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RESUMO

Os medicamentos derivados de plantas tém sido amplamente utilizados ao
longo da histéria para a prevengao e tratamento de doengas. No entanto, muitas
vezes, essas plantas medicinais sdo empregadas sem validagao cientifica de suas
propriedades farmacoldgicas e segurangca. No contexto brasileiro, onde a
diversidade de plantas € vasta, € essencial avaliar a atividade terapéutica e
toxicidade de plantas medicinais para embasar a sua utilizagcdo. Uma dessas plantas
€ a Harrisia adscendens, popularmente conhecida como "rabo de raposa", utilizada
tradicionalmente para tratamento de diversas condi¢des, como febre, dores renais e
dentalgia. No entanto, poucas evidéncias cientificas comprovam suas propriedades
medicinais e avaliaram seu potencial toxicologico. Este estudo teve como objetivo
avaliar a toxicidade oral aguda e subaguda do extrato hidroetandlico dos cladddios
da H. adscendens em camundongos, por meio de analises comportamentais,
parametros hematolégicos e bioquimicos. A planta foi coletada na regido da
Caatinga e o extrato foi preparado através de extracdo por turbdlise. Os animais
utilizados foram camundongos albinos (mus musculus) Swiss, submetidos a ensaios
de toxicidade de acordo com protocolos da Organizacdo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico (OECD). Na analise de perfil fitoquimico, feita por
Cromatografia de Camada Delgada, foram identificados diversos metabdlitos
secundarios no extrato (Flavonoides; Derivados antracénicos; Saponinas e
Acucares). No ensaio de dose unica de 2000mg/kg, ndo foram observadas
alteragdes comportamentais significativas. O grupo tratado diferiu do controle, com
reducdes quanto a variacdo de peso e quanto ao consumo de ragdo nos 2 primeiros
dias. Quanto ao consumo de agua, ndo houve alteragdes. No ensaio de doses
diarias de 250, 500 e 1000mg/Kg durante 28 dias, também n&o foram observadas
alteragdes comportamentais. Quanto a avaliagao bioquimica, houveram alteragoes
somente nos parametros de ALT (reducdes nos niveis de Alanina Aminotransferase)
para os machos de 500 e 1000mg/Kg e para as fémeas de 250mg/Kg. Os demais
parametros ndo apresentaram diferengas significativas do controle. Na analise
hematoldgica, diferengas significativas foram encontradas somente no numero total
de leucdcitos nas fémeas de todos os grupos tratados, onde podemos observar
diminuicdo neste parametro. Os resultados deste estudo indicam que o extrato dos

cladodios de H. adscendens, majoritariamente, ndo apresenta toxicidade aguda e



subaguda em camundongos. Essas descobertas fornecem uma base sélida para

investigacbes futuras explorando o potencial terapéutico seguro desta planta
medicinal.

Palavras-chave: Harrisia adscendens. Planta medicinal. Toxicidade. Ensaios in vivo.

Extrato hidroetandlico.



ABSTRACT

Plant-derived medications have been widely used throughout history for
disease prevention and treatment. However, often these medicinal plants are
employed without scientific validation of their pharmacological properties and safety.
In the Brazilian context, where plant diversity is vast, it is essential to assess the
activity and toxicity of medicinal plants to support their use. One of exemple is
Harrisia adscendens, commonly known as "rabo de raposa" (fox tail), traditionally
used for treating various conditions. However, few scientific evidences confirm its
medicinal properties and evaluated its toxic potential. This study aimed to evaluate
the oral acute and subacute toxicity of the hydroethanolic extract from H. adscendens
cladodes in mice, through behavioral analyses, hematological, and biochemical
parameters. The plant was collected at the Caatinga region and the extract was
prepared through turbolysis extraction. Albino Swiss mice (mus musculus) were
used, subjected to acute and subacute toxicity assays according to The Organisation
for Economic Co-operation and Development (OECD) protocols. Behavioral
analyses, water and food consumption assessment, as well as hematological and
biochemical analyses were performed. The phytochemical profile analysis, done
through thin-layer chromatography, Several secondary metabolites were identified in
the extract (Flavonoids, Anthraquinone derivatives, Saponins, and Sugars). In the
single-dose assay of 2000mg/kg, no significant behavioral changes were observed.
The treated group differed from the control in terms of weight variation and food
consumption in the first 2 days. As for water consumption, there were no alterations.
In the daily doses assay of 250, 500, and 1000mg/kg over 28 days, no behavioral
changes were observed either. Regarding biochemical evaluation, changes were
observed only in ALT parameters for males at 500 and 1000mg/kg and for females at
250mg/kg. The other parameters did not show significant differences from the
control. In the hematological analysis, significant differences were found only in the
total number of leukocytes in females from all treated groups. The results of this
study indicate that the extract from H. adscendens cladodes mostly does not present
acute or subacute toxicity in mice. These findings provide a solid foundation for future
investigations exploring the safe therapeutic potential of this medicinal plant.
Keywords: Harrisia adscendens. Medicinal plant. Toxicity. In vivo assays.

