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RESUMO

Harrisia adscendens (Gurke) Britton & Rose, um cacto nativo da Caatinga brasileira, é
tradicionalmente empregado na medicina popular. Este estudo avaliou a composicdo
fitoquimica, toxicidade e atividades farmacoldgicasde um extrato hidroetandlico dos cladodios
de H. adscendens, integrando abordagens experimentais in vivo e in silico. O processo de
extracdo foi otimizado utilizando um delineamento fatorial, sendo escolhido o método de
turbolise, usando 10% de material vegetal e etanol: &gua 1:1. A composicdo quimica do extrato
foi analisada por LC-ESI-MS. A toxicidade aguda (2000 mg/kg) e subaguda (doses repetidas
de 250, 500 e 1000 mg/kg por 28 dias) e genotoxicidade in vivo (testes do cometa e
micronucleo) foram avaliadas. Atividade antinociceptiva foi avaliada por meio do teste de
contorcBes abdominais e da formalina e a acdo anti-inflamatoria do extrato foi investigada
utilizando os modelos de edema de pata e de peritonite induzidos por carragenina. A atividade
antipirética foi determinada em modelo de febre induzida por levedura. Todos esses ensaios
foram realizados por administracdo oral das doses 100, 200 e 400 mg/kg. A acdo cicatrizante
de gel contendo o extrato (5 e 10%) também foi investigada. Por fim, a composi¢do do extrato
foi analisada por UPLC/MS-MS e os compostos detectados foram investigados quanto ao perfil
de seguranca e possiveis bioatividades utilizando ferramentas in silico. A analise por LC-ESI-
MS identificou trés acetofenonas, um &cido hidroxicindmico, trés acidos fendlicos e um
flavonoide. Ndo foram observadas alteracbes comportamentais ou mortalidade tanto na
avaliacdo aguda quanto subaguda. Os parametros hematoldgicos e bioquimicos permaneceram
normais, com exce¢do de uma reducao na contagem total de leucdcitos em fémeas tratadas com
doses repetidas. Os resultados dos testes de genotoxicidade ndo indicaram danos ao DNA. O
extrato demonstrou atividade antinociceptiva em ambos o0s ensaios e, no teste da formalina, foi
especialmente ativo na fase inflamatéria. No modelo de edema de pata, 0 extrato reduziu o
inchaco em 47,5% na dose de 400 mg/kg. Além disso, reduziu a infiltracdo de leucdcitos e os
niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1B ¢ IFN-y) no modelo de peritonite. O
extrato exibiu atividade antipirética, promovendo reducdo da temperatura corporal ap6s 90 min
de administragédo. O gel contendo o extrato acelerou a regeneracdo tecidual, promovendo
contracdo da ferida apds 6 dias, especialmente na concentracdo de 10% (43,02%). Foram
identificados 43 compostos por UPLC-MS, incluindo terpenoides, alcaloides e policetideos.
Desses, 5 (11,6%) apresentaram potencial mutagénico no teste in silico, enquanto 88,4% foram
considerados ndo-mutagénicos. A analise de LDso classificou a maioria dos compostos (26) na

categoria ndo-toxicos. A analise in silico sugeriu atividades bioldgicas relevantes, como a



inibicdo de CDP-glicerol glicerofosfotransferase, agonismo da integridade da membrana,
inibicdo de fosfatases de agucar e inibicdo da enzima hidrolase de alquenilglicerofosfocolina.
Essas atividades sugerem implicacbes para o tratamento de distdrbios metabolicos,
neurodegenerativos e infecciosos. Os resultados indicam que H. adscendens possui um perfil
de seguranca favoravel e potencial terapéutico relevante para o tratamento de dor, inflamacéo,
febre e cicatrizacdo de feridas. Estudos futuros poderdo aprofundar a compreensdo de seus
mecanismos de acdo, explorar sinergias com farmacos convencionais e desenvolver

formulagGes para uso clinico.

Palavras-chave: rabo-de-raposa; toxicidade; inflamagéao; febre; dor; cicatrizagdo; avaliagdo in

silico.



ABSTRACT

Harrisia adscendens (Gurke) Britton & Rose, a cactus native to the Brazilian Caatinga, is
traditionally used in folk medicine. This study evaluated the phytochemical composition,
toxicity, and biological activities of a hydroethanolic extract from the cladodes of H.
adscendens, integrating in vivo and in silico experimental approaches. The extraction process
was optimized using a factorial design, with the turbolysis method being chosen, utilizing 10%
plant material and a 1:1 ethanol:water ratio. The chemical composition of the extract was
analyzed by LC-ESI-MS. Acute toxicity (2000 mg/kg), subacute toxicity (repeated doses of
250, 500, and 1000 mg/kg for 28 days), and genotoxicity in vivo (comet and micronucleus tests)
were evaluated. Antinociceptive activity was assessed using abdominal writhing and formalin
tests, and the anti-inflammatory action of the extract was investigated using the paw edema and
peritonitis models induced by carrageenan. Antipyretic activity was determined in a yeast-
induced fever model. All these assays were conducted by oral administration of doses of 100,
200, and 400 mg/kg. The wound healing action of a gel containing the extract (5 and 10%) was
also investigated. Finally, the composition of the extract was analyzed by UPLC/MS-MS, and
the detected compounds were investigated for safety profile and possible bioactivities using in
silico tools. LC-ESI-MS analysis identified three acetophenones, one hydroxycinnamic acid,
three phenolic acids, and one flavonoid. No behavioral changes or mortality were observed in
either acute or subacute assessments. Hematological and biochemical parameters remained
normal, except for a reduction in total leukocyte count in females treated with repeated doses.
Genotoxicity test results did not indicate DNA damage. The extract showed antinociceptive
activity in both assays and was particularly active in the inflammatory phase of the formalin
test. In the paw edema model, the extract reduced swelling by 47.5% at the dose of 400 mg/kg.
Furthermore, it reduced leukocyte infiltration and pro-inflammatory cytokine levels (TNF-a,
IL-6, IL-1B, and IFN-y) in the peritonitis model. The extract exhibited antipyretic activity,
promoting a reduction in body temperature 90 minutes after administration. The gel containing
the extract accelerated tissue regeneration, promoting wound contraction after 6 days,
especially at the 10% concentration (43.02%). Forty-three compounds were identified by
UPLC-MS, including terpenoids, alkaloids, and polyketides. Of these, 5 (11.6%) had mutagenic
potential, while 88.4% were considered non-mutagenic. The LDsp analysis classified most of
the compounds (26) in the non-toxic category. In silico analysis suggested relevant biological
activities, such as the inhibition of CDP-glycerol glycerophosphotransferase, membrane

integrity ~ agonism,  inhibition of sugar phosphatases, and inhibition  of



alkylglycerophosphocholine hydrolase. These activities suggest implications for the treatment
of metabolic, neurodegenerative, and infectious disorders. The results indicate that H.
adscendens has a favorable safety profile and relevant therapeutic potential for the treatment of
pain, inflammation, fever, and wound healing. Future studies may further elucidate its
mechanisms of action, explore synergies with conventional drugs, and develop formulations for

clinical use.

Keywords: rabo-de-raposa; toxicity; inflammation; fever; pain; wound healing; in silico

evaluation.
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1. INTRODUCAO

As plantas tém sido aliadas fundamentais da humanidade desde os tempos mais remotos,
oferecendo solugdes terapéuticas desde civilizagdes antigas, como as egipcias, hindus, persas,
gregas e as culturas pré-colombianas das Américas. Ao longo da histéria, o conhecimento
tradicional e a observagdo minuciosa da natureza permitiram que as plantas medicinais se
tornassem pilares no tratamento de doencas e na preservacdo da saude (Rocha et al., 2021).

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) define plantas medicinais como "todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com
fins terapéuticos ou que sejam precursoras de farmacos semissintéticos” (Napagoda;
Wijesundara, 2022). Esses principios ativos, responsaveis pelos efeitos terapéuticos, estdo
presentes em diversas partes das plantas, como raizes, folhas, sementes e flores, e sua utilizacdo
depende do conhecimento tradicional e cientifico para garantir eficacia e seguranga (Jain;
Khatana; Vijayvergia, 2019).

No contexto brasileiro, aimportancia das plantas medicinais € inegavel e profundamente
enraizada na cultura e na historia do pais. O Brasil, com sua vasta extensdo territorial e
biodiversidade Unica, abriga uma riqueza extraordinaria de recursos naturais, incluindo uma
ampla variedade de espécies vegetais com propriedades terapéuticas (Rodrigues et al., 2011,
Carneiro et al., 2014). Essas plantas desempenham um papel central na medicina tradicional de
comunidades indigenas, quilombolas, ribeirinhas e outras, que utilizam o conhecimento
transmitido oralmente de geracdo em geracgdo para tratar diversas enfermidades. Além disso, as
plantas medicinais tém um impacto significativo no sistema de salde publica do Brasil,
especialmente em regiGes onde o acesso a cuidados médicos convencionais é limitado (Pereira
et al., 2015; Borges; Sales, 2018).

Diante da relevancia das plantas medicinais para a sociedade, a avaliacdo de sua
toxicidade é essencial para garantir sua qualidade, seguranca e eficécia, além de prevenir efeitos
adversos, interagbes medicamentosas e intoxicacdes. E importante destacar que algumas
plantas podem apresentar toxicidade aguda ou cronica, dependendo de fatores como dose, via
de administragdo, forma de preparo, parte utilizada e composicdo quimica (Tokarnia et al.,
2000; Nasri, 2013).

No universo diversificado das plantas medicinais, as cactaceas emergem como um
grupo botanico notavel com relevancia terapéutica. As cactaceas tém despertado o interesse da

comunidade cientifica devido as suas capacidades de sobreviver em ambientes hostis, o que
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leva a producdo de substancias diferenciadas, muitas com propriedades farmacoldgicas (Lucena
et al., 2013; Siegloch et al., 2020).

Entre as cactaceas brasileiras com potencial terapéutico, encontram-se as espécies do
género Harrisia, uma presenca marcante na rica biodiversidade neotropical, estendendo-se
desde o Caribe até as vastas paisagens do Paraguai e Argentina. No territorio brasileiro,
encontramos trés espécies desse género, das quais uma é endémica (Harrisia adscendens) e
duas sdo compartilhadas com o Paraguai, possivelmente estendendo-se até a Bolivia (Harrisia
balansa e Harrisia tortuosa) (Zappi, Taylor, 2020).

Harrisia adscendens (Gilrke) Britton & Rose, nativa da Caatinga, é conhecida
popularmente como "rabo de raposa”. Essa planta tem uma importancia significativa na
medicina popular, com sua utilizacdo em infusbes contra amenorreia, bem como em aplicagdes
como diurético, anti-inflamatorio e alivio de dores de dente (Agra; Freitas; Barbosa-Filho,
2007; Andrade et al., 2006; Zappi et al., 2015).

Apesar da relevancia do género Harrisia e do uso tradicional de suas espécies na
medicina popular, observa-se uma lacuna de estudos cientificos abordando suas propriedades
bioldgicas, bem como a seguranca de seu uso. Considerando que o conhecimento cientifico
pode oferecer uma base sélida para entender e validar as propriedades terapéuticas das plantas,
esta tese se propde a avaliar a toxicidade e atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e
antipirética de extrato hidroetan6lico de cladddios de H. adscendens, além de sua caracterizagéo

fitogquimicae avaliacdo in silico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o extrato hidroetandlico de cladodios de Harrisia adscendens quanto ao perfil
fitoquimico, toxicidade e atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e cicatrizante em

camundongos, integrando abordagens experimentais in vivo e in silico.

2.2 Objetivos Especificos

* Produzir um extrato hidroetanolico otimizado dos cladédios de Harrisia adscendens por
meio de planejamento fatorial;

* Tracar o perfil fitoquimico do extrato por meio de andlises cromatograficas e
espectrofotométricas;

* Avaliar a toxicidade aguda, subaguda ¢ a genotoxicidade in vivo em camundongos Swiss;
« Avaliar a atividade antinociceptiva in vivo utilizando os testes de formalina e contor¢oes
abdominais induzidas por acido acético;

* Avaliar a atividade anti-inflamatoria in vivo por meio dos modelos de peritonite e edema
de pata induzidos por carragening;

* Produzir uma formulag¢do em gel contendo o extrato;

* Avaliar a atividade cicatrizante in vivo da formulacdo produzida em modelo de ferida
cutanea em camundongos Swiss;

« Integrar abordagens in silico para avaliagdo do perfil de seguranca e predicao de atividades

bioldgicas dos compostos do extrato.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Estudos toxicoldgicos

Quando se iniciam pesquisas envolvendo plantas medicinais ou seus derivados, torna-
se fundamental a analise da toxicidade aguda, independentemente da duracdo prevista do
tratamento. A legislagdo classifica os “fitoterpicos” como substdncias sujeitas a
regulamentac6es rigorosas, sendo imperativo conduzir estudos que demonstrem nao apenas sua
eficacia, mas também a seguranca (Campos et al., 2016).

O teste de toxicidade aguda, de maneira geral, segue as diretrizes do protocolo 423 da
Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (The Organisation for
Economic Co-operation and Development, OECD). Esse procedimento envolve a
administracdo de uma Unica dose de uma preparacao ou potencial medicamento, fornecendo
uma estimativa inicial e uma avaliagdo das propriedades toxicas. Esse teste oferece informacgoes
cruciais sobre o0s riscos a salde associados a exposicao a curto prazo pela via oral. Durante a
avaliacdo do teste sdo observados os possiveis efeitos tdxicos do composto, que podem incluir
alteracdes na pele, pelos, olhos, membranas mucosas, respiracdo, sistema autbnomo e nervoso
central, atividade somatomotora e padrdo de comportamento. Essas alteracfes sdo
cuidadosamente observadas e registradas. Além disso, o teste serve como base para a definigédo
do regime de dosagem em estudos de toxicidade cronica e subcronica (OECD, 2001; Moura et
al., 2012).

O teste de toxicidade aguda fornece também um parametro denominado dose letal 50%
(DLso), que é um parametro estatistico que representa a probabilidade de que a dose cause um
efeito letal em metade da populagio animal testada (PIERRE et al., 2019). E possivel classificar
o nivel de toxicidade dos compostos atraves da DLso em 6 niveis de toxicidade (Rossiana et al.,
2020), mostrados na Tabela 1.

O teste de toxicidade em doses repetidas (subaguda) oferece informacdes sobre 0s riscos
a saude decorrentes da exposicdo repetida a doses em um intervalo curto de tempo. Séo
realizadas administra¢fes da substancia em dias consecutivos, durante um periodo de 14 a 28
dias. Apos a Ultima administracdo é conduzido a avaliagdo dos possiveis efeitos toxicos como

alteracOes na pele, pelos, olhos e membranas mucosas, além disso, & importante observar a
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atividade autonémica, como lacrimejamento e piloerecdo, bem como mudangas na marcha,
postura e resposta a0 manuseio entre outros. Todas essas alteragdes devem ser registradas e
observadas para avaliacdo de reversibilidade. A interpretacdo dos resultados desse estudo pode
levar em consideracao os efeitos toxicos observados e os achados obtidos por meio de autopsias
(OECD, 2008; ANVISA, 2013).

Tabela 1. Toxicidade dos compostos com base em DL50 (Rossiana et al., 2020)

Nivel Classificacao Faixa

1 Extremamente tdxico DLso < I mg/kg

2 Altamente toxico 1 mg/kg < DLso < 50 mg/kg

3 Moderadamente toxico 50 mg/kg < DLso < 500 mg/kg

4 Ligeiramente toxico 500 mg/kg < DLso < 5000 mg/kg

5 Quase ndo toxico 5.000 mg/kg < DLso < 15.000 mg/kg
6 Inofensivo DLso > 15.000 mg/kg

Os estudos de toxicidade subaguda s&o projetados para avaliar a progresséo e regressao
do trauma induzido por drogas, mas geralmente sdo insuficientes para identificar quaisquer
efeitos colaterais que possam ocorrer durante o uso clinico de longo prazo (HAYES; WANG;
DIXON, 2020). Além disso, os estudos fornecem informaces sobre as caracteristicas gerais da
toxicidade, tais como a toxicidade para orgdos-alvo especificos, a relacdo dose-resposta,
respostas a metabdlitos tdxicos formados no organismo, respostas retardadas, efeitos
cumulativos e informagdes sobre reversibilidade e irreversibilidade do efeito (CAVAGNARO,
2010).

Como exemplo, um estudo de toxicidade por doses repetidas realizado por Yang et al.
(2019) indicou que o extrato etandlico das folhas de Epigynum auritum pode ser considerado
seguro para uso, especialmente em doses inferiores a 625 mg/kg. Por outro lado, existem plantas
letais, como observado no estudo de Badin et al. (2023), que demonstraram que 0 extrato
etandlico de Luffa operculata apresentou uma DLso de 3,3 mg/kg por via intraperitoneal em

camundongos, podendo ser considerada uma planta com alta toxicidade.

