TG TF
al 240 240
a2 240 240
A3 240 240
a4 240 240
a5 240 240
AG 240 240
ERUPD 2 T1 T2 T3 T4 TS TG T7
Al 240 240
az 240 240
A3 240 240
&d 240 240
A% 240 240
af 240 240
]
ERUPD 3 T1 T2 T3 T4 TS TE T7
al 240 240
Az 240 240
a3 240 240
ad 240 240
A% 240 240
AE 240 240
SRURD 4 T1 T2 T3 T4 TS TG TF
Al 240 170 240
Az 240 240
A3 240 240
&d 240 240
A% 240 240
af 240 240
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