Hydroethanolic extract.
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1 INTRODUGAO

Medicamentos derivados de plantas sdo amplamente empregados pela
populagdo global e possuem uma longa trajetéria no uso para a prevengdo e
tratamento de doencgas, remontando a periodos anteriores a era cristd (Ouedraogo
et al., 2012). Além de desempenharem um papel fundamental na pesquisa e na
geracao de inovagdes para a fabricagdo de remédios, as plantas medicinais
frequentemente representam os recursos mais acessiveis para a prestagcao de
cuidados basicos de saude a uma consideravel parcela da populacdo que vive em
regides em desenvolvimento (Veiga Jr; Pinto; Maciel, 2005).

A exploragdo dessas plantas, combinando conhecimentos tradicionais e
tecnologia, tem o poder de impulsionar a criagdo de novos medicamentos. O Brasil
possui um enorme potencial para avancar no desenvolvimento de fitoterapicos,
devido a sua exuberante diversidade de plantas. Aproximadamente cerca de 70-95%
da populacdo brasileira recorre a produtos herbais como recurso terapéutico,
abrangendo desde o consumo de partes frescas das plantas até a utilizacdo de
medicamentos fitoterapicos (Ministério da Saude, 2015).

Porém, mesmo que esses recursos terapéuticos sejam amplamente
adotados, é comum que as plantas medicinais sejam utilizadas sem validagao
cientifica de suas propriedades farmacologicas e determinacdo de perfil de
segurancga (Veiga Jr; Pinto; Maciel, 2005; Silveira; Bandeira; Arrais, 2008; Franca et
al., 2008). Evidéncias provenientes da Toxicologia revelam que qualquer substancia
tem a potencialidade de se tornar téxica, variando conforme as circunstancias de
exposicao, incluindo dosagem, duracdo, frequéncia e forma de administragao.
Portanto, € fundamental submeter uma planta a uma avaliagao prévia de seu nivel
de toxicidade, a fim de embasar cientificamente os parédmetros de seguranca (Mello,
2006; Pires Jr., 2012).

Dentre as plantas medicinais utilizadas popularmente, encontramos a espécie
Harrisia adscendens (Gurke) Britton & Rose originaria da regido da Caatinga, no
semiarido nordestino. Fazendo parte da familia Cactaceae, ela é popularmente
reconhecida como "rabo de raposa" e € empregada tradicionalmente no tratamento
de condigcdes como febre, doenca renal e dentalgia, conforme registrado por
Albuquerque et al. (2007). Porém, apesar de ser empregada por varias

comunidades, ndo ha muitas evidéncias documentadas na literatura que confirmem
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quais compostos especificos apresentam as atividades biolégicas associadas as
condigdes mencionadas. Os relatos disponiveis sobre as aplicagbes de H.
adscendens focam, majoritariamente, na infusdo de suas raizes, deixando de lado
partes dessa planta, como os cladodios—Agra et al., 2007; Andrade et al., 2006).
Esse trabalho avaliou, portanto, o extrato hidroetandlico dos cladddios da H.
adscendens quanto a toxicidade aguda e sub aguda em camundongos, verificando a
taxa de sobrevivéncia, comportamento, parametros hematologicos e bioquimicos e
alteragdes histologicas. A partir da avaliagdo toxicologica, pretende-se avaliar com

seguranga, suas possiveis propriedades medicinais.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Fitoterapia e medicina popular

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define como medicina tradicional,
alternativa ou complementar a pratica arraigada na crenga e cultura popular de
utilizar plantas de forma tradicional para preservar, prevenir, diagnosticar, melhorar
ou tratar a saude, tanto fisica quanto mental (WHO, 2014). Diante das dificuldades
enfrentadas pela medicina tradicional, a procura por abordagens terapéuticas
alternativas e complementares tem experimentado um notavel aumento (Lima et al.,
2015). No contexto brasileiro, o uso de plantas medicinais encontra uma ampla
disseminagdo, abrangendo desde a aplicagdo direta das proprias plantas até a
preparagao de fitoterapicos (Ministério da Saude, 2015).

Diversos estudos tém ilustrado o potencial e a eficacia das plantas medicinais
no enfrentamento de uma gama variada de enfermidades. Aproximadamente 75%
das substancias quimicas extraidas de vegetais e destinadas a propositos
terapéuticos derivam de espécies de plantas empregadas na medicina tradicional. A
conjugacao desse saber com a utilizagao de aparelhagens modernas tem agilizado o
processo de desenvolvimento de novos medicamentos derivados de plantas
(Rodrigues, ™ 2017).

Os produtos naturais podem ser designados por diferentes termos, os quais
variam conforme o método farmacéutico empregado no processamento.
Inicialmente, encontramos a designagao de planta medicinal, que se refere a um
vegetal utilizado para fins terapéuticos. Seu uso abarca tanto as formas frescas,
frequentemente in natura, quanto as secas. Por outro lado, o fitoterapico é aquele
que provém exclusivamente de matérias-primas ativas de origem vegetal, sendo

obtidos desde técnicas simples a complexas. (BRASIL, 2010).