3.2. Dor

A defini¢do abrangente da dor, conforme a Associagdo Internacional para o Estudo da
Dor (International Association for the Study of Pain, IAPS), é: "uma experiéncia sensorial e
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emocional desagradavel associada a dano real ou potencial ao tecido, ou descrita em termos de
tal dano" (Love-Jones, 2019). A dor ¢ um mecanismo biologico de transducdo de sinal
provocado por estimulos nocivos do ambiente, tanto internos quanto externos, e sua funcéao
primordial é induzir comportamentos preventivos, visando suprimir a causa da dor e limitar ou
restaurar os danos (Lent, 2010). Por ser uma experiéncia subjetiva, a dor engloba um
componente cognitivo e emocional ou afetivo substancial (Silva & Ribeiro-Filho, 2011).

Os receptores da dor, conhecidos como nociceptores, sdo terminagdes nervosas livres
amplamente distribuidas em todos os tecidos e 6rgdos, incluindo a pele, 6rgdos internos,
parénquima de 6rgdos solidos, vasos sanguineos, 0ssos e articulacbes (Guyton & Hall, 2011;
Lent, 2010). A dor tem inicio a partir de estimulos nociceptivos que ativam ou sensibilizam
esses nociceptores (Sandkuhler, 2009), desencadeando um potencial de acdo transmitido pelo
neurdnio periférico até a medula espinhal, onde o sinal é entdo encaminhado para o segundo
neuronio e, posteriormente, para regides superiores do sistema nervoso central, como
demonstrado na Figura 1 (Guyton & Hall, 2011; Lent, 2010).

Figura 1 - Esquema ilustrativo do mecanismo da dor.

@ Estimulos nociceptivos
0 cérebro recebe o sinal e gera

/% uma resposta
el e g |

k,/\‘l

0 sinal viaja através dos nervos para
as vias espinhais ascendentes

Fonte: Autoria propria.

Em relacdo a durag&o, a dor pode ser classificada como aguda ou crénica. A dor aguda
¢ caracterizada por sua natureza pontual, limitada e tende a desaparecer quando o estimulo
causador cessa. Por outro lado, a dor cronica persiste por um longo periodo e esta associada a

alteracdes fisioldgicas duradouras e modificaces no padréo de transmiss@o neuronal (Garland,
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2012). Processos inflamatorios frequentemente envolvem mediadores inflamatorios e/ou
causam lesdes que ativam ou sensibilizam os nociceptores locais. Diferentes mediadores
nociceptivos, como endotelina, substancia P, prostaglandinas e aminas simpaticomimeticas, sao
capazes de sensibilizar diretamente os nociceptores (Yu et al., 2013).

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético € um método utilizado
para avaliar a atividade antinociceptiva de substancias em animais. O teste consiste em injetar
uma solucdo de acido acético intraperitonealmente em camundongos ou ratos e contar 0 numero
de contor¢des que 0s animais apresentam em um determinado periodo. O &cido acético provoca
uma inflamacdo local e liberacdo de mediadores quimicos que estimulam as terminacdes
nervosas nociceptivas. As contor¢bes sdo caracterizadas por contragfes da musculatura
abdominal, alongamento das patas traseiras e tor¢do do tronco (Figura 2). Substancias com
propriedades analgésicas podem reduzir o numero de contor¢des, indicando um efeito
antinociceptivo (Silva et al., 2013; Batista et al., 2016).

Figura 2 - Fotografia de camundongo realizando movimento de extensdo dos membros posteriores em modelo de

nocicepgdo quimica denominado teste de contor¢do abdominal.

P

Fonte: Nascimento et al. (2019).

O teste da formalina é uma outra avaliagdo utilizada para estudar a atividade
antinociceptiva em modelos animais. Ele é realizado injetando formalina na pata do
camundongo, o que induz uma resposta que pode ser dividida em duas fases distintas: a primeira
fase, que esta associada a dor neurogénica, ocorre imediatamente ap0s a inje¢do, e a segunda
fase, relacionada a dor inflamatéria, acontece apds 5 minutos. E analisada a reducio do
comportamento de lambedura da pata, que é o indicativo de atividade antinociceptiva. Alem

disso, ele pode ser usado para investigar o envolvimento de sistemas como o opioide na
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modulacgéo da dor, tornando-se uma ferramenta importante para o desenvolvimento de novos
analgésicos e estudos farmacolédgicos (Hunskaar; Fasmer; Hole, 1985; Fischer et al., 2014;
Freitas et al., 2020).

Ja o teste de retirada da cauda é uma avaliagdo comumente empregada para examinar a
sensibilidade a dor térmica em modelos experimentais com animais. Nesse teste, a cauda do
animal é imersa em um ambiente com temperatura controlada, geralmente agua quente, e 0
tempo que o animal leva para retirar a cauda é registrado como uma medida da resposta a dor
(Figura 3). Quanto mais rapido a cauda € retirada, maior é a sensibilidade, indicando
desconforto (Berge; Garcia; Hole, 1988; Tjglsen et al, 1989; Mwobobia; Kanui; Abelson,
2021).

Figura 3 - Representacdo da nocicepcao térmica pelo teste de retirada de cauda.

Fonte: https://www.neurofit.com/tech-anim-tail-flick.html

3.3. Inflamacéo

A inflamacéo é um mecanismo de defesa do corpo em resposta a danos fisicos, como
trauma mecanico, agentes quimicos irritantes ou microrganismos invasores (Cruvinel et al.,
2010). As descricdes das caracteristicas clinicas da inflamacéo remontam a papiros egipcios
datados de aproximadamente 3000 a.C., mas foi Celsius, um escritor romano do século 1 d.C.,
quem primeiro listou os quatro sinais cardinais da inflamacéo. Ele descreveu o aumento do
fluxo sanguineo e a dilatagéo dos vasos (rubor), 0 aumento da permeabilidade vascular (edema),
0 aumento da temperatura local (calor) e a dor. Mais tarde, Virchow acrescentou um quinto

sinal, que ¢ a perda de funcdo (Bianchetti, 2006; Lapa et al., 2007).
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O processo inflamatdrio envolve a ativagdo de células do sistema imunologico que
desempenham um papel crucial na inativacdo ou destruicdo de microrganismos invasores, na
remocao de substancias irritantes e antigenos proteicos, além de iniciar a reparacao tecidual.
Uma vez que o processo de reparacdo se completa, os sinais de inflamacdo naturalmente
diminuem (Flower & Perretti, 2005). A inflamacao pode ser dividida em dois estagios: agudo
e cronico. Na fase aguda, os eventos cardinais sdo desencadeados, envolvendo a resposta imune
inata, que ativa mecanismos de defesa. Essa forma de inflamacdo é de curta duracdo e
geralmente benéfica para o organismo. Se a inflamacéo persistir, surge a inflamacao cronica,
que pode levar a uma série de doencas (Reuter et al., 2010). O controle do processo inflamatério
¢ considerado um alvo terapéutico promissor para a reducdo do risco de doencgas e
incapacidades (Beavers; Brinkley; Nicklas, 2010).

Durante a resposta inflamatdria aguda, ocorre um processo quimiotatico em que 0s
leucdcitos sdo atraidos para o local da inflamacdo por meio de sinais especificos. Essas células
desempenham um papel fundamental na promocdo dos processos inflamatérios, liberando
moléculas soltveis, como citocinas (principalmente IL-1 e 6 e TNF-a). A migragdo dos
leucdcitos é regulada por mecanismos rigidos que envolvem a expressdao de moléculas soltveis
de adesdo, como selectina e integrina, quimiocinas e 6xido nitrico (Cruvinel, 2010).

O teste de edema de pata induzido por carragenina é um modelo amplamente
reconhecido para avaliar a resposta inflamatéria em animais. Nesse teste, uma pequena
quantidade de carragenina, substancia que induz a inflamacéo, é injetada na pata do animal. A
inflamacéo resultante é caracterizada pelo inchaco da pata e a medida do aumento no volume
da pata e a avaliacdo da intensidade do edema ao longo do tempo permitem determinar o
potencial anti-inflamatério de compostos testados. A reducdo no edema indica uma possivel
atividade anti-inflamatoria (Levy, 1969; Fereidoni et al., 2000; Jisha et al., 2019).

A febre é um dos sintomas classicos associados a inflamacao e desempenha um papel
fundamental na resposta do organismo a agentes infecciosos e lesdes. Quando ocorre uma
inflamagdo, como resultado de uma infecgdo bacteriana, viral ou devido a lesdes teciduais, 0
sistema imunoldgico ¢ ativado. Isso desencadeia a liberacdo de substancias pré-inflamatorias,
como citocinas e prostaglandinas, que tém a capacidade de aumentar a temperatura corporal. A
febre é uma resposta adaptativa do corpo e 0 aumento da temperatura ajuda a acelerar a resposta
imunologica, tornando o ambiente menos favoravel para a sobrevivéncia de patdgenos
invasores (Voltarelli, 1994; Kiekkas et al., 2013; Wilhelms et al., 2014).

A inflamac&o é a primeira e indispensavel etapa do processo de cicatrizagao tecidual. E

uma resposta coordenada do organismo que visa conter o dano, eliminar agentes infecciosos e
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preparar 0 ambiente para o reparo. Quando bem regulada, essa fase permite a ativacdo de células
importantes, como os fibroblastos, além do recrutamento de células-tronco e da liberacdo de
fatores de crescimento, como VEGF, TGF-B ¢ FGF. Esses mediadores sdo essenciais para
estimular a formacéo de novos vasos sanguineos (neovascularizacao) e dar inicio a regeneragédo
do tecido lesado (Reinke & Sorg, 2012).

A cicatrizagdo ocorre, classicamente, em trés fases sobrepostas: inflamatoria,
proliferativa e de remodelamento. Apds a contencdo inicial do dano, inicia-se a fase
proliferativa, na qual predominam a formacéo de tecido de granulacéo, angiogénese, deposicédo
de matriz extracelular e reepitelizacdo. A fase final, de remodelamento, é caracterizada pela
reorganizacdo das fibras de coldgeno, substituicdo do coléageno tipo IIl pelo tipo | e
restabelecimento da resisténcia mecanica da pele. Interferéncias negativas na fase inflamatoria
como inflamacgdes cronicas, excesso de radicais livres ou infeccGes persistentes, podem
comprometer toda a cascata cicatricial, resultando em feridas de dificil resolucdo (Rodrigues et
al., 2019).

Nesse contexto, destaca-se o0 papel crescente das plantas medicinais na promocdo da
cicatrizacdo. Ricas em compostos bioativos como flavonoides, alcaloides, terpenoides e
taninos, essas plantas exercem maultiplas acdes que vdo desde o controle da inflamacdo e da
carga microbiana até a estimulacdo da proliferacdo celular e da sintese de colageno. Estudos
demonstram que espécies como Aloe vera, Calendula officinalis e Centella asiatica possuem
eficacia comprovada na aceleracdo do fechamento de feridas e na regeneracdo tecidual
(Shedoevacetal., 2019; Ullah et al., 2022). Além disso, o uso tradicional e popular dessas plantas
é respaldado por uma base crescente de evidéncias cientificas, o que fortalece seu potencial
terapéutico como alternativa natural, acessivel e de baixo custo (Wound Healing Potential of
Some Medicinal Plants, 2022; Garcia, 2023; Khanam, 2021).

Os cactos sdo plantas que possuem diversas propriedades medicinais, entre elas a
atividade anti-inflamatdria. Alguns estudos tém demonstrado que extratos de diferentes
especies de cactos podem atuar como anti-inflamatorios, como descrito por Ammar et al.
(2018), que relataram a atividade anti-inflamatoria de extrato metandlico das flores de Opuntia
ficus-indica no teste de edema de pata induzido por carragenina. Os autores associaram o efeito
anti-inflamatorio do extrato a reducao do nivel de malonaldialdeido e ao aumento das atividades
da catalase e superoxido dismutase e aumento dos niveis de glutationa reduzida. Outro exemplo
é o0 estudo de Pinto et al., (2015) com a fracdo hexanica de Pereskia aculeata, que apresentou
atividade anti-inflamatoria relacionada a inibi¢do das citocinas interleucina (IL) 6 e fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a).
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3.4 Harrisia adscendens

As cactaceas possuem especializagcBes anatébmicas, morfoldgicas e funcionais que
possibilitam uma répida absorcéo, alta retencdo e consumo minimo de 4gua da chuva ou do ar.
Elas sdo perenes, suculentas e estdo presentes em uma variedade de habitats. Além disso, as
seguintes alteracOes nas estruturas vegetativas sdo observadas: perda ou reducédo das folhas; a
casca e o nucleo sdo transformados em tecido para armazenamento de agua; e ramos laterais se
transformam em grupos de espinhos centrais e radiais chamados aréolas (Hughes, Jacobi &
Borba, 2013; Martin et al., 2018).

Durante longos periodos de seca, 0s humanos usam cactos como forragem, servindo de
alimento para gado, cabras e ovelhas permitindo assim uma maior producéo de leite. Apesar do
grande potencial forrageiro dos cactos, outras formas de uso dessas espécies ja foram
registradas, tais como: a ingestao de frutas frescas de Cereus jamacaru (mandacaru) e miolo de
Pilosocereus pachycladus cozido ou assado (Lucena et al., 2013) e o uso medicinal de alguns
cactos, como o Pilosocereus gounellei que é popularmente utilizado para inflamagdes e como
hipoglicemiante (Oliveira et al., 2021).

O género Harrisia faz parte da familia Cactaceae, subfamilia Cactoideae, tribo Cereae
e subtribo Trichocereinae. Este género inclui trés espécies encontradas nos biomas brasileiros
da Caatinga, Cerrado e Pantanal no Nordeste e Centro-Oeste do pais: Harrisia adscendens
(Glrke) Britton & Rose, Harrisia balansae (K.Schum.) N.P.Taylor & Zappi e Harrisia tortuosa
(J.Forbes ex Otto & A.Dietr) (Santos, 2015).

Harrisia adscendens (Figura 4), popularmente conhecida como "rabo de raposa”, € uma
espécie endémica do Brasil, com ocorréncia na regido da Caatinga. Esta planta é nativa e pode
ser encontrada em quase todos os estados do Nordeste brasileiro, exceto no Maranhédo e no Rio
Grande do Norte (Zappi et. al., 2015). Na medicina popular, H. adscendens é utilizada em forma
de infusdo para tratar amenorreia, além de ser empregada como diurético, anti-inflamatério e
para alivio de dores de dente (Andrade et al., 2006, Agra; Freitas; Barbosa-Filho, 2007). Essa
cactacea exibe caules cilindricos que podem atingir até 1 metro de comprimento e flores brancas
e noturnas. Os caules da H. adscendens apresentam caracteristicas distintas, incluindo costelas
espacadas e espinhas brancas, e seus frutos esféricos contém sementes de tonalidade escura
(Franck; Cochrane; Garey, 2013).
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Figura 4: Harrisia adscendens.

Fonte: Autoria propria.

3.5. Estudos in silico

Os estudos in silico referem-se ao uso de ferramentas computacionais para simular
processos bioldgicos, quimicos e farmacoldgicos. Essa abordagem tem se consolidado como
uma estratégia essencial na pesquisa cientifica, especialmente em &reas como descoberta de
farmacos, Toxicologia e Biologia Estrutural (Ekins et al., 2007; Guerra et al., 2017). O termo
"in silico" surgiu na década de 1980, inspirado nas expressdes "in vivo" e "in vitro", e tem
ganhado destaque com o avanco da Bioinformética e da inteligéncia artificial (Raies & Bajic,
2016).

A crescente capacidade de processamento dos computadores e o desenvolvimento de
algoritmos sofisticados permitem que os estudos in silico otimizem a analise de grandes
volumes de dados, reduzindo tempo e custos de pesquisa. Com isso, essas metodologias sdo
amplamente utilizadas para prever a interacdo de compostos quimicos com biomoléculas,
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avaliar propriedades farmacocinéticas e toxicologicas, além de orientar experimentos
laboratoriais (Guerra et al., 2017).

Os estudos in silico desempenham um papel fundamental na pesquisa biomédica
moderna, oferecendo diversas vantagens em relacdo aos metodos tradicionais. Algumas das
principais razdes para sua importancia incluem a reducdo de custos, pois as simulacfes
computacionais diminuem a necessidade de testes laboratoriais extensivos (Guerra et al., 2017);
otimizacdo do tempo de pesquisa, pois a triagem de moléculas promissoras pode ser realizada
rapidamente, permitindo que pesquisadores foquem nos compostos mais relevantes para
ensaios in vitro e in vivo (Boulay et al., 2024); redugéo do uso de modelos animais, alinhando-
se a principios éticos e as diretrizes das agéncias reguladoras (Guerra et al., 2017); e maior
precisdo nas predicdes, ja que 0os métodos computacionais avancados conseguem prever com
alta acuracia a toxicidade, solubilidade e biodisponibilidade de compostos, facilitando a selecdo
de candidatos mais seguros e eficazes (Rodrigues et al., 2023).