A imensa diversidade botanica encontrada no Brasil desempenha um papel
fundamental nesse processo exploratério. A colaboracédo entre saberes tradicionais
e cientificos tem sido crucial para desvendar as propriedades curativas de espécies
autoctones (nativas), culminando no desenvolvimento de terapias e medicamentos
inovadores (Leitte e Cartaxo et al., 2010). A riqueza ecoldgica de habitats como a
Caatinga e o Cerrado constituem um terreno fértil para a identificacdo de compostos

valiosos com potencial farmacéutico (Oliveira, A. 2019).
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Diante das dificuldades enfrentadas pela medicina, como efeitos colaterais
adversos, a procura por abordagens terapéuticas alternativas e complementares tem
experimentado um notavel aumento (Lima et al., 2015;). Entretanto, é preciso ter
cuidado diante da ideia de que terapias fundamentadas em vegetais s&o naturais e
isentas de riscos. A utilizacdo inadequada e a falha na correta identificacdo das
plantas podem desencadear intoxicagdes e desdobramentos adversos (Tovar e
Petzel, 2009; Colombo et al., 2010).

Um desafio significativo relacionado aos medicamentos de origem natural
reside no fato de que a populagdo tende a subestimar a sua toxicidade, muitas
vezes presumindo que essas substancias sejam inofensivas ao organismo. Contudo,
mesmo quando caracterizados por uma baixa toxicidade, tais compostos podem
provocar serios prejuizos a saude, especialmente quando utilizados
simultaneamente com outros medicamentos (sejam eles sintéticos ou naturais) ou
quando empregados de maneira prolongada (Balbino; Dias, 2010; Dos Reis; De
Souza, 2006; Macena, 2012). Respondendo a essa necessidade, a OMS
desenvolveu um conjunto de diretrizes e protocolos visando estabelecer
metodologias e critérios para avaliar a medicina tradicional (Santos, et al., 2009;
Santos et al., 2011).

As plantas medicinais e os fitoterapicos emergem como uma opg¢ao
terapéutica atrativa, visto que os medicamentos industrializados frequentemente
desencadeiam diversas reac¢des adversas, que podem ser inexistentes ou menos
pronunciadas quando se recorre a plantas medicinais. Adicionalmente, os
fitoterapicos podem se posicionar como uma alternativa aos farmacos sintéticos, os
quais costumam ser mais dispendiosos e enfrentam relatos de resisténcia por parte

dos pacientes (Oliveira, A. 2019).

A literatura tem apresentado uma abundancia de pesquisas que investigam
extratos vegetais com potencial terapéutico, intensificando a importéncia de
estabelecer critérios de toxicidade (Shahjahan, 2004; Tchamadeu et al., 2011). Para
aprimorar a compreensao da utilizagdo das plantas, € essencial realizar uma analise
da relacao entre riscos e beneficios associados ao seu uso, por meio da condugao

de estudos farmacodinamicos e toxicologicos (Farias et al., 2007; Lapa et al., 2004).
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Regulamentagao

Frente a esse cenario desafiador, diversos paises tém adotado, por meio de
suas entidades reguladoras, a promogao de estudos visando atestar e assegurar a
seguranga e eficacia das plantas medicinais com potencial para se tornarem

fitoterapicos (Sahoo et al., 2010).

No Brasil, um pais que ostenta a maior parcela de biodiversidade global e
abragca uma rica diversidade étnica e cultural relacionada ao emprego de plantas
medicinais, a partir de 2006, foram formuladas politicas voltadas a elaboracao de
orientagdes para a atuagdo governamental no ambito das plantas medicinais e dos
fitoterapicos. Essas diretrizes sdo consolidadas na Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), aprovada pelo Decreto N° 5.813, datado de 22
de junho de 2006. O objetivo geral dessa politica é estabelecer parametros para
assegurar o acesso seguro e o uso criterioso de plantas medicinais e fitoterapicos
(Brasil, 2006b).

No contexto brasileiro, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
exerce a fungdo governamental de estabelecer padrbes para a produgdo em escala
industrial de fitoterapicos. No intuito de unificar as praticas de fabricacdo de
medicamentos fitoterapicos nas industrias, a ANVISA langou um formulario nacional
de fitoterapicos em 2011. Nesse documento, encontram-se diretrizes sobre os
procedimentos adequados para a preparacgao, as indicagdes e restricbes para cada
espécie, bem como os critérios de qualidade que foram delimitados de maneira

especifica para farmacias de manipulagéo e plantas vivas (BRASIL, 2011).

Motivado pelo interesse tanto da populagdo quanto da industria farmacéutica,
o Ministério da Saude do Brasil instituiu, em 2008, o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, juntamente com a criacdo da Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS). O propdsito desse movimento
€ ampliar a investigacdo relacionada aos fitoterapicos que exibem potencial

farmacoldgico relevante (Marques et. al., 2012).