Diversas ferramentas computacionais tém sido desenvolvidas para diferentes aplicagdes
nos estudos in silico. Entre as principais abordagens, destacam-se a modelagem e o docking
molecular. A modelagem molecular permite a construcdo de estruturas tridimensionais de
biomoléculas. O docking molecular é uma técnica essencial nessa abordagem, utilizada para
prever a afinidade entre pequenas moléculas e alvos biolégicos, como enzimas e receptores
(Boulay et al., 2024). Exemplos de ferramentas incluem AutoDock, GOLD, Glide e SwissDock
e sua aplicacdo é fundamental na descoberta de novos inibidores enziméaticos e no
desenvolvimento de farmacos direcionados a proteinas especificas (Rodrigues et al., 2023).

Outra abordagem importante é a QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship),
que correlaciona caracteristicas estruturais de compostos quimicos com suas atividades
bioldgicas. Modelos QSAR sdo amplamente utilizados para prever propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas de novas moléculas (OECD, 2007; Benigni & Bossa, 2008).
Ferramentas como OCHEM, SwissADME e pkCSM s&o comumente empregadas, contribuindo
para a identificacdo de compostos com alta biodisponibilidade e baixa toxicidade (Lenskaya et
al., 2022).

Além disso, a predi¢do de propriedades ADMET (absorc&o, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade) e essencial para avaliar a viabilidade de novos farmacos. Modelos
computacionais permitem prever como um composto sera metabolizado no organismo e se
apresentara efeitos adversos significativos (Ekins et al., 2007). Ferramentas como
SwissADME, ADMET Predictor e pkCSM sdo utilizadas para reduzir falhas em testes clinicos

ao eliminar candidatos com perfil inadequado (Raies & Bajic, 2016).
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Os estudos in silico tém sido aplicados em diversas areas da ciéncia biomédica. Por
exemplo, a aplicacdo de triagem virtual e docking molecular tem sido fundamental na
identificacdo de novas moléculas bioativas. Pesquisas recentes utilizaram docking molecular
para descobrir potenciais inibidores da proteina Mpro do SARS-CoV-2, contribuindo para o
desenvolvimento de antivirais contraa COVID-19 (Rodrigues et al., 2023; Boulay et al., 2024).
Além disso, os estudos in silico desempenham um papel importante na descoberta de novos
agentes antineoplasicos. Modelos QSAR e docking molecular tém sido usados para prever a
eficacia de compostos naturais contra receptores envolvidos na progressao do cancer (Vicentini
et al., 2023; Lenskaya et al., 2022). A Toxicologia preditiva também é uma area em
crescimento, auxiliando na avaliacdo do risco toxicolégico de substancias quimicas e na
regulamentacdo de novos produtos quimicos e cosméticos sem a necessidade de testes
extensivos em animais (Raies & Bajic, 2016).

Entretanto, os estudos in silico apresentam algumas limitagdes. A preciséo dos modelos
computacionais depende da qualidade dos dados disponiveis, podendo gerar resultados
inconsistentes em algumas situacfes. Além disso, embora as previsdes computacionais sejam
valiosas, € essencial validar os achados com estudos in vitro e in vivo. Apesar dessas limitacoes,
os estudos in silico revolucionaram a pesquisa biomeédica ao proporcionar métodos rapidos e
econdmicos para a triagem de novos farmacos e avaliacdo da toxicidade de compostos (Guerra
etal., 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta tese estdo apresentados em forma de artigos.

4.1 Artigo 1

Phytochemical profile and evaluation of acute and subacute toxicities, and genotoxicity of

a hydroethanolic extract of cladodes of Harrisia adscendens (Guirke) Britton & Rose
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Harrisia adscendens is used in folk medicine to treat
inflammation, toothache and as a diuretic. However, studies on its safety are still scarce.

Aim of the study: This study evaluated the phytochemical profile, acute and subacute toxicity,
and genotoxicity of a hydroethanolic extract of H. adscendens cladodes.

Materials and methods: To obtain the extract, a factorial design was developed by varying the

extraction method and proportion of plant drug. Phytochemical analysis was performed by LC-


mailto:thiago.napoleao@ufpe.br

27

ESI-MS. Acute toxicity (2000 mg/kg) was evaluated in mice, monitoring mortality and
hematological and biochemical parameters. Acute genotoxicity (2000 mg/kg) was evaluated in
vivo by comet and micronucleus assays. Subacute toxicity (250, 500 and 1000 mg/kg) was
evaluated in male and female mice for 28 days, with evaluation of behavioral, hematological
and biochemical parameters, in addition to histopathological analysis of organs.

Results: The factorial design indicated better efficiency using 10% (w/v) of drug, 1:1
ethanol:water and turbolysis method. LC-ESI-MS identified eight compounds, including
acetophenones, hydroxycinnamic acid, phenolic acid derivatives and a flavonoid. There was no
mortality or behavioral changes in the group treated with extract or in the control (saline
solution) in a single dose. Acute genotoxicity was also not detected. Treatment for 28 days with
H. adscendens extract did not promote significant changes in weight gain, food and water
consumption or biochemical parameters. However, a reduction in total leukocyte count was
observed in females for all doses. Histopathological analysis showed no changes in internal
organs.

Conclusion: A hydroethanolic extract of H. adscendens cladode rich in polyphenols was
obtained without toxicity or genotoxicity to mice. However, it promoted leukopenia in females,

which stimulated further studies on its immunomodulatory potential and chronic toxicity.

Keywords: cactus; safety assessment; rabo-de-raposa; polyphenols; traditional medicine.

Introduction

Medicinal plants have played a vital role throughout history, serving as therapeutic
resources for the treatment of various diseases (Jamshidi et al., 2017). In Brazil, the traditional
use of plants has roots in indigenous, African and European migrant communities. The country's
rich biodiversity, with a vast variety of plant species, makes it a privileged location for the
exploration of medicinal plants. Traditional knowledge about the therapeutic properties of these
plants has been transmitted from generation to generation, and its relevance continues to this
day (Ferreiraetal., 2019; Sa-Filho et al., 2021; Antunes et al., 2022). Among the various biomes
that make up the Brazilian territory, the Caatinga emerges as a notable reservoir of exclusively
Brazilian botanical biodiversity, housing more than 3,300 plant species (Fernandes et al., 2020).
Among these, we have the cacti (Cactaceae family), which are represented by approximately

58 species, 42 of which are endemic to the semiarid region (Lucena et al., 2013).
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The medicinal potential of cacti is recognized, including by the pharmaceutical industry.
As an example, we can mention two phytotherapeutics that are widely marketed in Brazil:
“Tintura de cactus”, produced from Cactus grandiflorus L. and indicated for the treatment of
angina pectoris, palpitations and congestive heart failure; and the elixir “Sanativo”, which
contains Cereus hildmannianus K.Schum., popularly known as mandacaru, and is
recommended for the topical treatment of general wounds and other conditions (Andrade et al.,
2006; Azoubel; Rios Ribeiro, 2013).

The genus Harrisia is part of the Cactaceae family and is widely distributed in the
Neotropical region, occurring from the Caribbean to Paraguay and Argentina. In Brazil, there
are three species, one endemic (Harrisia adscendens (Gurke) Britton & Rose) and two shared
with Paraguay and possibly Bolivia (Harrisia balansae (K.Schum.) N.P.Taylor & Zappi) and
Harrisia tortuosa (J.Forbes) Britton & Rose) (Zappi, Taylor, 2020). Harrisia adscendens is a
native species of the Caatinga, popularly known as rabo-de-raposa. The species is found in
practically all states of northeastern Brazil, except for the states of Maranhdo and Rio Grande
do Norte. In folk medicine, the infusion is used to treat amenorrhea, inflammation, toothache
and as a diuretic (Agra; Freitas; Barbosa-Filho, 2007; Andrade et al., 2006; Zappi et al., 2015).

Santos et al. (2018) reported the identification of two compounds in an ethanolic extract
of the roots of H. adscendens: 2-methyl-norharmanium, isolated for the first time in a natural
product, and 2,6-dihydroxy-4-methoxyacetophenone-2-O-glucopyranoside, which shares
similarities with pleoside, and whose identification is unprecedented in the Cactaceae family.
However, the lack of toxicological and pharmacological studies available in the literature on H.
adscendens has stimulated the present study.

Thus, this work aimed to evaluate an hydroethanolic extract of H. adscendens cladodes
for acute, subacute toxicity and genotoxicity, as well as to determine its phytochemical profile.
To our knowledge, this is the first report of in vivo investigation on the safety of an extract of

H. adscendens.

Material and methods

Plant material

The plant was collected in the municipality of Santa Terezinha, Pernambuco (07°22'40"

south and longitude 37°28'48™) between the months of November and December, before the

rainy season. A specimen was deposited in the herbarium of the Instituto Agrondmico de
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Pernambuco (IPA) with the identification number 95231. Plant collection was done with
authorization (no. 72024) of the Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBI0) and this study was recorded (A6AG60BA) in the Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado. The cladodes (stem) was cut
and dried in a circulating air oven for 3 days at 45 °C. Then, the material was crushed in an
industrial blender.

Factorial design

A factorial design (Table 1) was performed considering three factors: extraction process
(turbolysis and maceration), solvent (only water or 1:1 ethanol:water) and the amount of plant
drug (5 or 10%, w/v). The turbolysis process was performed in 3 cycles of 30 s, with intervals
of 4 min between each cycle. The maceration process was performed dynamically by magnetic
stirring for 6 h. The parameters evaluated were the determination of dry residue, total phenol
content and flavonoids content. The results were statistically analyzed using the Minitab and
Statistica programs. The experiments were performed in triplicate and the results were

expressed as the mean obtained for each test.

Total phenol content

The total phenol content was estimated using the Folin-Ciocalteau method (Singleton
and Rossi, 1965), with some modifications. Samples of 20 uL of each extract (1 mg/mL) were
mixed with 100 puL of the Folin-Ciocalteau reagent. After 3 min at 25 °C, 80 pL of sodium
bicarbonate (0.7 M) were added. The reaction was kept in the dark for 2 h at 25 °C. The
absorbance was measured at 735 nm using a microplate reader (BioTekUQuant MQX200).
Distilled water was used as a negative control. Gallic acid (10-100 pg/mL) was used as a
standard and the results were expressed as milligram of gallic acid equivalents per gram
(GAE/qQ) of extract.

Total flavonoid content
The flavonoid content was determined according to the aluminum chloride colorimetric

method (Woisky and Salatino, 1998). The extracts were tested at a concentration of 1 mg/mL.
The sample (100 uL) was mixed with 100 puL of the reagent [2% AICI3 in methanol]. After 1 h
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in the dark at 25 °C, the absorbance at 420 nm was read. Distilled water was used in the blank.
Quercetin (10-100 pg/mL) was used to obtain the calibration standard curve. The results
obtained were expressed as milligram of quercetin equivalents per gram (mg QE/g) of extract.

The experiment was performed in triplicate.

Dry residue

The dry residue was determined on an infrared balance (Série-ID v. 18, Marte), using 5
mL of the extractive solution, at a temperature of 130 + 1 °C, until the mass variation did not

change for 30 s.

Thin layer chromatography (TLC)

The extract sample and standards were applied to silica gel 60 - F254 chromatographic
plates (Macherey-Nagel®, Germany). After elution of the plates and application of specific
developers for different classes of metabolites (Silva et al., 2022), they were dried at 25 °C and

observed under ultraviolet light (254 and 365 nm) and visible light.

Phytochemical analysis by LC-ESI-MS

A high performance liquid chromatography system, coupled with an Amazon X (Bruker
Daltonics, USA) with an electrospray ion (ESI) source, was used to perform the ESI-MS
analysis. The LC System consisted of a LC-20AD solvent pump unit (flow rate of 600 pL/min);
a DGU-20A5 online degasser; a CBM-20A system controller and an SPD-M20A (190-800 nm)
diode array detector (Shimadzu, Kyoto, Japan). The LC separation was performed on a GIST
C-18 (5 mm, 100 A, 250 x 4.6 pm, Shimadzu) analytical column. Injections (20 pL of a 1
mg/mL solution of extract) were performed using an autosampler (SIL-20A). The mobile phase
consisted of 0.1% formic acid in water (solvent A) and methanol (solvent B). Exploratory linear
gradient (5-100% B) was performed to elution in 60 min. The analysis parameters were:
capillary 4.5 kV, ESI in negative mode, final plate offset 500 V, 4.0 bar nebulizer, dry gas (N>)
with flow rate of 8 mL/min and a temperature of 200 °C. CID fragmentation was achieved in
auto MS/MS mode using advanced resolution mode for MS and MS/MS mode. The spectra

(m/z 50-1,500) were recorded every two seconds.
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Animals

Male and female Swiss albino mice (Mus musculus) weighing between 25 and 30 g were
obtained from the Keizo Asami Institute (iLIKA) of the Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). The mice underwent an acclimatization period at 22 £ 2 °C, a cycle of 12:12 h
(light:dark), with controlled access to food (100 g) and water (100 mL) per cage to allow
consumption quantification for toxicological analysis. All experimental procedures were
conducted in accordance with ethical guidelines and received approval from the Animal Use
Ethics Committee (CEUA) of UFPE, under protocol number 0011/2022.

Acute oral toxicity

Acute toxicity assessment was conducted following the guidelines of the Organization
for Economic Co-operation and Development Protocol 423 (OECD, 2001). Female mice were
divided into two groups (n = 3/group) and received a single oral gavage dose. The control group
received only saline solution (0.9%, w/v, NaCl), while the other groups received H. adscendens
extract at 2000 mg/kg body weight. Behavioral changes were observed during the first 60-min
period after treatment administration, which was divided into four segments (0-15, 15-30, 30—
45, and 45-60 min). Subsequently, behavioral assessments were performed daily for a period
of 14 days. The evaluation covered several parameters, including piloerection, fecal
appearance, sensitivity to auditory stimuli and tactile sensation, mobility, and manifestations of
aggressive behavior. In addition, daily assessments were performed to monitor changes in body

weight, as well as water and food consumption.

Genotoxicity assessment

Female Swiss albino mice (n=5/group) were categorized into four groups for
experimentation: negative control, which received the vehicle (saline) orally; positive control,
which received 20 mg/kg methotrexate (MTX) by intraperitoneal injection; and test groups that
received a single oral dose of H. adscendens extract at 2,000 or 5,000 mg/kg. After an interval

of 24 or 48 h after treatment, a 60 L blood sample was collected from the tail vein.

Comet assay
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Blood samples collected after 24 h were used to perform the alkaline comet assay (Singh
et al., 1988), Microscope slides were sanded, washed, and coated with a layer of standard
agarose. Then, a mixture composed of whole blood (20 pL) and 0.5% low-melting-point
agarose (110 pL, 37°C) was carefully pipetted onto previously prepared microscope slides and
covered with a coverslip. The slides were then immersed for 1 h at 4 °C in a chilled lysis solution
(2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, and 10 mM Tris). After the lysis step, the slides were transferred
to an electrophoresis cuvette and covered with the electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1
mM EDTA, pH 13). The electrophoretic run was conducted at 4 °C for 20 min, with a voltage
of 32 V and a current of 300 mA. Subsequently, the slides were neutralized using 0.4 M Tris
pH 7.5 for 15 min, followed by drying and fixation with absolute ethanol. Analysis was
performed after staining with propidium iodide under a fluorescence microscope (Zeiss-Imager
M2; Carl Zeiss AG, Jena, Germany). One hundred nucleoids were evaluated for each animal
and were categorized into classes 0, 1, 2, 3, or 4 based on the damage observed. The damage
index was calculated by multiplying the number of nucleoids observed in each class by the
corresponding class value. The damage frequency (%) was calculated by comparing the number
of cells with damage with cells without damage (class 0) in each treatment. Three independent

experiments were conducted.

Micronucleus test

Blood collected after a 48-h period was used in the micronucleus assay, conducted as
described by Eiji et al. (1999). Microscope slides were prepared, washed, dried, and stained
with acridine orange (1 mg/mL). Then, the collected blood (5 pL) was applied to the slides and
covered with a coverslip. The slides were then examined using a Zeiss-Imager M2 fluorescence
microscope, equipped with a 40X objective and AlexaFluor 488 filter. The presence of
micronuclei (Mn) was evaluated in 2,000 polychromatic erythrocytes (PEC) per animal.

Repeated dose 28-day oral toxicity study

The repeated-dose oral toxicity study followed the recommendations of protocol
407/2008 of the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 2008).
Male and female mice (5 of each sex per experimental group) were divided into a control group

(saline solution per os) and groups treated with H. adscendens extract (250, 500, or 1,000 mg/kg
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per 0s). The animals were treated daily for 28 consecutive days. During the experimental
protocol, the animals were observed daily for the behavioral signs described for the previous
test and the occurrence of death. Weight gain and water and food consumption were recorded
weekly. On the 29th day, the animals were fasted for 8 h and anesthetized using ketamine (90
mg/kg) and xylazine (5 mg/kg) intraperitoneally to perform puncture of the inferior vena cava
and collect blood for analysis of biochemical and hematological parameters. Two separate tubes
were used for blood collection: one tube containing the anticoagulant ethylene diamine
tetraacetate (EDTA) and the other without any anticoagulant. After blood collection, the

animals were euthanized with an overdose of ketamine (300 mg/kg) and xylazine (30 mg/kg)

.p.

Assessment of hematological and biochemical parameters

Hematological parameters, including erythrocyte count, hemoglobin levels, hematocrit,
mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), as well as total and differential leukocyte counts, were
assessed using an automated analyzer (Animal Blood Counter: ABC Vet, Montpellier, France)
and light microscopy. Biochemical analysis of blood samples was performed to assess the levels
of albumin, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline
phosphatase, gamma-glutamyl transferase (GGT), total cholesterol, triglycerides, urea, and
creatinine using specific Kits (LabtestDiagnostic, Lagoa Santa, Brazil) and a COBAS Mira Plus

analyzer (Roche Diagnostics Systems, Basel, Switzerland).

Statistical analysis

Results of acute and repeated dose toxicity were expressed as mean plus standard
deviation (SD) of replicates. One-way analysis of variance (ANOVA) was performed, followed
by the Bonferroni test for multiple comparisons. In the genotoxicity assessment result data were
represented by mean * standard error of the mean (SEM). Data normality was previously tested
using the Shapiro-Wilk test. Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey's post-test. In all cases, it was used the GraphPad Prism 8.0 software and p

value < 0.05 was considered statistically significant.

Results and discussion
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In this study, a factorial design was carried out for the production of H. adscendens
cladode extract considering the best extraction conditions to obtain high total contents of
phenols and flavonoids in relation to the dry residue. The selection of these parameters was due
to the fact that phenolic compounds and flavonoids are known to have a diversity of therapeutic
properties such as anti-inflammatory (Maleki, Crespo, Cabanillas, 2019), antinociceptive
(Alghamdi, 2020), and antipyretic (Polukonova et al., 2015) activities. The results are shown
in Table 1 and Figure 1.

Table 1. Optimization matrix for obtaining extract from H. adscendens cladodes.

Run Water Ethanol Plantdrug Method TPC TFC DR (9)

1 1 0 5 -1 24.41+0.18  2.96+0.01 1.71+0.07
2 1 0 10 -1 57.46+£0.13  2.76x0.02 3.17+0.54
3 1 0 5 1 112.74+0.14 3.19+0.03 1.71+0.07
4 1 0 10 1 115.80+0.28 6.23+0.14 2.53+0.01
3) 0.5 0.5 5 -1 37.07£0.13  3.12+0.04 1.26+0.22
6 0.5 0.5 10 -1 51.62+0.19  3.32+0.19 2.73+0.35
7 0.5 0.5 5 1 116.26+0.41 3.45+0.03 1.26+0.22
8 0.5 0.5 10 1 218.07+0.20 7.83+0.02 3.36x0.22

Water: 1 = 100% water; 0.5 = 50% water. Ethanol: 0 = 0% ethanol; 0.5 = 50% ethanol. Herbal
drug: 5 = 5% (w/v); 10 = 10% (w/v). Method: -1 = Maceration; 1 = Turbolysis. TPC: total

phenol content; TFP: total flavonoids content; DR: dry residue.

Regarding the flavonoid content (Figure 1A), the ideal configuration was shown to be
the use of the turbolysis method, 1:1 ethanol:water and a 10% herbal drug amount. This set of
factors resulted in a value of 6.10 = 0.01. Considering the total phenol content (Figure 1C), the
same conditions proved to be the best option, resulting in a value of 177.67 + 0.10. Regarding
the dry residue (Figure 1E), once again the use of the turbolysis method, 1:1 ethanol:water and

10% plant drug were the ideal conditions, resulting in a value of 2.53 £ 0.11.
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Figure 1. Evaluation of factorial design for obtaining an extract from Harrisia adscendens
cladode extract. Response surface and Pareto charts for flavonoid content (A, B), phenol content
(C, D) and dry residue (E, F) are shown.
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Following the statistical analysis of the factorial design performed, it was possible to
identify the relative contribution of each variable regarding the extraction of flavonoids (Figure
1B), phenols (Figure 1D) and the amount of dry residue obtained (Figure 1F). The extraction
methodology was the most relevant factor for the extraction of phenols and flavonoids, while
the concentration of the drug was the most influential factor for the dry residue. Thus, the extract
obtained by turbolysis using 1:1 ethanol:water and 10% of plant drug was used in the next
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assays. TLC analysis of this extract revealed the presence of flavonoids, cinnamic acid
derivatives, anthracene derivatives, saponins, and reducing sugars. The analysis of the extract
through HPLC-ESI-MS allowed to identify 8 compounds, as shown in Table 2.

All peaks were identified as phenolic compounds: 3 are acetophenones (compounds 5,
7 and 8), 1 hydroxycinnamic acid (compound 1) and 3 derivatives of phenolic acids
(compounds 2, 3 and 4). In their study, Santos et al. (2018) identified the presence of 2,6-
dihydroxy-4-methoxyacetophenone-2-O-glucopyranoside in the hydroethanolic extract of H.
adscendens roots, while in the present study, 3 similar acetophenones were found, but they

differ in the radical as we can see in Figure 2.
Figure 2. Chemical structure of acetophenones present in the hydroethanolic extract of H.

adscendens cladodes. (A) 2,6-dihydroxy-4-methoxyacetophenone-2-O-glucopyranoside. (B)
2,6-dihydroxy-4-methoxyacetophenone.

11




Table 2. Phytochemical profile of Harrisia adscendens hydroethanolic extract by HPLC-ESI-MS.

37

uv Amax
Peak R.T (min.) (am) [M-H]-m/z MS" m/z Annotation Reference
nm
Schiitzet al., 2005; Zhang et al.,
1 5.5 - 341 MS? [341]: 281 (3,06);179 (100) Caffeic acid-O-hexoside 2018
MS? [405]: 387 (22.56); 303 (8.48); 191
2 9.7 - 405 Quinic acid derivative I Tambara et al, 2018
(100);179 (3.14)
3 19.5 - 329 MS? [329]:283 (7.09); 269 (10,94) Quinic acid derivative 11 Tambara et al, 2018
4 25.7 283 329 MS? [329]: 223 (12.53); 167 (100) Vanillic acid-O-hexoside Krambergeret al., 2020
2,6-Dihydroxy-4-
MS? [505]: 323 (2.95); 181 (100); 166 Delnavazi et al., 2015; Santos et
5 27.9 284 505 methoxyacetophenone-O-
(11.95) ) i al., 2018
dihexoside
MS? [933]: 771 (100); 610 (0.24); 463  Quercetin-3-O-hexoside- Llorent-Martinez et al., 2017,
6 29.3 267,330 933
(0.20) rutinoside-7-0O-hexoside Dienaitéet al., 2020
2,6-Dihydroxy-4-
Delnavazi et al., 2015; Santos et
7 32.5 282 343 MS? [343]: 181 (100); 166 (0.75) methoxyacetophenone-O- L2018
al.,
hexoside
2,6-Dihydroxy-4-
Ye, et al., 2007; Delnavazi et al.,
8 37.5 283 385 MS? [385]: 181 (100); 166 (1.85) methoxyacetophenone-O-

acetyl-hexoside

2015; Santos et al., 2018
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Acetophenone, an aromatic ketone, is chemically characterized by a carbonyl group
attached to a phenyl ring. In industry, acetophenone has applications as an intermediate in the
synthesis of a range of products, including fragrances, dyes, medicines and plastics. In
medicine, acetophenone has been used as a hypnotic agent, however high concentrations were
needed to induce sleep, and it is currently used as a photosensitizing agent in medicines that
become inactive until they come into contact with ultraviolet light or sunlight (Beaumetz, 1886;
Brown, 2008; Soucy, 2014; Liu et al., 2015). In addition, acetophenone derivatives are
precursors to several synthetic drugs, such as the antidepressant Bupropion and the sedative
hypnotic agent Zolpidem (Foley et al., 2006; Sumalatha et al., 2009). Neto et al. (2020) reported
the antifungal effect of 3,4-(methylenedioxy)-acetophenone against strains Candida albicans,
Candida parapsilosis and Candida glabrata, as well as inhibiting the growth of Aspergillus
fumigatus.

Phenolic acids are a class of compounds that includes hydroxybenzoic acids and
hydroxycinnamic acids, characterized by having a hydroxyl group linked to an aromatic ring.
Among the biological activities attributed to phenolic acids are neuroprotective, antioxidant,
anti-inflammatory, antiallergic, antimicrobial, cardioprotective, anticancer and antidiabetic
effects (Anantharaju et al., 2016, Kumar and Goel 2019). These compounds are present in cacti
such as Opuntia ficus-indica (L.) Mill (Santiago et al., 2021) and Myrtillocactus geometrizans
Mart. ex Pfeiff.) Console (Montiel-Sanchez et al., 2021).

In the acute toxicity evaluation, animals that received the 2000 mg/kg dose did not
exhibit behavioral alterations when compared to the control group. Parameters such as
locomotor activity, posture, reflexes, and respiration were monitored during the test, with no
changes indicative of toxicity. When evaluating the water and food consumption and weight
variation of the animals, a significant reduction in weight variation was observed in the first 4
days; however, it was reestablished from the 6th day onwards without difference in relation to
the control group (Figure 3A). This initial reduction may be related to the low palatability of
the extract or to the stress induced by the oral gavage procedure, both of which are known to
transiently affect food intake and body weight in rodents (Liu et al., 2018; Mapplebeck et al.,
2022). Regarding food and water consumption (Figure 3B and 3C), there were no statistically
significant changes when comparing the treated and control groups.

The results obtained in this study corroborate other findings in the literature on cacti.
Souza et al. (2018) observed no signs of toxicity in animals subjected to doses of up to 2000
mg/kg of ethanolic extract of Pilosocereus gounellei (F.A.C.Weber ex K.Schum.) Byles &
G.D.Rowley orally. Similarly, Oliveira et al. (2018) found no changes in animals exposed to
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doses of up to 5000 mg/kg of saline extract of P. gounellei. In another study, it was investigated
the methanolic extract of Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw. cladodes and it was not identified
behavioral, biochemical or hematological changes in animals exposed to doses of up to 5000
mg/kg (Siddiqui et al., 2021). These studies reinforce the literature regarding the low or absence
of toxicity of cacti, which may be attributed, at least in part, to the presence of phenolic
compounds and flavonoids. These metabolites belong to classes widely recognized for their
safety profile and protective effects in experimental models. Furthermore, phenolic compounds
have been safely consumed through dietary sources for centuries, further supporting their

biocompatibility in preclinical studies (Kumar and Goel, 2019).

Figure 3. Variation in weight (A), food consumption (B) and water consumption (C) of animals
submitted to evaluation of acute oral toxicity of H. adscendens extract. (*) Significant difference

(p < 0,05) in comparison with control.
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The results obtained in the comet assay and micronucleus test are shown in Table 3. The
treatment with 2000 mg/kg of extract did not show genotoxicity with polychromatic
erythrocytes concentrated in classes 0 and 1, similarly to the negative control. The positive
control showed damage concentrated in classes 2, 3 and 4. Similar results were observed in the
micronucleus test, in which the treatment at 2,000 mg/kg did not differ from the negative

control, but was significantly different from the positive control. Oliveira et al. (2020) described
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that oral treatment with saline extract of P. gounellei demonstrated chemoprotective action on
DNA against cyclophosphamide in mice.

Table 3. Genotoxicity assessment of Harrisia adscendens cladode extract administered orally

to albino mice.

Classes

Groups Dl DF MnPCE

0 1 2 3 4
NC 91.13+2.26*  3.25+1.10" 2.38+1.02"  2.13+#1.30* 0.63+0.40 10.88+3.85 8.88+2.26"  1.60+0.51"
PC 16.0+9.43" 24.38+3.64" 21.63+1.48" 28.83+4.54" 10.0+1.57" 210.8+12.82" 84.50+9.60" 27.40+4.27"

2,000 mg/kg 82.63+2.69 # 12.50+2.39" 3.25+0.77* 0.88+0.52% 0.75+0.25% 24.63+3.05** 17.38+2.69* 2.20+0.49™

NC: Negative Control; PC: Positive Control; MnPCE: Micronucleated polychromatic
erythrocytes. DI: Damage index. DF: Damage frequency. (") p < 0.05 compared to the negative

control. (#) p < 0.05 compared to the positive control.

Since the extract demonstrated safety data in the acute toxicity test and genotoxicity
assay, the subacute toxicity assessment was conducted in male and female mice for 28 days.
Figure 4 shows the results of the analysis of the variation in body weight, as well as the profiles
of water and food consumption. A reduction in food consumption was observed in the groups
of males and females treated with 1000 mg/kg, however, there were no significant differences
in the weight variation of the animals. Water consumption was not affected throughout the 28
days of treatment.

The analyses of the hematological parameters of male and female mice subjected to
subacute toxicity assessment are presented in Table 4. For both sexes, there were no significant
changes (p > 0.05) in the number of erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, MCV, MCH and
MCHC in all groups that received the extract. However, a reduction in the total number of
leukocytes was observed in all groups of treated females and in the male group treated with

1,000 mg/kg, compared to the control.
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Figure 4. Weight variation (A, B), food consumption (C, D), water consumption (E, F)
of male and female animals from the control group and treated with Harrisia adscendens extract

(250, 500 and 1000 mg/kg per os) daily for 28 days. (") Significant differences (p < 0.05) were
found compared to the control.
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Table 4. Hematological parameters of male and female mice in the control group and after treatment with Harrisia adscendens extract (250, 500,

and 1000 mg/kg per os) daily for 28 days.

Groups RBC HB HCT MCV MCH MCHC WBC NEU LYM MON BAS EOS
Males

Controle 16.74+1.87 24.88+1.93 87.55+9.47 55.65+6.25 25.1749.43 29.30+1.58 12.55+3.47 62.31+0.41 25.13+0.71 3.56+0.55 0.14+0.06 1.96+0.28
1000 mg/kg 14.65+3.26 22.65+4.80 76.90+5.87 62.87+3.14 25.67+1.92 27.55+2.58 8.08+1.62* 61.81+1.08 24.52+0.94 3.73+0.67 0.11+0.04 1.87+0.23
500 mg/kg  17.30+2.78 26.00+3.54 90.70+6.70 52.30+1.89 26.89+1.75 29.70+2.20 13.20+2.10 62.27+1.10 25.36%0.75 3.26+£0.72 0.10+0.04 1.87+0.19
250 mg/kg  18.27+1.39 26.00+2.65 95.05#5.16 51.80+1.84 34.35+2.62 30.65+2.21 15.65+3.13 62.91+0.51 25.73+0.53 3.45+0.49 0.12+0.05 2.03+0.18
Females

Controle 13.22+1.40 20.82+2.40 67.54+9.06 49.52+591 15.90+0.57 30.33+0.58 13.45+1.98 61.64+1.18 27.08+1.47 3.38+0.71 0.15+0.05 1.79+0.45
1000 mg/kg 14.60+1.74 23.40+2.16 79.12+8.50 54.14+0.86 16.50+0.39 30.54+0.80 3.56+0.52* 62.02+1.88 26.42+1.66 3.46+0.56 0.16+0.05 1.7710.44
500 mg/kg  13.27+0.99 20.42+1.58 62.67+7.74 42.85+1.30 15.35+0.17 29.67+0.66 3.75+0.64* 60.46+2.58 26.17+1.79 3.50+0.65 0.16+0,02 1.69+0.50
250 mg/kg  11.79+2.08 18.65+2.75 60.85+5.09 51.57+1.29 15.85+0.47 30.82+1.14 5.72+0.83* 51.62+2.24 33.15+2.88 3.45+0.88 0.18+0.08 1.55+0.41

RBC: Red blood cells (x10%mm?); HCT

: Hematocrit (%); Hb: Hemoglobin (g/dL); MCV: Mean corpuscular volume (fL); MCH: Mean corpuscular hemoglobin (pg); MCHC:
Mean corpuscular hemoglobin concentration (g/dL); WBC: White Blood Cell (x103/mm3); NEU: Neutrophils (%); LYM: Lymphocytes (%); MON: Monocytes (%); BAS:
Basophils (%); EOS: Eosinophils (%). Values represent the mean = SEM (n=5/group). (*) Significant differences (p < 0.05) were found compared to the control group.
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The reduction in the number of leukocytes may be indicative of an immunomodulatory
effect, without indicating insufficiency (values below 1.9 x 10%/mm) (Santos et al., 2016). Some
plants can stimulate or inhibit the production of cytokines, interferons, antibodies and other
components of the immune system, influencing the defense against infections, inflammation
and allergies. An example of a plant with immunomodulatory activity is Echinacea purpurea
(L.) Moench, which has compounds such as polysaccharides, chicoric acid and alkamides,
which are involved in increasing the activity of natural killer cells together with CD8+ T
lymphocytes (Souza, Vianna, Oliveira, 2022). Another example is Uncaria tomentosa (Willd.
ex Schult.) DC., which has pentacyclic oxindole alkaloids that can inhibit the proliferation of T
and B cells, reduce the production of TNF-a and IL-1f3, and modulate the inflammatory
response (Sousa et al., 2020; Barbosa et al., 2023). Therefore, it is important to perform more
studies on the immunomodulatory activity of H. adscendens and on its prolonged use.