A inclusdo de uma espécie na RENISUS demanda a realizacdo de estudos
cientificos direcionados aos critérios de qualidade relacionados ao uso, com o
objetivo de garantir tanto sua eficacia terapéutica quanto sua segurangca como
matéria-prima farmacéutica. Para assegurar a utilizagdo em conformidade com

padroes de qualidade, garantindo a consisténcia dos resultados, é imprescindivel
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que as diretrizes para o desenvolvimento do fitoterapico sigam as especificagdes
das farmacopeias concernentes as substancias vegetais (Santos, G. 2015). Essas
iniciativas, politicas e regulamentagdes ressaltam a importancia crescente das
plantas medicinais e fitoterapicos no cenario de cuidados de saude, promovendo a
pesquisa, padronizagéo e utilizagdo segura desses recursos terapéuticos no Brasil e

em todo o mundo.

Avaliacao de Toxicidade

Muitas vezes, estabelecer uma conexdo entre 0 consumo de espécies
vegetais e os efeitos toxicos observados é uma tarefa desafiadora, como se
evidencia no caso dos efeitos teratogénicos e abortivos (Silveira et al., 2008).
Geralmente, tais efeitos se manifestam apdés um uso prolongado e de maneira
assintomatica, o que pode culminar em consequéncias clinicas graves e,
ocasionalmente, fatais. A utilizagdo cronica de plantas sem supervisdo médica,
como em situagdes de obesidade, constipacdo, hemorrdidas e dores nas
articulagdes, aumenta os riscos devido a extensdo do tratamento (Silveira et al.,
2008).

Na literatura € possivel encontrar registros de medicamentos derivados de
plantas que demonstraram ter efeitos tdéxicos, como no caso da Kava-Kava (Piper
methysticum), uma planta empregada na produc¢ao de um fitoterapico recomendado
para o tratamento de angustia, insénia e ansiedade. A Kava-Kava é reconhecida
como um ansiolitico natural, e suas propriedades incluem acgéo relaxante muscular
em situagdes de tensdo. No entanto, o uso prolongado e excessivo pode levar a

casos graves de insuficiéncia hepatica (Cordeiro et al., 2005).

Apesar da confianga na seguranga associada ao uso de plantas medicinais,
ha uma série de efeitos adversos que podem surgir como resultado do consumo
desses produtos (Rates, 2001; Silveira; Bandeira; Arrais, 2008). Nesse sentido, é
essencial conduzir pesquisas e realizar estudos de seguranga conforme delineado
no "Guia para a conducgado de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranga
farmacolégica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos"”, elaborado pela
ANVISA em 2012, a fim de assegurar a qualidade dos medicamentos fitoterapicos
(Brasil, 2012).
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Evidéncias toxicolégicas indicam que toda substéncia pode atuar como um
agente potencialmente toxico, variando de acordo com as condi¢gdes de exposigao,
incluindo dose, duragdo, frequéncia e forma de administragdo. Portanto, é
necessario avaliar previamente a acao terapéutica de uma planta, a fim de
estabelecer cientificamente os parametros de seguranga (Mello, 2006; Pires Jr.,
2012).

Diante dessa questéao, torna-se crucial buscar informagdes que fundamentam
a utilizacdo segura de espécies vegetais especificas e de fitoterapicos de relevancia
clinica. Isso ocorre porque, mesmo quando apresentam baixa toxicidade, o uso
inadequado em conjunto com outros fatores de risco pode resultar em complicagoes
graves que frequentemente ndo sado devidamente reportadas (Assis, C. 2015).
Sendo assim, testes toxicolégicos sao conduzidos com o objetivo de obter
informacdes acerca das circunstancias nas quais substancias quimicas provocam
efeitos tdxicos, bem como compreender a natureza desses efeitos e determinar os

niveis de exposicao segura (Loomis & Hayes, 1996).

Dentre os diversos métodos e testes empregados para avaliar efeitos
toxicoldgicos in vivo, o teste de toxicidade aguda desempenha um papel crucial ao
determinar o grau intrinseco de toxicidade do composto, identificando érgéos
suscetiveis a efeitos indesejados e fornecendo diretrizes para doses em estudos de
longa duracdo (Almeida, 2011). Além da avaliagdo da mortalidade, a analise
toxicolégica pode ser complementada pela investigagado de alteragbes em o6rgaos,
bem como em parédmetros bioquimicos e hematoldgicos. A triagem comportamental
adicionalmente possibilita a avaliacdo de modificacbes na atividade cerebral
provocadas por uma determinada substancia, sendo alcangada por meio do registro
de sinais e alteracbes comportamentais apresentados pelos animais (Almeida,
2011). O estudo de toxicidade oral com exposi¢cdo continua as substancias (doses
repetidas), utilizado para replicar o cenario mais comum de exposigao em seres
humanos (Oliveira, A. 2019).