In the analysis of biochemical parameters (Table 5), male mice treated with all doses of
the extract exhibited a statistically significant reduction in ALT levels compared to the control
group (p < 0.05), whereas no differences were observed among female groups. AST levels
remained stable across all treated groups in both sexes, suggesting the absence of hepatocellular
damage. Although the reduction in ALT levels in males was statistically significant, it is not
considered toxicologically relevant, and isolated changes in ALT without concurrent alterations
in AST or other hepatic markers are not indicative of liver dysfunction (Eaton & Klaassen,
2019). Furthermore, similar reductions in ALT have been reported in studies with plant extracts
rich in phenolic compounds, where the decrease is interpreted because of hepatic enzyme
modulation rather than liver toxicity Yang, J., et al. (2020). The other parameters (ALP, GGT,
TP, BUN, CRE, CHO and TG) did not show significant variations between the treated and

control groups.
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Table 5. Serum biochemical parameters of male and female mice in the control group and after treatment with Harrisia adscendens extract (250,

500, and 1000 mg/kg per os) daily for 28 days.

Groups ALT AST ALP GGT TP BUN CRE CHO TG

Males

Control 90.41+1.45 80.33+1.27 9.71+0.39  8.85+0.24 10.98+0.20  0.37+0.09 0.27+0.08 100.45%£3.32 76.70 +4.41
1000 mg/kg  65.70+2.83* 81.50+1.22 9.33+0.15 8.56+0.14 11.16+0.41  0.33+0.04 0.24+0.09 105.55+2.61 82.50 +2.49
500 mg/kg ~ 59.85+2.21* 79.80+2.02 9.20£0.16  8.89+0.71 10.79+0.30  0.36 +0.12 0.29+0.04 107.43+2.02 81.41+2.03
250 mg/kg  75.77 £2.64* 80.25+1.73 9.27#0.12  8.62+0.40 10.83+0.24  0.35+0.01 0.25+0.03 102.43+1.40 81.03%1.61
Females

Control 89.61+2.21 79.96+1.37 9.39£0.24  9.29+0.33 10.79+0.42  0.35+0.12 0.31+0.06 99.32#3.11  79.30%4.45
1000 mg/kg  82.02+2.11 80.69+1.68 9.41+0.39  9.52+0.43 10.96+0.48  0.40+0.06 0.38+0.09 104.33+1.89  78.66 + 1.56
500 mg/kg ~ 84.49+1.33 79.88+1.38 9.54+0.21  9.27+#0.29 10.35+0.37  0.35+0.04 0.39+0.07 102.43+2.44  76.46 +2.33
250 mg/kg  86.64+1.50 79.63+1.82 9.47+0.19  9.68+1.68 10.95+0.98  0.36x0.05 0.35+0.10 101.52+1.72 76.67 + 1.56

ALT: alanine aminotransferase (U/L); AST: aspartate aminotransferase (U/L); GGT: Gamma-glutamyl transferase (U/L); TP: Total protein (g/dL);
BUN: Blood Urea Nitrogen (mg/dL); CRE: Creatinine (mg/dL); CHO: total cholesterol (mg/dL); TG: triglycerides (mmol/L). (*) Statistically
significant difference (p < 0.05) compared to the control.
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Touiti et al. (2020), in their evaluation of subacute toxicity using infusion of Herniaria
glabra L., Opuntia ficus indica, Zea mays L. and Zizyphus lotus L. in rats, also observed a
reduction in ALT values. In this case, the authors related this change observed in the
biochemical marker with the variation in the animals' weight, thus not indicating toxicity.
Messias et al. (2010), using methanolic extract of the stem of Cereus jamacaru, observed an
increase of 45.7% and 41.9% for ALT at doses of 250 and 500 mg/kg when compared to the
control. In this case, the author also did not associate this change with signs of toxicity, but only

with liver overload.

Conclusion

Acute oral treatment with the H. adscendens extract did not induce genotoxic effects
and presented no signs of severe toxicity. However, a transient reduction in body weight was
observed in the first days after administration, and repeated dosing over 28 days resulted in a
significant reduction in leukocyte counts, suggesting mild biological responses to the extract.
Despite these findings, the absence of behavioral alterations, mortality, or organ damage
supports the safety of the extract at the tested doses. These results provide a reasonable basis
for the continuation of further studies on this extract, particularly in the context of

phytopharmaceutical development.
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RESUMO

Harrisia adscendens € uma planta endémica do Brasil que é utilizada na medicina popular,
contudo, ndo existem estudos na literatura que comprovem suas atividades bioldgicas. Nesse
sentido, esse artigo visou avaliar as atividades antinociceptiva, anti-inflamatoria e antipirética
do extrato hidroetandlico de cladddios de H. adscendens. Ainda, foi avaliada a atividade
cicatrizante de gel contendo o extrato. No teste de formalina, o extrato demonstrou atividade
antinociceptiva especialmente na fase inflamatoria. O extrato também inibiu o desenvolvimento
do edema de pata induzido por carragenina, alcancando 47,50% de inibicdo na dose de 400
mg/kg. Além disso, reduziu a infiltracdo de leucdcitos e os niveis de citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a, IL-6, IL-1B ¢ IFN-y) no modelo de peritonite induzida por carragenina, evidenciando
seu potencial anti-inflamatdrio. A avaliagdo da atividade antipirética revelou que o extrato
reduziu significativamente a temperatura corporal, principalmente na dose de 400 mg/kg. Além
disso, o gel produzido contendo o extrato (10%) demonstrou atividade cicatrizante. Os
resultados indicam potenciais farmacoldgicos do extrato de Harrisia adscendens, justificando
estudos mais aprofundados para elucidar seus mecanismos de acdo e explorar seu uso
terapéutico.

Palavras chaves: Antinociceptivo, rabo-de-raposa, inflamagéo, febre, cicatrizacéo
INTRODUCAO
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A busca continua por estratégias para alivio da dor e inflamacdo é um dos desafios
cruciais enfrentados na area da salde. Essas respostas fisiologicas complexas sdo muitas vezes
sintomas de doencas cronicas, lesdes ou disfuncdes autoimunes, desencadeando desconforto
fisico e emocional significativo, afetando a qualidade de vida dos afetados (Yamamotov4, 2019;
Cohenetal., 2021). Nesse sentido, o ser humano tem olhado para a natureza ao seu redor desde
0 inicio dos tempos, reconhecendo nas plantas medicinais uma fonte de alivio e cura (Rocha et
al., 2021)

A dor pode ser definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano” (Raja et al.,
2020). Ela abrange uma variedade de tipos, como dor aguda, cronica, somatica, visceral e
neuropatica; além disso, pesquisas indicam que queixas de dor mais comuns sdo dores de
cabeca, distlrbios temporomandibulares e dores crénicas ndo especificadas (Nasser e Afify,
2019). Plantas cactaceas como Pereskia sacharosa (Ruiz et al., 2022) e Pilosocereus gounellei
(Oliveira et al., 2018) tém sido documentadas na literatura cientifica por sua eficacia
antinociceptiva, o que reforca a validade de seus usos com base no conhecimento tradicional
da populacéo.

O género Harrisia, composto por um conjunto de 19 espécies de cactos, representa um
grupo de plantas nativas das Américas Central e do Sul. Essas plantas sdo adaptadas a uma
variedade de habitats, desde florestas tropicais até regides desérticas e costeiras, e demonstram
notavel resiliéncia a seca. Além de seu valor ecoldgico como fornecedoras de alimento e abrigo
para varias formas de vida, algumas espécies de Harrisia tém uma importancia adicional na
medicina tradicional, onde sdo usadas para tratar infeccBes, inflamacdes e distlrbios
gastrointestinais (Zimmermann; Pérez, 2010; Silva, 2018; Torres; Zamora; Nufiez, 2023).

Harrisia adscendens é endémica do Brasil e frequentemente encontrada em areas de
Caatinga e Cerrado. Além de sua presenca marcante no ambiente natural, essa espécie também
estd presente na medicina tradicional, onde é utilizada para tratar enfermidades, como
problemas renais e dores (Santos et al., 2018). Um estudo fitoquimico de suas raizes revelou a
presenca de novos metabolitos secundarios, incluindo um alcaloide [B-carbolina e uma
acetofenona, que séo exclusivos do género Harrisia e da familia Cactaceae (Santos et al., 2018).

Com o intuito de preencher uma lacuna na literatura em relacdo as propriedades

farmacolodgicas da H. adscendens, o presente artigo realizou uma avaliagdo das atividades
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antinociceptiva, anti-inflamatdria, antipirética e cicatrizante de extrato hidroetandlico dos

cladddios de H. adscendens.

METODOLOGIA

Material vegetal e preparacgédo do extrato

A planta foi coletadaa na regido de Santa Terezinha, Pernambuco, nas coordenadas
07°22'40" S e 37°28'48" W. O material botanico foi identificado e depositado no Herbério
Déardano de Andrade Lima — IPA, sob nimero de tombo 95231. O extrato hidroetanolico foi
preparado a partir do pé obtido apos a secagem dos cladodios. O processo de turbolise incluiu
trés ciclos de 30 s com intervalos de 4 min, com uma proporc¢éao de 10% (p/v) de droga vegetal,
utilizando etanol:agua 1:1 como solvente. Apos a extracdo, o extrato foi seco usando um Mini
Spray dryer LM MSDi 1.0 (LabMagq do Brasil, Ribeirdo Preto, Brasil).

Animais

Camundongos machos ou fémeas albinos suicos (Mus musculus) com peso entre 25 e
30 g foram obtidos do Instituto Keizo Asami (iLIKA) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os camundongos passaram por um periodo de aclimatizacdo a 22 + 2 °C, com um
ciclo de 12:12 h (luz:escuro) e acesso ad libitum a alimento e dgua. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes éticas e receberam aprovacao do
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, sob o protocolo niimero 0011/2022.

Avaliacdo da atividade antinociceptiva

Teste de contor¢des induzidas por acido acético

O método empregado foi o proposto por Hunskaar e Hole (1987), com pequenas
modificagdes por Viana et al. (1998). Os camundongos machos foram divididos em seis grupos
(n =6 por grupo). Os grupos foram tratados com solugéo salina por via oral (controle), extrato
de H. adscendens (100, 200 ou 400 mg/kg por via oral), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou

indometacina (20 mg/kg, i.p.). Posteriormente, cada animal recebeu uma injecéo intraperitoneal
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de &cido acetico a 0,85% (v/v) em solucdo salina. A solucdo salina ou o extrato vegetal foram
administrados 1 hora antes do &cido acético, enquanto a morfina ou a indometacina foram
administradas 30 minutos antes. Os camundongos foram entdo colocados em uma caixa de
polietileno para registrar o periodo de laténcia (tempo até a primeira contorc¢ao) e o nimero de

contorgdes no intervalo correspondente a 5 a 15 min apo6s a injecdo de acido acético.

Teste de imersdo da cauda

Camundongos machos foram pré-selecionados quanto a sensibilidade, imergindo suas
caudas (3 cm de comprimento) em agua quente (55 + 1°C). Foram selecionados os animais que
retiraram suas caudas em menos de 5 s. O teste foi realizado conforme adaptado por Khatun et
al. (2015). Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 6 por grupo) que receberam
solugéo salina por via oral (controle), morfina 10 mg/kg i.p. (controle positivo) ou extrato de
H. adscendens (100, 200 ou 400 mg/kg por via oral). O periodo de laténcia (tempo necessario
para cada camundongo retirar a cauda) foi determinado 30, 60 e 90 min apds a administracéo
dos tratamentos. Um periodo de laténcia de 20 s foi considerado analgesia completa, e a cauda

foi retirada para evitar lesoes.

Teste de formalina

Camundongos machos foram divididos em seis grupos (n = 6 por grupo), e 0s seguintes
pré-tratamentos foram administrados: solucdo salina por via oral (controle), extrato de H.
adscendens (100, 200 ou 400 mg/kg por via oral), morfina (10 mg/kg i.p.) ou indometacina (20
mg/kg i.p.). Ap6s 60 min, 20 uL de formalina a 2,5% (v/v) em solucéo salina foram injetados
na regido subplantar da pata traseira direita de cada animal. O tempo que 0 camundongo passou
lambendo sua pata foi registrado durante os primeiros 5 min apés a injecdo de formalina
(primeira fase: dor neurogénica) e entre 15 e 30 min ap6s a injecdo (segunda fase: dor

inflamatdria) (Hunskaar e Hole, 1987).

Atividade antipirética

A investigacdo da atividade antipirética do extrato de H. adscendens seguiu o protocolo

descrito por Oliveira et al. (2019). Inicialmente, 30 camundongos machos foram pré-
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selecionados com base em suas temperaturas retais, que variavam entre 35,0 °C e 36,0 °C. Em
sequida, esses animais receberam uma injecdo subcutanea de Saccharomyces cerevisiae (1
mL/100 g de peso corporal), que consistia em uma suspensdo a 15% (p/v) em solucdo salina.
Apds um periodo de 18 h, as temperaturas retais foram medidas novamente, e os camundongos
que apresentaram um aumento de temperatura corporal superior a 1 °C foram aleatoriamente
distribuidos em grupos de cinco. Esses grupos receberam tratamentos distintos, incluindo
solucdo salina 0,9% (controle), extrato de H. adscendens (nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg,
administradas por via oral) ou dipirona 100 mg/kg (controle positivo). As temperaturas retais
foram monitoradas em intervalos de 30, 60, 90, 120 e 180 min ap6s a administracdo dos

tratamentos.

Ensaios de atividade anti-inflamatoria

Edema de pata induzido por carragenina

Os camundongos foram distribuidos em cinco grupos, cada um contendo seis animais.
Para induzir o edema na pata, foi injetada uma solucgéo de carragenina a 2%, com um volume
de 15 pL por animal, na regido subplantar da pata direita. Na pata esquerda, 0s animais
receberam uma injecdo de 15 pL de solucéo salina a 0,9%, conforme descrito por Winter et al.
(1962). Previamente a inducdo do edema, os animais foram pré-tratados com diferentes
substancias: extrato de H. adscendens nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, solucédo salina 0,9%
(controle) ou indometacina (20 mg/kg). Todos os tratamentos foram administrados por via oral,
1 h antes da injecédo da carragenina. O volume da pata direita foi mensurado em intervalos de
1, 2,3 e 4 hapds ainducdo do edema, utilizando um paquimetro digital.

A atividade anti-inflamatoria foi medida como a area sob a curva (ASC). A inibicdo
total (T1%) foi obtida para cada grupo e em cada registro usando a seguinte razdo: Tl (%) =
[ASCcontrole — ASCrratado] - 100/ASCccontrole.

Peritonite induzida por carragenina
Camundongos machos foram divididos em cinco grupos experimentais (n=6 por grupo)

e a peritonite foi induzida pela injecdo intraperitoneal de 0,25 mL de solugéo de carragenina a

1% (p/v). Trinta minutos ap6s a inducdo da peritonite, 0s animais receberam, via oral, 10 mg/kg
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de diclofenaco (controle positivo), veiculo (salina; controle negativo) ou o extrato nas doses de
100, 200 e 400 mg/kg. Quatro horas ap06s a inoculagdo da carragenina, os animais foram
sacrificados e 2 mL de salina contendo 1 mM de EDTA foram injetados na cavidade peritoneal
para coleta do fluido peritoneal. O fluido coletado foi centrifugado a 3000 rpm por 5 min a 25
°C para separar as células. As células precipitadas foram entdo utilizadas para contagem total
de leucacitos utilizando uma cAmara de Neubauer sob microscopia optica (Eclipse E100, Nikon,
Téquio, Japdo), apos diluicdo em solugédo de Turk (1:20) (Marinho et al., 2024). Os resultados
foram expressos como o numero total de células por mililitro de exsudato peritoneal
(leucdcitos/mL). A medigdo dos pardmetros inflamatdrios foi realizada no sobrenadante do

fluido peritoneal.