Porém, o efeito toxico ndo anula o potencial terapéutico de um agente. A
Jatropha  gossypiifolia L., por exemplo, exemplifica essa dualidade
(terapéutica/téxica): apresenta um alto teor de diterpeno (jatrona) com diversas
propriedades terapéuticas e bioldgicas, mas analises toxicoldgicas revelaram efeitos

purgativos e supressores nos sistemas respiratorio e cardiovascular, além de uma
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significativa toxicidade crénica (Mariz et al., 2008; Mariz et al., 2010). Portanto, é
necessario avaliar antecipadamente a agao terapéutica e o potencial téxico de uma
planta, a fim de estabelecer parametros de seguranga respaldados por evidéncias

cientificas (Simdes et al., 2004).

Cactaceae e Harrisia adscendens

No contexto das diversas espécies vegetais de interesse medicinal, que séo
encontradas no semiarido nordestino, destaca-se a familia Cactaceae, que é
principalmente encontrada na Caatinga da regiao nordeste do Brasil. Essas plantas
tém relevancia econbmica, notadamente devido ao seu valor ornamental e
forrageiro. No ambito da agropecuaria local, algumas espécies desempenham um
papel fundamental na alimentagdo de bovinos, caprinos e ovinos, especialmente

durante a época de estiagem (Rocha e Agra, 2002).

Dentre as diversas familias de plantas presentes na flora brasileira, os cactos
se destacam e capturam a atengdo devido a sua resisténcia e beleza. Eles
apresentam um potencial significativo como fonte de substancias medicinais,
cosméticas e alimentares (Mariath et al., 2009). No entanto, a pesquisa fitoquimica e
farmacolégica com essas plantas € limitada, apesar do conhecimento de que muitas
espécies da familia Cactaceae possuem propriedades medicinais para tratar ulceras
e bronquite (Davet et al., 2009), além de exibirem atividades anti-inflamatdrias,

diurética e hipoglicémica (Necchi et al., 2012; Dias et al., 2015).

Resultados de estudos etnobotanicos realizados no semiarido baiano
revelaram que os chas preparados a partir das raizes de Cereus jamacaru, Harrisia
adscendens, Opuntia ficus-indica e Tacinga palmadora possuem eficacia no
tratamento de condicbes como infecgbes urinarias, dores renais, desconforto

dentario, diarréias e hemorrdidas (Andrade et al., 2006; Andrade, 2008).

A Harrisia adscendens (Gurke) Britton & Rose representa uma espécie
endémica do Brasil e é nativa da Caatinga, no semiarido nordestino, popularmente
conhecida como "rabo de raposa". Essa espécie € distribuida em todos os estados
do nordeste brasileiro, com exce¢cdo de Maranhao e Rio Grande do Norte (Zappi et
al., 2015).

Na literatura, ha uma caréncia de informagdes sobre o uso medicinal da H.

adscendens. Agra et al. (2007) conduziram uma investigagdo das plantas e seus
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usos medicinais na regido Nordeste do Brasil, registrando a utilizagdo da raiz da
rabo-de-raposa (H. adscendens) sob a forma de infusdo para tratar amenorreia e
como diurético. No contexto do semiarido baiano, a raiz dessa planta é indicada para

o alivio de dor de dente e inflamacgao na uretra (Andrade et al., 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material botanico e preparagao vegetal

A planta foi coletada no municipio de Santa Terezinha - Pernambuco
(07°22°40” S e a 37° 28’48” O). Foi mantida por 48h em estufa, para ser realizada
uma extracdo por turbdlise do cladddio seco, utilizando etanol/agua (1/1) como

solvente extrator. A proporgéao foi de 10% (p/v).

3.2 Perfil Fitoquimico
3.2.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A amostra de extrato e os padrdes foram aplicados em placas
cromatograficas de silica gel 60 - F254 (Macherey-Nagel®, Germany). As placas
foram eluidas e tratadas com reveladores especificos, secas em temperatura
ambiente (25 °C) e observadas sob luz ultravioleta a 254 e 365 nm e luz visivel para

em seguida serem digitalizadas.

3.3 Animais e aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi desenvolvido em conformidade com as normas
vigentes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
Todos os procedimentos foram realizados com aprovacdo do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFPE (solicitagdo n® 0011/2022). Os animais foram
fornecidos pelo biotério do Instituto Keizo Asami (LIKA — UFPE) e adaptados nas
dependéncias do Departamento de Bioquimica da UFPE. Os animais utilizados
foram camundongos albinos (mus musculus) Swiss, machos e fémeas, pesando
entre 28 e 35 g, com 50 dias de idade, mantidos sob condi¢gdes controladas de
temperatura (22 + 2 °C), tendo livre acesso a comida e agua potavel em ciclo

claro-escuro de 12 h.