Medicao de parametros inflamatorios

Proteinas totais

A guantificacdo de proteinas totais no sobrenadante do fluido peritoneal foi determinada
seguindo o método descrito por Lowry et al. (1951) usando albumina sérica bovina (31,25-500

pg/mL) como padrdo.

Medicao dos niveis de citocinas

Interferon-gama (IFN-v), interleucinas (IL) 2, 4, 6, 10 e 17, e fator de necrose tumoral
alfa (TNF a) foram medidos no sobrenadante do fluido peritoneal usando o kit de citocinas
Th1/Th2/Thl7 Cytometric Bead Array (CBA) Il (Becton Dickinson Biosciences, EUA)
seguindo as instrucdes do fabricante. Os dados foram adquiridos no citdmetro de fluxo BD
Accuri C6 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). Curvas padrdo (0-5000 pg/mL) foram

determinadas para cada citocina e os dados foram analisados usando o software BD Accuri C6.
Medicao da atividade da mieloperoxidase (MPO)
A atividade da MPO foi determinada usando a técnica descrita por Bradley et al. (1982)

com algumas modificagdes. O sobrenadante do fluido peritoneal ou homogeneizado das patas

direitas (20 pL) foi incubado com 180 puL de o-dianisidina (0,167 mg/mL em tampé&o fosfato
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pH 6,0). Perdxido de hidrogénio (H202) a 1% foi usado como substrato para MPO. Apds 15
min de incubacdo, as absorvéncias foram determinadas em um espectrofotdmetro de

microplacas em um comprimento de onda de 460 nm.

Producéo de gel contendo o extrato de H. adscendens

Para a producdo do gel, foi utilizado Carbopol 940 como agente espessante. O extrato
foi incorporado ao gel nas concentracbes de 5% e 10% (p/v), de forma a garantir a
homogeneidade e a estabilidade da formulacdo. A mistura foi agitada continuamente até atingir

a consisténcia adequada para aplicacdo tdpica.

Ensaio de cicatrizacdo cutanea

Os camundongos machos foram anestesiados por via intraperitoneal com quetamina
(50 mg/kg do animal) e xilazina (20 mg/kg do animal). Ap6s a aplicacdo anestésica, cada animal
foi submetido a tricotomia na regido dorsal e a inducéo das lesdes com um Punch dermatoldgico
(regido cranio-caudal) expondo a fascia muscular (Thomé et al., 2012). Os animais foram
tratados uma vez ao dia, por 12 dias. Os grupos (n=6) foram divididos em controle negativo
(gel base), controle positivo (acetato de clostebol e sulfato de neomicina, ambos 5 mg), e dois
grupos testes (gel contendo o extrato a 5% e gel contendo o extrato a 10%). O fechamento da
ferida foi analisado através da mensuracéo da area da lesdo. As medidas foram realizadas a cada
2 dias, com auxilio de um paquimetro digital. A porcentagem de contracdo (C%) da ferida foi
calculada de acordo com a equacdo fornecida: C (%) = (area da ferida no dia 1 — area da ferida
no dia 12) x 100 / area da ferida no dia 1.

Andlise estatistica
Os resultados foram expressos como média das repeti¢es + desvio padréo (DP). Foi
realizada analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni para comparacdes

maultiplas. Um valor de p <0,05 foi adotado como nivel de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético é de suma importancia na
triagem farmacoldgica, uma vez que desempenha um papel fundamental na avaliagcdo de
compostos potencialmente analgésicos. Esse teste oferece uma maneira confiavel de avaliar a
capacidade antinociceptiva do composto de interesse em modelos animais, fornecendo
informacdes valiosas sobre seu potencial terapéutico (Singh et al., 1983; Gawade, 2012).

No presente estudo, observou-se uma reducao significativa no nimero de contor¢des no
grupo que recebeu uma dose de 400 mg/kg do extrato em compara¢ao com 0 grupo controle
negativo (Figura 1). Esse achado esta em linha com resultados previamente relatados por
Andrade et al. (2017), cuja pesquisa envolveu o extrato metanoélico das raizes de H. adscendens
em concentracdes até 400 mg/kg, sendo também detectada uma reducdo das contor¢des em

relacdo ao grupo controle negativo.

Figura 1. Contor¢Ges abdominais induzidas por &cido acético no grupo controle negativo,
controle positivo (morfina) e tratamentos com o extrato hidroetandlico de H. adscendens.

Resultados expressos como média = DP. (*) p < 0,05 e (**) p < 0,001 em relagéo ao controle.
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Seguindo o estudo, foi realizado o teste da formalina, que é uma avaliag&o utilizada para
estudar a atividade antinociceptiva em modelos animais. A resposta & injecao de formalina pode
ser dividida em duas fases distintas: a primeira fase, que esta associada a dor neurogénica,
ocorre imediatamente apds a injecdo e a segunda fase, relacionada a dor inflamatdria, acontece
5 minutos. Avaliando os resultados exibidos na Figura 2, pode-se notar que, na primeira fase
do teste, o extrato na dose de 400 mg/kg promoveu uma reducédo discreta, porém significativa,

no tempo de lambida da pata. Na segunda fase do experimento, observam-se resultados mais
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expressivos, com significancia estatistica nas doses de 200 e 400 mg/kg. Esses resultados
sugerem potencial atividade anti-inflamatoria do extrato. Além disso, os resultados corroboram
com Andrade et al., (2017), que também obteve melhores resultado na segunda fase do teste

utilizando o extrato metanolico das raizes de H. adscendens em doses até 400 mg/kg.

Figura 2. Efeito do extrato hidroetanolico de H. adscendens (100, 200 ou 100 mg/kg) sobre a
nocicepc¢do induzida por formalina em camundongos. Morfina e indometacina foram usadas
como controle positivo. Resultados expressos como média £ DP. (*) p<0,05e (**) p <0,001

em relagdo ao controle negativo.
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Outros estudos que investigaram cactaceas por meio do teste da formalina descreveram
resultados mais robustos na segunda fase desse teste, como Pinto et al. (2015) utilizando a
fracdo hidrometanolica de Pereskia aculeata e Oliveira et al. (2018) utilizando o extrato salino
de Pilosocereus gounellei. Tais resultados sugerem uma perspectiva promissora de atividade
anti-inflamatoria no contexto da familia das cactéaceas.

No teste de retirada da cauda (Figura 3), foi possivel observar um aumento significativo
na laténcia a partir de 60 min ap6s a administracdo do extrato na dose de 400 mg/kg, em
comparacdo ao grupo controle negativo. Alem disso, entre 90 e 120 min, foi observado um

aumento significativo da laténcia nos grupos que receberam as doses de 200 e 400 mg/kg. Esses
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resultados sugerem um indicativo da reducdo da sensibilidade a dor térmica nos animais,

corroborando com os achados anteriores.

Figura 3. Efeito do extrato hidroetanélico de H. adscendens sobre a nocicepgdo no teste de
retirada de cauda em camundongos. Resultados expressos como média = DP. (*) p < 0,05 e
(**) p < 0,001 em relagéo ao controle negativo.
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O desempenho observado com o extrato de H. adscendens neste estudo é comparavel
ao de outras plantas da mesma familia. Por exemplo, no estudo de Layachi et al. (2023), 0 uso
do extrato aquoso e etandlico das flores de Opuntia ficus-indica na dose de 500 mg/kg resultou
em um aumento médio de aproximadamente 50% no tempo de laténcia em compara¢do com o
grupo controle negativo. Além disso, Benattia et al. (2019) demonstraram um aumento no
tempo de laténcia dos grupos tratados com 500 mg/kg do extrato hidroetanolico das sementes
de Opuntia ficus-indica.

Apos a finalizacdo da avaliacdo antinociceptiva, passou-se a investigacdo da atividade
anti-inflamatoria do extrato de H. adscendens. Para isso, foi realizado o teste de edema de pata
induzido por carragenina. Os resultados da Tabela 1 evidenciam a inibi¢&o significativa do
desenvolvimento do edema nos grupos tratados o extrato a 200 e 400 mg/kg durante o primeiro

periodo de observacao e em todos os grupos a partir de 2 horas de teste. O melhor resultado foi
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0 grupo de 400 mg/kg, que apresentou uma inibicdo de 47,50% frente ao controle negativo.
Estudos demonstram que cerca de 1 hora ap6s a administracdo da carragenina, ocorre uma
liberacdo significativa de mediadores, como histamina e serotonina. Isso resulta em
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade dos capilares (Akunne et al., 2016; Benattia et al.,
2019; Souza et al., 2020), sugerindo assim a possibilidade que o extrato possua atividade como
anti-histaminico. Akunne et al. (2016) avaliaram a atividade anti-inflamatéria do extrato de
partes aéreas da cactacea Rhipsalis neves-armondii no teste de edema de pata, descreveram uma
inibicdo de 30% com a fracdo n-hexano e 53,33% de inibicdo com a fracdo de acetato de etila,

ambas na dose de 400 mg/Kkg.

Tabela 1. Efeito do extrato hidroetanolico de H. adscendens sobre o edema de pata induzido
pela carragenina em camundongos. Indometacina foi utilizada como controle positivo. ASC
(&rea sob a curva), IT (inibicdo total). Os valores foram expressos em média + desvio padrao.

(*) p < 0,001 em relacéo ao controle negativo.

Tempo
Grupos ASC IT (%)
1h 2h 3h
Controle 4,85+ 0,59 434+059 3,03+0,28 829+1,19 -
Indometacina 20 mg/kg 2,23 £ 0,31* 1,75+0,32* 1,05+0,13* 3,39+0,64* 59,08
100mg/kg 3,58+0,53 3,26 £0,35* 1,83+0,34* 597+0,90* 28,04
200mg/kg 3,19+0,23* 2,30+0,22* 1,74+0,25* 4,77+051* 42,52
400mg/kg 280+041* 2,08+0,33* 165+0,21* 4,35+0,74* 47,50

O modelo de peritonite induzida por carragenina é amplamente utilizado para estudar
respostas inflamatdrias. Ele causa aumento da permeabilidade vascular e acumulo de
leucdcitos, com células polimorfonucleares predominando inicialmente, seguidas por células
mononucleares (Hara et al., 1994). Os resultados (Tabela 2) mostraram que o extrato de H.
adscendens apresentou efeito dose-dependente na inibicdo da migracdo de células para o
peritdnio. O grupo controle, tratado com solugdo salina, apresentou uma média de 9,54 x 10°
células/mL no peritdnio, refletindo a resposta inflamatdria normal a carragenina. A dose de 100
mg/kg do extrato causou uma inibicao de apenas 9,90%, enquanto as doses de 200 e 400 mg/kg

reduziram a migracdo em 25,50% e 43,96%, respectivamente.

Tabela 2. Migracéo leucocitaria observada no teste de peritonite induzida por carragenina
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Grupos Migracao de células Inibicdo (%)
peritoneais
(x10° células/mL)
Controle negativo 9,54 -
Diclofenaco (10mg/kg) 2,90 69,63%
100mg/kg 8,59 9,90%
200mg/kg 7,10 25,50%
400mg/kg 5,34 43,96%

Na peritonite, os niveis de citocinas no fluido peritoneal sdo significativamente maiores
do que no plasma (Martineau & Shek, 2000; Hendriks et al., 2010) e niveis elevados de IL-1,
IL-2, IL-6 e TNF-a se correlacionam com a intensidade da resposta inflamatdria (Savolyuk et
al. 2016). O tratamento com o extrato de H. adscendens resultou em uma reducéo significativa
nos niveis de citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-2, IL-6, IL-17 e TNF-o (Figura 4). A
dose de 400 mg/kg apresentou o maior efeito anti-inflamatdrio. O extrato ndo teve um impacto
significativo nos niveis de IL-4, IL-10 e INF-y (Figura 4), nem na atividade da MPO (Figura 4)

Figura 4. Dosagens de citocinas no fluido peritoneal de animais dos grupos controle negativo
(CN), controle positivo (CP, diclofenaco 10 mg/kg) e tratados com o extrato de H. adscendens
a 100, 200 e 400 mg/kg submetidos a indugdo de peritonite por carragenina. (*) p < 0,05, (**)
p <0,01, (***) p<0,001, (****) p < 0,0001 em relacdo ao grupo CN.
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A reducdo nos niveis de citocinas pro-inflamatérias indica que o extrato de H.
adscendens pode estar inibindo a ativacdo de células imunes, como linfécitos T e neutrofilos, e
a producdo de mediadores inflamatorios. A auséncia de efeito sobre 1L-4, IL-10 e INF-y sugere
que o0 extrato ndo esta promovendo a resolucdo da inflamacéo por meio do aumento da IL-10,
ndo esta interferindo diretamente na resposta imune celular e ndo esta impactando diretamente
a resposta Th2. A auséncia de efeito sobre a atividade da MPO sugere que o extrato ndo alterou
a atividade dos neutrofilos ja presentes no local da inflamagdo. No entanto, ele pode estar
inibindo a migracdo dessas células, resultando em uma menor quantidade de neutrofilos no
fluido peritoneal, mesmo sem afetar sua atividade enzimatica (Gallova et al., 2004, Liang et al.,
2009, Vyver et al., 2016). Sendo assim, o extrato pode estar inibindo a migragéo de neutrofilos
para o local da inflamacdo, reduzindo sua contagem no fluido peritoneal, mas sem afetar a

atividade da MPO dos neutrofilos ja presentes. Ha ainda a possibilidade de haver de-efeitos
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indiretos, ou seja, 0 extrato pode estar atuando indiretamente na contagem de neutrofilos por
modular a producdo de citocinas que influenciam a producdo e a sobrevida dos neutréfilos
(Granger, Kubes 1994, Koch et al., 2021).

Estudos prévios demonstram a atividade anti-inflamatéria das cactaceas, como o de
Lima et al. (2024) que investigaram 0 extrato aquoso e etandlico de claddédios de Cereus
jamacaru. Os autores observaram uma inibicéo significativa da migracéo de leucdcitos no teste
de peritonite, com o extrato aquoso causando 66% de inibicdo na dose de 300 mg/kg e o extrato
etanolico demonstrando 73,5% de inibicdo na concentracdo de 100 mg/kg. Além disso, Siddiqui
et al. (2016) associaram os compostos isolados opuntiol e opuntiosideo (a-pirona) presentes na
Opuntia dillenii com atividades anti-inflamatérias, interferindo em varios processos envolvidos
na inflamacao, como as vias PLA2, COX, LOX e citocinas.

A febre é um dos sintomas classicos associados a inflamacao e desempenha um papel
fundamental na resposta do organismo a agentes infecciosos e lesdes. Quando ocorre uma
inflamacéo, como resultado de uma infecgdo bacteriana, viral ou devido a lesdes teciduais, 0
sistema imunoldgico é ativado. Isso desencadeia a liberacdo de substancias pré-inflamatorias,
como citocinas e prostaglandinas, que tém a capacidade de aumentar a temperatura corporal. A
febre € uma resposta adaptativa do corpo, e seu aumento de temperatura ajuda a acelerar a
resposta imunoldgica, tornando o ambiente menos favoravel para a sobrevivéncia de patégenos
invasores (Voltarelli, 1994; Kiekkas et al., 2013; Wilhelms et al., 2014).

Os dados apresentados na Figura 5 ilustram a variacdo da temperatura durante o teste
de atividade antipirética. E possivel observar uma reducéo significativa em todos 0s grupos
tratados com o extrato nos primeiros 60 minutos do teste. No entanto, durante o periodo de 90
a 120 minutos, observamos uma reducéo significativa apenas no grupo tratado com 400 mg/kg

em comparagdo com o controle negativo.



66

Figura 5. Efeito do extrato hidroetandlico de H. adscendens sobre a temperatura corporal em

camundongos com febre induzida por levedura. Dipirona foi usado como controle positivo.
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Os compostos identificados no extrato hidroetandlico de Harrisia-adscendens, tais como
acetofenonas, 4&cido hidroxicindmico, derivados de acidos fenolicos e flavonoides
(especialmente a quercetina-3-O-hexosideo-rutinosideo-7-O-hexosideo) (Freitas et al., no
prelo), fornecem uma base quimica para as atividades farmacoldgicas observadas. Esses
metabdlitos, sobretudo os flavonoides e as acetofenonas, sdo conhecidos por suas propriedades
antinociceptivas e anti-inflamatorias, atuando na inibicdo de mediadores pro-inflamatérios,
como prostaglandinas e citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-1B) (Maleki et al., 2019; Kumar & Goel,
2019), o que explica a reducdo da dor na segunda fase do teste de formalina e a inibigédo do
edema de pata induzido por carragenina. Ademais, esses compostos também apresentam
atividade antipirética, modulando a liberacdo de citocinas envolvidas na febre, como IL-1
(Polukonova et al., 2015; Tian et al., 2019), o que justifica a reducdo da temperatura corporal
observada nos camundongos tratados.