3.4 Ensaios de Toxicidade
3.4.1 Ensaio de toxicidade aguda in vivo

O ensaio seguiu o protocolo da OECD 423 (2001), onde foram adotados
como padrao a utilizagcdo de 3 camundongos fémeas por grupo. Os grupos foram

separados em controle e grupo com dose de 2000 mg/kg. O extrato foi diluido em
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solucao salina 0,9% para administracdo. A administracdo do extrato foi feita por via
oral e em dose unica. Os animais foram avaliados durante 14 dias quanto a
sobrevivéncia e caracteristicas comportamentais e fisioldgicas. Auto-limpeza; fuga;
prostragcdo; ambulacdo; defecacido; vomito e estresse foram as caracteristicas
avaliadas. No 15° dia os animais foram anestesiados com Cetamina 75mg/kg e
Xilazina 10mg/kg e eutanasiados por deslocamento cervical. Apoés o final do
experimento, foram realizadas analises bioquimicas e hematoldgicas do sangue de

todos os animais coletados da veia cava inferior.

3.4.2 Ensaio de toxicidade subaguda in vivo

O ensaio seguiu o protocolo da OECD 407 (2008), camundongos machos
foram divididos em 1 grupo controle e 3 grupos experimentais (250, 500 e 1000
mg/kg) com 5 animais em cada grupo. O extrato foi diluido em solug¢éo salina 0,9%
para administracdo. O extrato foi administrado por via oral diariamente até o final do
experimento durante 28 dias. No 29° dia os animais foram anestesiados com
Cetamina 75mg/kg e Xilazina 10mg/kg e eutanasiados por deslocamento cervical.
Apos o final do experimento, foram realizadas analises bioquimicas e hematologicas
do sangue de todos os animais coletados da veia cava inferior. Além disso, analises
comportamentais, peso, ingestao de agua e alimento foram documentadas todos os

dias. O mesmo ensaio foi realizado utilizando fémeas para posterior comparagao.

3.5 Analise Bioquimica

Para a andlise bioquimica das amostras de sangue foram observados
seguintes parametros: albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase (GGT),
colesterol total, triglicerideos, ureia e creatinina usando kits especificos (Labtest
Diagnostic, Lagoa Santa, Brasil) e um analisador COBAS Mira Plus (Roche

Diagnostics Systems, Basel, Suica).

3.6 Analise Hematolégica

A analise hematoldgica foi realizada a partir do sangue coletado dos animais
no momento anterior a eutanasea pela via cava inferior ap6s o momento de
anestesia. Um analisador automatizado (Animal Blood Counter: ABC Vet,

Montpellier, Franga) e microscopia de luz foram usados para avaliar os seguintes
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parametros hematolégicos: numero de eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracao de

hemoglobina, massa corpuscular (CHCM) e analise total e diferencial de leucdcitos.

3.7 Analise estatistica

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) seguida de poés-teste de
Bonferroni para comparagao multipla das médias. Os resultados foram expressos
como média + erro padrao da média. Foram considerados significantes os resultados

que apresentarem um nivel de significancia menor que 0,05.
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Na analise por cromatografia em camada delgada, foram identificados

flavonoides, compostos derivados cinamicos, derivados antracénicos, saponinas e

agucares no extrato, conforme apresentado na Figura 1.

Cromatoplaca de Cromatoplaca de
flavonoide e derivados cinamicos derivados antracénicos

S

-

Cromatoplaca de agucares

Cromatoplaca de saponinas

Figura 1. Analise da presenga de metabdlitos secundarios no extrato de cladddios de

H. adscendens por cromatografia em camada delgada

A toxicidade aguda foi avaliada a partir da observagédo dos animais a fim de

observar sinais de toxicidade ou alteracbes no padrdo comportamental. Durante os

14 dias de experimento, néo foi observada alteragdo comportamental significativa.

Também foram avaliados o consumo de agua, comida e o peso dos animais que

podem ser observados nas figuras 2, 3 e 4 abaixo.
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Figura 4. Consumo de comida por grupo/dia na avaliagao de toxicidade

aguda.

No grupo tratado com o extrato a 2000 mg/kg, houve uma redugdo no
consumo de ragao nos dois primeiros dias apods tratamento e o peso teve uma
variagao negativa durante o mesmo periodo de tempo. Essa redugdo no consumo
de racao pode ser atrelada a questdes fisioldgicas caracteristicas do extrato ou a um
baixo nivel de toxicidade que deve ser estudado com mais cautela em experimentos
posteriores. E a perda de peso indica ter relagao direta com o consumo de alimento.

Nao houve diferenga significativa no consumo de agua para nenhum dos
grupos em observacéao. Ainda, foram avaliados os parametros hematoldgicos (tabela

1) e bioquimicos (tabela 2) de do grupo tratado e do grupo controle.

Tabela 1. Pardmetros hematolégicos de camundongos fémeas tratadas

A Tratamentos
PARAMETROS
Dose
Controle unica(2000mg
/kg)
HM 6.12+0.51 6.37+0.45
HT 38.43+3.22 39.41+3.17

HB 14.10+0.27 14.29+0.31




VCM
HCM
CHCM
PLT
LEU
SEG
LIN
MON
BAS
EOS
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48.10+4.25 45.96+4.58
17.33+0.32 17.03+0.29
37.65+3.76 37.49+3.59
852.54+74.07 803.91£77.36
6.84+0.56 6.31+£0.42
67.65+5.38 70.3214.81
27.42+2.14 25.23+2.23
3.01+0.37 3.32+0.45
0.15+0.03 0.13+0.02
1.29+0.17 1.41+£0.13

HM: Hemacias (10s/mm?3); HT: Hematdcrito (%); HB: Hemoglobina (g/dL); VCM:
Volume Corpuscular Médio (%); HCM: Hemoglobina Corpuscular Média (%); CHCM:
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (%); PLT: Plaquetas (10° /mm3);
LEU: Leucdcitos (10° /mm3); SEG: Segmentados (%); LIN: Linfocitos (%); MON:

Monécitos (%); BAS: Basofilos; EOS: Eosindfilos. Os valores representam a média +

EPM (n=5/grupo). Ndo foram encontradas diferengas significativas (p > 0,05) em

comparagao com o grupo de controle.

Tabela 2. Parametros Bioquimicos do sangue dos camundongos tratados

PARAMETROS

ALT
AST
ALP
BIL
GGT
TP
UR
CRE

Tratamentos
Controle Dose unica
(2000mg/kg)
47.65+4.29 48.34+4.10
75.4815.16 72.3246.11
16.90+0.45 17.02+0.40
0.28+0.07 0.31+0.05
9.03+0.31 9.15+0.23
7.49+0.65 7.83+0.73
6.12+0.34 6.24+0.36

0.36+0.07 0.32+0.09
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ALB: Albumina (g/dL); ALT: Alanina aminotransferase (U/L); AST: Aspartato
aminotransferase (U/L); ALP: Fosfatase alcalina (U/L); BIL: Bilirrubina (mg/dL); GGT:
Gama-glutamil transferase; TP: Proteina total (g/dL); UR: Ureia no sangue (mg/dL);
CRE: Creatinina (mg/dL). Os valores representam a média £+ EPM (n=5/grupo).
Foram encontradas diferengas significativas (p > 0,05) em comparagdao com o grupo

de controle.

A partir da analise dos resultados dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos foi visto que ndo houve diferengas significativas entre o grupo tratado
com o extrato e o grupo controle. Ndo houveram mortes em nenhum dos grupos
observados, colocando assim a LD50 acima de 2.000 mg/kg. Esses resultados
solidificam outros estudos sobre cactaceas, Oliveira et al (2018), por exemplo, que
estudaram o extrato salino de Pilosocereus gounellei ndo observaram alteracdes
em animais submetidos a doses de até 5000 mg/kg. Como também Siddiqui et al.
(2021), ao investigar extrato metandlico de cladddios de Opuntia dillenii nao
observaram alteragdes significativas em nenhum dos parametros escolhidos, mesmo

na dose de maior concentragao (5000 mg/Kg).

Como continuacdo da avaliacdo da toxicidade, foi realizado teste de
toxicidade sub-aguda, onde os animais foram tratados continuamente com doses de
250, 500 e 1000 mg/kg de extrato por 28 dias. A administragdo também ocorreu de
forma oral e os animais também foram observados quanto a alteragcbes

comportamentais, consumo de comida (figura 5), agua (figura 6) e peso (figura 7).

Machos Fémeas
250mg/kg] & 250mg/kg- E
1000mg/kg | - 1000mg/kg- b
) 1 T T T 1 I L] ] Ll 1 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Comida (g)/ Dia . Comida (g)/ Dia



Figura 5. Consumo de comida por grupo/dia de animais machos e fémeas na
avaliagao de toxicidade sub-aguda.
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Figura 6. Consumo de agua por grupo/dia de machos e fémeas na avaliagao de
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Figura 7. Variagdo de peso por grupo/dia de machos e fémeas na avaliagéo de

toxicidade sub-aguda.
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Durante os 28 dias de experimento ndo foram observadas alteragdes

comportamentais significativas. Ademais, também ndo houveram alteragdes
significativas quanto aos consumos de agua e de ragao e quanto a variagao de peso
dos animais.

A fim de obter uma analise mais precisa sobre os efeitos do extrato, para o
teste de toxicidade sub-aguda também foram avaliados os parametros bioquimicos e
hematolégicos de todos os grupos em ambos machos e fémeas, como observado

abaixo, respectivamente, nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Parametros Bioquimicos do sangue dos camundongos tratados na

avaliagao da toxicidade sub-aguda.