A cicatrizacdo de feridas é um processo complexo e dindmico que envolve uma série de
fases coordenadas, sendo a inflamag&o uma das primeiras e mais cruciais etapas. O processo
inflamatorio atua como uma defesa imediata contra infec¢fes e danos teciduais, recrutando
células imunes para o local da lesdo e liberando mediadores bioquimicos que preparam o tecido
para as fases subsequentes de reparo (Khemiri et al., 2019). Nesse contexto, também foi
realizado teste de cicatrizacdo utilizando uma formulacéo de gel feita com Carbopol 940 e o

extrato de H. adscendens, nas concentracOes de 5 e 10%. Os resultados obtidos (Figura 6) nos
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dias 6 e 12 mostraram que o extrato teve um efeito positivo na cicatrizagao, principalmente na
concentragéo de 10%.

No sexto dia, observamos que o gel contendo 10% do extrato apresentou uma
cicatrizacao significativamente melhor que o grupo tratado com gel a 5%, (43,02% e 32,42%,
respectivamente). No décimo segundo dia de experimento foi observado atividade significante
apenas no gel a 10% (65,32%). A Figura 7 traz imagens que representam a cronologia do

processo de cicatrizagdo em todos 0s grupos.

Figura 6. Contracdo da ferida ap6s 12 dias nos grupos controle negativo (NC), controle positivo
(PC) e tratados com gel contendo o extrato hidroetandlico de cladodios de H. adscendens a 5 o

10%. (*) p <0,05; (**) p < 0,001 em relacdo ao controle negativo.
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IFigura 7. Cronologia da cicatrizacdo de feridas excisionais nos grupos controle negativo (NC),
controle positivo (PC) e tratados com gel contendo o extrato hidroetanolico de cladddios de H.
adscendens a 5 0 10%.
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Outros estudos ja demonstraram as atividades cicatrizantes de cactaceas, como no
estudo de Khémiri et al. (2019), utilizando 0,6 pl/m? do 6leo de Opuntia ficus-indica, obtido
das folhas e flores da planta e aplicado topicamente em ratos. Foi obtida uma taxa de contracédo
da ferida de 90% no 9° dia de tratamento, comparada a apenas 50% no grupo controle. Outro
exemplo é o estudo de Lima et al. (2006), ao produzir uma formulagdo contendo Cereus
peruvianus Miller, que causou reducéo de 100% da ferida em ratos ap6s 16 dias, enquanto para

o controle negativo foram necessarios 24 dias de experimento.

CONCLUSAO

O estudo revelou evidéncias promissoras do potencial farmacol6gico do extrato
hidroetanodlico de H. adscendens. Ao avaliar a atividade antinociceptiva, verificou-se uma
reducdo da nocicepcéo, especialmente na segunda fase do teste de formalina, indicando uma
possivel atividade anti-inflamatoria do extrato. Essa eficacia como um agente anti-inflamatério

foi demonstrada em diferentes modelos. Os resultados sdo reforcados pela demonstracdo de
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atividade antipirética. Além disso, o gel produzindo com o extrato apresentou atividade

cicatrizante significativa.
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RESUMO

O presente estudo avaliou o potencial bioativo do extrato hidroetanodlico de Harrisia
adscendens através de analises in silico, focando suas propriedades farmacolégicas e perfis de
seguranca. Foram identificados 43 compostos por UPLC-MS, incluindo terpenoides, alcaloides
e policetideos. A ferramenta TEST (Toxicity Estimation Software Tool) avaliou a
mutagenicidade, revelando que 5 compostos (11,6%) apresentaram potencial mutagénico,
enquanto 88,4% foram considerados ndo-mutagénicos. A analise de LD50 pelo TEST
classificou os compostos segundo o GHS, com um composto na categoria 1 (extremamente
toxico), dois na categoria 3 (toxicidade moderada), treze na categoria 4 (baixa toxicidade) e 26
na categoria 5 (ndo toxicos). A analise in silico sugeriu atividades biologicas relevantes, como
a inibicdo de CDP-glicerol glicerofosfotransferase, agonismo da integridade da membrana,
inibicdo de fosfatases de acucar e inibicdo da enzima hidrolase de alquenilglicerofosfocolina.
Essas atividades sugerem um potencial para modular vias metabolicas criticas, com implicacdes
para o tratamento de distirbios metabdlicos, neurodegenerativos e infecciosos. O perfil
toxicoldgico favoravel da maioria dos compostos, com baixa toxicidade, auséncia de
mutagenicidade e risco minimo de efeitos adversos, reforcam o potencial do extrato de H.
adscendens para desenvolvimento farmacologico futuro.

Palavras chaves: Harrisia adscendens, analise in silico, inibidor da CDP-glicerol

glicerofosfotransferase, descoberta de medicamentos, distarbios metabélicos.
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INTRODUCAO

Desde tempos remotos, a natureza tem sido uma fonte essencial para o desenvolvimento
e sobrevivéncia da humanidade, que ao longo dos milénios evoluiu para as sociedades
contemporaneas. Essas comunidades utilizaram recursos naturais para construir abrigos,
desenvolver meios de transporte e, fundamentalmente, cultivar plantas que pudessem nutrir
suas populacdes. Com o avanco da agricultura, foi observado que muitas plantas, além de suas
propriedades nutricionais, também possuiam caracteristicas medicinais (Braga, 2011; Coelho,
Melo e borges, 2023).

Atualmente, mais de 80% da populacdo mundial utiliza medicamentos a base de plantas
(Miraldi e Baini, 2018). A fitoterapia moderna foca na padronizacao de extratos de plantas para
garantir eficacia e seguranga. No entanto, a auséncia de informagbes completas sobre a
composicdo dos extratos e seus possiveis efeitos adversos continua sendo um desafio
(Firenzuoli e Gori, 2007; Miraldi e Baini, 2018). O avanco da tecnologia em areas como a
farmacogenémica e a metabolémica estd sendo empregado para avaliar as qualidades
farmacoldgicas e a seguranca dos fitoterapicos (Firenzuoli e Gori, 2007).

Na atualidade, estudos in silico de extratos de plantas tém se tornado cada vez mais
importantes na descoberta de farmacos e na compreensédo da atividade das plantas medicinais,
oferecendo métodos eficientes e econdmicos para a descoberta de farmacos além da reducédo do
uso de animais de laboratorio nas pesquisas (Yi et al., 2018). Essas técnicas computacionais
incluem triagem virtual e analise de redes e ajudam a elucidar a base farmacoldgica das plantas
medicinais, além de modelar interacdes moleculares com receptores celulares, podendo assim
elucidar os mecanismos de acdo dos compostos (Yi et al., 2018; Waghulde et al., 2018).

Pesquisas in silico ja foram conduzidas com varios extratos de plantas para explorar
seus potenciais compostos e atividades bioldgicas. Por exemplo, um estudo sobre o extrato de
Cistus parviflorus revelou fortes efeitos antimicrobianos contra Escherichia coli, com
compostos como &cido eldgico e catequina mostrando afinidade de ligacdo ao DNA
bacteriano (El-Shibani et al.,2023). Da mesma forma, Prasetiyo, Martati e Saputra (2024) em
sua pesquisa sobre Andrographis paniculata identificaram compostos como desoxi-11,12-
didesidroandrografideo e androprafisideo como agentes anti-HIV por meio de docking

molecular e andlises dinamicas. Além disso, a analise in silico do extrato de Lactuca saligna
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destacou compostos como apigenina 7-O-glicuronideo e quercetina-3-O-glicuronideo como
potenciais agentes antibacterianos (Bouymajane et al., 2024).

Harrisia adscendens (Girke) Britton & Rose, nativa da Caatinga, é conhecida
popularmente como "rabo de raposa”. Essa planta tem uma importancia significativa na
medicina popular, com sua utilizagdo em infusfes contra amenorreia, bem como em aplicagdes
como diurético, anti-inflamatdrio e alivio de dores de dente (Agra; Freitas; Barbosa-Filho,
2007; Andrade et al., 2006; Zappi et al., 2015). Apesar da sua relevancia na medicina popular,
observa-se uma lacuna de estudos cientificos abordando suas propriedades bioldgicas, bem
Como a seguranca de seu uso.

Visando as possibilidades fornecidas pelos estudos in silico, esse artigo teve como
objetivo realizar uma avaliacdo in silico de propriedades farmacologicas e perfis de seguranca
dos compostos detectados através de UPLC-MS no extrato hidroetanolico de Harrisia

adscendens.

METODOLOGIA

Material vegetal e preparacgéo do extrato

A planta foi coletadaa na regido de Santa Terezinha, Pernambuco, nas coordenadas
07°22'40" S e 37°28'48" W. O material botanico foi identificado e depositado no Herbério
Dérdano de Andrade Lima — IPA, sob nimero de tombo 95231. O extrato hidroetandlico foi
preparado a partir do pé obtido apds a secagem dos cladddios. O processo de turbdlise incluiu
trés ciclos de 30 s com intervalos de 4 min, com uma proporcéo de 10% (p/v) de droga vegetal,
utilizando etanol:agua 1:1 como solvente. Apds a extracdo, o extrato foi seco usando um Mini
Spray dryer LM MSDi 1.0 (LabMagq do Brasil, Ribeirdo Preto, Brasil).

Perfil fitoquimico UPLC-MS/MS

O extrato seco foi solubilizado em metanol e transferido para tubos de 1,4 mL
codificados (Micronic), os quais foram previamente pesados em balanga calibrada. As amostras
foram secas em Speedvac a 40°C. Apds secagem, as massas foram aferidas na mesma balanca
previamente utilizada e solubilizadas em DMSO 99,5% (Sigma-Aldrich), para uma

concentracéo de 10 mg/mL e transferidas para placas LDV (Beckman 12782 - 9 pL),seguindo
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procedimento padronizado. As amostras foram armazenadas em atmosfera de nitrogénio a -

20°C até o uso.

Parametros da analise UPLC-MS/MS

Foi realizado um método de cromatografia liquida (LC) para analise fitoquimica do
extrato utilizando sistema UPLC Acquity HClass (Waters), equipado com coluna C18 BEH
Acquity de 1,7 pm (2,1 x 100 mm, Waters), operando a um fluxo de 0,5 ml/min e uma
temperatura de coluna de 40 °C. O gradiente de eluigéo foi programado da seguinte forma: 90%
de &gua, 5% de acetonitrila (CH3CN) e 5% de soluc¢do de acido férmico 2% (fase movel inicial);
aos 10 minutos, a concentracdo de CH3CN foi aumentada para 95%, mantendo 5% da solugéo
de acido férmico a 2% (curva 6); aos 12 minutos, a fase movel foi alterada para 100% de
CH3CN (curva 1); e 3 minutos de recalibracdo na fase maével inicial (totalizando 15 minutos).
Apos a separagdo cromatografica, os analitos foram submetidos a analise de espectrometria de
massa (MS/MS) utilizando um espectrémetro de massa tandem uhr-ESI-QQTOF Impact 1l
(Bruker), operando no modo positivo. Os parametros foram configurados com uma taxa de
aquisicdo de 8 Hz e um espectro em linha, com um limite absoluto de 25 contagens. Para a
ionizacdo, a fonte foi ajustada com os seguintes parametros: deslocamento de placa de
extremidade de 500 V, voltagem de capilar de 4500 V, presséo de nebulizacdo de 4 Bar para o
gas de secagem Nz, com fluxo de 10 I/min e uma temperatura de secagem de 200°C. Para
calibracdo do espectrometro, uma solucdo de formiato de sédio 10 mM foi utilizada, garantindo
uma calibracdo precisa e confidvel do instrumento para analise em alta resolucdo. Apds a

analise os dados brutos foram convertidos em mzXML no software do equipamento.

Parametros NP3 MS Worflow:

Os dados LC-MS/MS obtidos (mzXML) foram processados através do software NP3
MS Workflow (BAZZANO et al., 2024). A andlise do NP®* MS Workflow anota estruturas
guimicas com base na correspondéncia dos espectros MS/MS com a base de dados de espectros
in silico UNPD-ISDB (ALLARD et al., 2016).

Descri¢do do fluxo de trabalho para obtencdo das anotagbes dos espectros MS/MS em

base de dados MS/MS experimentais:
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Os espectros consenso gerados pelo NP® MS Workflow foram pesquisados nas
bibliotecas espectrais do GNPS (https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp). Os
espectros da biblioteca foram filtrados removendo todos os ions de fragmentos MS/MS dentro
de +/- 17 Da do precursor m/z. Os espectros MS/MS foram filtrados em janela escolhendo
apenas 0s 6 principais ions de fragmentos na janela +/- 50 Da em todo o espectro. A tolerancia
a massa do ion precursor foi definida como 0,025 Da e uma tolerancia ao ion do fragmento
MS/MS de 0,025 Da. Todas as correspondéncias mantidas entre espectros consenso das
amostras e 0s espectros da biblioteca GNPS, deveriam ter uma pontuacéo acima de 0,65 e pelo

menos 6 picos correspondentes.

T.ES.T

Estudos in silico foram realizados utilizando a ferramenta de software Toxicity
Estimation Software Tool (TEST) (Versdo 5.1.2), utilizando os SMILES (Simplified Molecular
Input Line Entry System) dos compostos encontrados no LC/MS para avaliacdo da

mutagenicidade e DL50.

SwissADME

O software SwissADME (www.swissadme.ch) do Swiss Institute of Bioinformatics
(http://www.sib.swiss) foi utilizado para avaliar os compostos referente a sua solubilidade em
agua, absorcdo gastrointestinal, passagem na barreira hematoencefalica e ao metabolismo do

citocromo p450.

PASSonline
Para avaliar as atividades biologicas dos compostos presentes no extrato de Harrisia
adscendens, foi utilizada a ferramenta PASS Online (Prediction of Activity Spectra for

Substances), acessivel em http://www.way2drug.com/PASSOnline/. O PASS Online fornece

duas probabilidades para cada atividade prevista: Pa (Probabilidade de ser ativo), que indica a
probabilidade de o composto apresentar a atividade bioldgica especifica, e Pi (Probabilidade de
ser inativo), que indica a probabilidade de o composto ndo apresentar a atividade bioldgica

especifica. As atividades com maior Pa foram selecionadas para discussao.


http://www.way2drug.com/PASSOnline/
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos avaliacdo do UPLC-MS/MS, foram identificados 43 compostos presentes no
extrato, sendo 9 terpenoides, 8 alcaloides,7 policetideos, 5 chiquimatos e fenilpropandides, 4
acidos graxos, 4 carboidratos, 2 amino&cidos e peptideos e 4 sem classificacdo definida.

Os compostos encontrados estdo descritos na Tabela 1. Dentre eles, destacamos alguns
deles. A prosopina € um alcaloide derivado de piperidina. O aurantiamide acetate é um
derivado dipeptideo que ja foi isolado de vérias fontes, incluindo Aspergillus penicilloides
(Isshiki et al., 2001), Arisaema erubescens (Ducki et al., 1996) e Portulaca oleracea (Jiang et
al., 2018) e ja foi relatado quanto a sua atividade na inibicao seletiva de cisteina proteinases,
particularmente catepsinas L e B, demonstrando propriedades anti-inflamatérias em modelos
de artrite em ratos (Isshiki et al., 2001). Sariotin F € um composto encontrado no fungo tenuipes
que ja mostrou atividade antimalérica frente ao Plasmodium falciparum (Bunyapaiboonsri et
al., 2009). Mycoleptodiscin B € um alcaloide isolado pela primeira vez de um fungo enddfito,
Mycoleptodiscus sp., que ja demonstrou atividade anticancer em diferentes linhagens celulares
(Ortega et al., 2013). Salaspermic acid é um hormonio vegetal essencial para a defesa contra
patdgenos e estresses abiodticos (Ding & Ding, 2020). 2,6-dihydroxy-4-methoxy-acetophenone
2-O-beta-rutinoside faz parte do grupo das acetofenonas, que possui diversas atividades
bioldgicas relatadas, tais como atividades anti-inflamatorias e antitumorais (Cerutti et al.,
2020). Picrorhizin é um composto encontrado na Picrorhiza kurroa, que é uma erva medicinal.
Agarobiose ¢ um dissacarideo derivado da agarose, descrito como agente anticariogénico,
particularmente contra a bactéria Streptococcus mutans (Yu et al., 2019, Kim et al., 2022).