GRUPO ALT AST COoL TRI

MACHOS

Controle 13,86 + 1,45 2,81+227 46,20+ 1,84 1,53 £ 0,17
1000mg/kg 6,45+2,83* 5,19+122 51,29+3,89 1,57 £ 0,22
500mg/kg 469+221* 6,27 +3,02 53,17 £1,81 1,4 +£0,37
250mg/kg 9,46 +2,64 3,46+1,73 54,46+1,72 1,55+ 0,25
FEMEAS

Controle 29,67 +2,21 3,02+0,37 37,37 +£0,98 0,65+0,12
1000mg/kg 26,57 +2,11 4,02+0,68 43,37 +1,02 0,68 +0,13
500mg/kg 28,73+133 3,71+0,38 41,37 +1,11 0,52 +0,12
250mg/kg 18,22 +1,50* 3,87 +0,82 39,35+ 1,01 0,49+0,14

ALT:alanina aminotransferase (U/L).

colesterol total (mg/dL). TRI: triglicerideos (mmol/L).

Tabela 4. Parametros Hematolégicos dos camundongos tratados na avaliagado da

toxicidade sub-aguda.

AST: aspartato aminotransferase (U/L). COL:

Grupos HM

HB

HT VCM

HCM

CHCM LEU

MACHOS
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S 16,74+ 2488+ 8755+ 5565+ 2517+ 293+ 12554+
1,87 1,93 9,47 6,25 9,43 1,58 3,47
1000mg/| 14,65+ | 2265+ | 76,9+ | 62,87+ | 2567+ | 27,55+ | 8,08+
kg 3,26 4,80 5,87 3,14 1,92 2,58 1,62
500mg/k | 17,3 + S B 90,7+ 52,3+ 26,89+ 297+ 13,20+
g 2,78 - 6,70 1,89 1,75 2,20 2,10
250mg/k | 18,275 + o6+ 065 9905 % 51,8+ | 34,35+ | 30,65+ | 1565+
g 1,39 - 5,16 1,84 2,62 2,21 3,13
FEMEAS
Controle 13,22+ | 20,82+ | 67,54+ | 4952+ | 159+ | 30,33+ | 13,45+
1,40 2,40 9,06 5,91 0,57 0,58 1,98
1000mg/| 14,60+ 234+ 7912+ 5414+ 165+ 3054+ 356+
kg 1,74 2,16 8,5 0,86 0,39 0,80 0,52*
500mg/k | 13,27+ | 20,42+ | 62,67+ | 42,85+ | 1535+ | 2967+ | 3,75+
g 0,99 1,58 7,74 1,30 0,17 0,66 0,64*
250mg/k| 11,79+ 1865+ 60,85+ 5157+ 1585+ 308+ 572+
g 2,08 2,75 5,09 1,29 0,47 1,14 0,83*

HM: Hemacias (10s/mm?3). HT: hematdcrito (%). Hb: hemoglobina (g/dL); VCM:
volume corpuscular médio (%). HCM: hemoglobina corpuscular média (%). CHCM:
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (%). LEU: leucdcitos totais

(103 mm?3). (*) p<0,05 em relagao ao controle.

Para ambos os sexos, ndo foram observadas alteragcbes significativas (p >
0,05) na contagem de eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina, VCM, HCM e CHCM de
todos os grupos tratados com o extrato. Foi observada forte redugdo no numero total
de leucdcitos nas fémeas tratadas com o extrato. Esse possivel enfraquecimento do
sistema imunoldgico pode deixa-las mais suscetiveis a infecgdes.

Na avaliagdo bioquimica, houve uma diminuicdo nos niveis de ALT nos
grupos de 500 e 1000 mg/kg em machos, bem como no grupo de 250mg/kg em
fémeas; ndo se observaram alteragdes estatisticamente significativas nos demais
grupos. A analise dos niveis de ALT no sangue € comumente empregada como um
indicador da saude do figado, uma vez que niveis elevados dessa enzima podem
ser indicativos de lesbes ou danos hepaticos (Valenti et al., 2021). Por outro lado, a
detecgao de niveis reduzidos desses biomarcadores, em geral, carece de relevancia
clinica e esta associada a um estado saudavel do figado (Larbie et al., 2019). Nos
demais parametros bioquimicos e hematolégicos ndo foram observadas diferengas

significativas em relagao ao controle.
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5 CONCLUSAO

Apos uma analise minuciosa e abrangente de todos os resultados obtidos
neste estudo, constatou-se essencialmente que o extrato ndo apresenta um perfil
téxico, apesar de algumas alteragbes em alguns dos parametros avaliados, o que
deve ser reavaliado para total seguranca de sua utilizagao.

A luz que estes resultados lancam da esperanca e promessa para futuras
pesquisas relacionadas com este extrato especifico. As perspectivas de mais
investigagcbes e potenciais aplicagées, como a validagdo dos usos medicinais dos
cladddios, a avaliacdo da possivel atividade imunomoduladora e a determinacao do
teor de fibras e carboidratos, parecem ser caminhos interessantes, cimentando a
importancia destas descobertas como uma base soélida para o avango do

conhecimento e a exploracao de novas fronteiras cientificas.
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