Tabela 1. Perfil fitoquimico do extrato hidroetanélico de Harrisia adscendens por UPLC-ESI-MS.
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N°  MZCONSENSUS RTMEAN CHEMICAL NAMES CLASSIFIER PATHWAY MOLECULAR FORMULA
1 318,3005 457,393 2-aminooctadecane-1,3,4-triol Fatty acids C18H39NO3
2 324,2019 214,656 3-Methoxy-2-[(5-methyl-1-pentylpyrrol-2-yl)methylidene]-4-pyrrol-1-ylpyrrole Alkaloids C20H25N30
3 316,2849 434,367 6-(11-hydroxy-dodecyl)-2-hydroxymethyl-piperidin-3-ol|Prosopin Alkaloids C18H37NO3
4 4452122 405,899 Aurantiamide acetate Amino acids and Peptides C27H28N204
5 310,3107 666,206 1-Hexadecanoylpyrrolidine Fatty acids C20H39NO
6 305,1596 111,835 creoside 1 Terpenoids C14H2407
7 302,306 452,497 2-Aminooctadecane-3,4-diol Fatty acids CI8H39NO2
8 411,1863 144,072 nonioside K Terpenoids C17H30011
9 298,0971 118,839 5'-S-Methyl-5'-thioadenosine Carbohydrates CI11H15N503S
10 621,308 687,035 3,4-dehydrocycleanine Alkaloids C38H40N206
11 413,2151 233,146 mukaadial 6-O-alpha-L-rhamnopyranoside|Mukaadial 6-O-??-L-rhamnopyranoside Terpenoids C21H3208
12 397,1705 123,789 1-beta-vicianosyl-(S)-2-methylbutyrate C16H28011
13 394,1712 55,5274 brevianamide L Alkaloids C22H23N304
14 278,1238 33,3312 3-hydroxyheteroendrin|Nitrile,2-O-beta-D-glucopyranoside-(R)-2,3-Dihydroxy-3-methylbutanoic acid Terpenoids CIIHI9NO7
15 424,2545 187,561 sonneratine A Alkaloids C26H33NO0O4
16 593,2764 634,223 6,7-methanediyldioxy-6'-methoxy-2,2'-dimethyl-oxyacanthan-12'-ol|Cepharanoline|cepharanthine Alkaloids C36H36N206
17 414,1972 134,959 isariotin F Alkaloids C21H32CINOS
18 266,1238 31,913 4-[[(2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5-tetrahydroxyoxan-2-ylJmethylamino]butanoic acid Carbohydrates C10H19NO7
19 251,1608 28,3484 longipin-2-ene-7beta,9alpha-diol-1-one Terpenoids C15H2203
20 345,1182 189,068 4'-Me ether,O-beta-D-glucopyranoside-2',4',6'-Trihydroxyacetophenone|Pleoside Polyketides CI15H2009
21 387,2015 183,688 junipeionoloside Terpenoids C19H3008
22 384,1867 142,807 2-methyl-4-(7(9)H-purin-9-ylamino)-butyl beta-D-glucopyranoside Alkaloids C16H25N506
23 293,2112 439,069 8-Hydroxyoctadeca-11,17-dien-9-ynoic acid Fatty acids C18H2803
24 373,1134 110,989 1-O-[(E)-5-hydroxyferuloyl]-beta-glucopyranose Shikimates and Phenylpropanoids C16H20010
25 344,1339 43,171 1-Deoxy-1-L-tyrosino-D-fructose Amino acids and Peptides CISH2INO8
26 507,2284 461,776 (2-Benzamido-3-phenylpropyl) 2-benzamido-3-phenylpropanoate C32H30N204
27 368,2278 166,244 mycoleptodiscin B Terpenoids C23H29NO3
28 613,27 175,131 satratoxin H 12',13'-diacetate Terpenoids C33H40011
29 474,1613 168,147 Lamellarin P|lamellarin-P Shikimates and Phenylpropanoids C27H23NO7
30 353,0843 142,594 5-0-(3-chloro-2-hydroxy-3-methylbutyl)-8-methoxypsoralen Shikimates and Phenylpropanoids C17H17CIO6
31 477,1605 186,67 4-O-beta-D-apifuranosyl-(1->2)-beta-D-glucopyranosyl-2-hydroxy-6-methoxyacetophenone Polyketides C20H28013
32 344,1342 139,828 2-[(4R,58,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-6-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxycyclohex-2-en-1-ylidene]acetonitrile CI5H2INOS
33 225,0758 219,696 2-Benzyl-2-hydroxybutanedioic acid Shikimates and Phenylpropanoids C11H1205




34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

4733185
491,176
493,1554
507,1709
342,14
489,1604
477,1604
325,1131
328,249
477,1596

689,887
180,536
109,741
161,931
44,2795
223,528
173,992
160,841
448,439
165,62

salaspermic acid
2,6-dihydroxy-4-methoxy-acetophenone 2-O-beta-rutinoside
Picrorhizin
Echisoside[Hyrcanoside
4-amino-4-deoxy-alpha-D-glucopyranosyl alpha-D-glucopyranoside|4-Trehalosamin
(3S)-3-hydroxy-3-methyl-5-oxo-5-[[(2R,38S,4S,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-(2-methoxy-4-methoxycarbonylphenoxy)oxan-2-ylJmethoxy]pentanoic acid
2,4-dihydroxy-6-methoxyacetophenone 4-O-beta-D-apiofuranosyl-(1->6)-beta-D-glucopyranoside|erythroxyloside A
Agarobiose
curvularide B

1-[4-[4,5-Dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-(3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl)oxyoxan-2-ylJoxy-2,6-dihydroxyphenyl]ethanone

Terpenoids
Polyketides

Polyketides
Carbohydrates
Shikimates and Phenylpropanoids
Polyketides
Carbohydrates
Polyketides
Polyketides
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C29H4405
C21H30013
C20H28014
C21H30014

C12H23NO10
C21H28013
C20H28013
C12H20010
CI8H33NO4
C20H28013
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O avango das metodologias experimentais in vivo e in vitro, aliado ao aumento dos
estudos toxicologicos, resultou na criacdo de extensos bancos de dados que fornecem
informacdes detalhadas sobre a toxicidade de uma ampla variedade de substancias quimicas.
Nesse cenario, modelos computacionais para a predicdo da toxicidade de compostos quimicos
tém se mostrado extremamente promissores, contribuindo significativamente para a analise de
risco e seguranga de produtos quimicos ja existentes, além de desempenharem um papel
fundamental no desenvolvimento e descoberta de novos produtos voltados ao consumo humano
(Guerra et al., 2017).

O T.E.S.T é uma aplicacdo de codigo aberto desenvolvida pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos EUA (EPA). O software engloba diversos modelos que avaliam os limiares de
toxicidade aguda e mutagenicidade por meio de leitura cruzada de analogos estruturais ou
regressdo multivariada. Os modelos sdo construidos com base em centenas de descritores de
propriedades estruturais, constitucionais, de conectividade, forma, topolégicas, de distancia
molecular, fragmentos e eletrotopoldgicas. O software TEST tem como banco de dados 0 EPA
ECOTOX (US EPA 2022). Cada modelo de leitura cruzada ou regressdo possui um dominio de
aplicabilidade especifico. O software oferece um limiar de LDso estimado com base em cada
predicdo do modelo e uma média de consenso dos diferentes modelos de avaliagdo presente.

Apos a avaliacdo da mutagenicidade dos compostos (Figura 1), foi possivel observar
que, dos 43 compostos apenas 5 (2, 9, 10, 16 e 17) mostraram-se como potenciais mutagénicos,
assim 88,4% dos compostos foram considerados ndo mutagénicos. O composto 17 possui relato
de citotoxicidade contra células cancerigenas KB, BC e NCI-H187 (Bunyapaiboonsri et al.,
2009).

Jéa avaliando a LDso obtida pelo software (Figura 2), obtivemos 1 composto considerado
como categoria 1 (composto 28), extremamente toxico, 2 como categoria 3, toxicidade
moderada (compostos 11 e 26), 13 considerados da categoria 4, baixa toxicidade (2, 4, 10, 13,
14,15, 17, 23, 27, 29, 33, 34, 42), e 26 da categoria 5, ndo téxicos, 1 composto o software ndo
conseguiu realizar o calculo da LDsp, a categorizacdo seguiu a Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals (GHS) (United Nations, 2015).

O composto 28, identificado como satratoxin H 12',13'-diacetate, apresentou a maior
toxicidade entre os analisados. Este composto também ¢é encontrado no cogumelo
toxico Podostroma cornu-damae (Hypocreaceae), conhecido por causar intoxicacdes severas,
incluindo mortes. Estudos relatam a presenca de satratoxin H 12',13'-diacetate em tecidos de
vitimas fatais na coreia do sul (Choe et al., 2018). Além disso, Wannemacher et al., (1997)

definiu a DL50 da satratoxin H em camundongos via I.P em 1 mg/kg, corroborando com os
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valores encontrados no presente estudo. Referente aos compostos da categoria 3 (11 e 26), ndo

foram encontrados relatos sobre sua toxicidade na literatura.

Figura 1. Mutagenicidade obtida pelo software T.E.S.T

Mutagenicidade
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Figura 2. Valores da LDso em ratos obtidas pelo software T.E.S.T
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Em conjunto, as analises de toxicidade in silico sugerem que o extrato de Harrisia
adscendens apresenta baixo potencial toxico in vitro e in vivo, indicando um perfil de segurancga
promissor. De maneira geral, as cactaceas sdo consideradas plantas de baixa toxicidade, como
por exemplo a Pilosocereus gounellei, cujo extrato salino administrado por 28 dias em doses
diérias de até 1000 mg/kg ndo causou alteracBes bioquimicas e hematoldgicas nos animais
(Oliveira et al., 2019). Tavares et al. (2023) mostraram que extrato etandlico de Nopalea
cochenillifera ndo causou toxicidade aguda nos animais testados em doses até 2000 mg/kg.

Seguindo as analises, foi realizada a avaliacdo da solubilidade em agua, absorcéo pelo
trato gastrointestinal, passagem na barreira hematoenceféalica e metabolismo pelo sistema
citocromo P450, utilizando a webtool SwissADME. Os resultados obtidos estdo demonstrados
na Tabela 2.

Dos 43 compostos avaliados, 8 foram considerados pouco soliveis em agua (1,5,7,
10,16,26,29,34), 9 foram considerados com uma solubilidade moderada (3, 4, 13, 15, 17, 23,
27, 28, 30), 10 compostos foram solaveis (2, 9, 11, 22, 24, 31, 33, 39, 42, 43), 11 compostos
classificados como muito solaveis (6, 8, 12, 19, 20, 21, 25, 35, 36, 37, 40) e 5 como altamente
sollveis (14, 18, 32, 38, 41). A solubilidade em agua é um fator crucial para a eficacia de
compostos bioativos, influenciando diretamente sua biodisponibilidade e, consequentemente,
sua atividade bioldgica e impacto ambiental. No desenvolvimento de medicamentos, a
solubilidade aquosa é essencial para a absorcao oral, influenciando a biodisponibilidade, a
biotransformacdo e a excrecdo dos farmacos (Ganesan e Barakat 2017). Em aplicacdes
ambientais, a solubilidade determina a distribuicéo e o potencial tdxico de compostos bioativos,

impactando diretamente o meio ambiente (Delgado et al., 2022).

Tabela 2. Avaliacdo da solubilidade em 4&gua, absorcdo gastrointestinal (Gl abs),
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BBB perm) e inibicdo das enzimas citocromo

P450 (CYP), realizado pela webtool swissADME.

. BBB CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Molécula  Solubilidade em agua Gl abs

perm inb inb inb inb inb
1 Poorly soluble High No No No No Yes No
2 Soluble High Yes No Yes Yes Yes Yes
3 Moderately soluble High Yes No No No Yes No
4 Moderately soluble High No No Yes Yes Yes Yes
5 Poorly soluble High Yes Yes No No No No
6 Very soluble High No No No No No No
7 Poorly soluble High Yes No No No Yes No
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

Very soluble
Soluble
Poorly soluble
Soluble
Very soluble
Moderately soluble
Highly soluble
Moderately soluble
Poorly soluble
Moderately soluble
Highly soluble
Very soluble
Very soluble
Very soluble
Soluble
Moderately soluble
Soluble
Very soluble
Poorly soluble
Moderately soluble
Moderately soluble
Poorly soluble
Moderately soluble
Soluble
Highly soluble
Soluble
Poorly soluble
Very soluble
Very soluble
Very soluble
Highly soluble
Soluble
Very soluble
Highly soluble
Soluble
Soluble

Low
Low
High
High
Low
High
Low
High
High
High
Low
High
Low
Low
Low
High
Low
Low
High
High
Low
High
High
Low
Low
High
High
Low
Low
Low
Low
Low
Low
Low
High

Low

No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
Yes
No
No
No
Yes
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
Yes
No
No
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
Yes
No
No
No
No
No
Yes
No
No
Yes
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

85

No
No
No
No
No
No
No
Yes
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
Yes
No
No
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No caso dos compostos analisados, aqueles com boa solubilidade, como 2, 3,5, 7, 9, 11,

13, 15, 19, 23, 27, 29, 33, 42, demonstraram alta absorcdo Gl, o que é indicativo de uma boa

capacidade de atravessar a mucosa intestinal e ser absorvido na corrente sanguinea. Essa
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caracteristica é particularmente relevante, pois a absorcdo oral € a via preferencial para muitos
pacientes (Elgendy, Adejare, 2024). A absorcdo gastrointestinal € um fator determinante na
biodisponibilidade dos compostos e, consequentemente, em sua eficacia terapéutica. A eficacia
de um farmaco depende de sua capacidade de ser absorvido pelas células intestinais e de
alcancar concentracdes terapéuticas adequadas no organismo (Moura, Reyes, 2002). A
solubilidade e as propriedades fisico-quimicas dos compostos sdo fatores criticos que
influenciam a absorc¢éo GI, como discutido por Sheng et al. (2024), que apontam que compostos
com alta lipofilicidade, menor nimero de doadores de ligacfes de hidrogénio e menor volume
molecular geralmente apresentam melhores taxas de absor¢do devido as interacdes mais
favoraveis com as membranas intestinais.

Por outro lado, compostos com solubilidade moderada ou baixa, como 4, 6, 8, 10, 12,
14,16, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 25, 28, 30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 43, tendem a ter
uma absorc¢do GI mais restrita, o que pode dificultar a obtencdo de concentragdes terapéuticas
adequadas quando administrados por via oral. Esses compostos podem necessitar de estratégias
formulativas especificas, como o uso de excipientes que aumentem sua solubilidade, ou até de
vias alternativas de administracdo, para garantir uma absor¢do adequada e minimizar potenciais
falhas terapéuticas (Mikovski et al., 2019).

A Dbarreira hematoencefalica (BBB) representa um dos maiores desafios no
desenvolvimento de medicamentos para o sistema nervoso central (SNC) devido a sua
permeabilidade seletiva, que restringe a passagem de muitas substancias (Gecioni Loch-Neckel,
Janice Koepp, 2010). Compreender os fatores que influenciam essa permeabilidade é
fundamental para o desenvolvimento de tratamentos eficazes para doencas do SNC e para evitar
efeitos colaterais em medicamentos ndo destinados ao cérebro (Carpenter et al., 2014).

Os compostos que demonstraram alta permeabilidade a BBB, como 2, 3, 5, 7, 19, 23,
27, apresentam uma lipofilicidade favoravel, o que facilita sua passagem por difusdo passiva
através das juncdes apertadas entre as células endoteliais que formam a BBB. A lipofilicidade
€ um dos principais determinantes da capacidade de difusdo passiva através da BBB, como
apontado por Fong (2015), que destaca que compostos com maior lipofilicidade e menor
tamanho molecular geralmente tém uma maior probabilidade de atravessar a barreira. Essa
caracteristica & particularmente importante para o desenvolvimento de medicamentos
destinados a tratar doencas neuroldgicas, uma vez que a capacidade de atingir o SNC é essencial
para a eficacia terapéutica.

Entretanto, para compostos como 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 21, 22, 24, 25, 28, 29,
30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 43, que possuem baixa ou moderada lipofilicidade, a
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capacidade de atravessar a BBB pode ser limitada, uma vez que esses compostos podem néo
ser suficientemente lipofilicos para atravessar as juncGes apertadas entre as células endoteliais
por difusdo passiva. Além disso, compostos com maior tamanho molecular podem enfrentar
dificuldades adicionais em atravessar a barreira. A modulacdo da lipofilicidade e 0 uso de
sistemas de transporte especializados, como transportadores mediadores ou transcitoses
mediadas por receptores, podem ser necessarios para otimizar a permeabilidade & BBB desses
compostos (Vilar et al., 2010; Fong, 2015).

A atividade das enzimas do citocromo P450 (CYP450) é fundamental no metabolismo
de medicamentos e na detoxificacdo de xenobidticos (Gueguen et al., 2006; lacopetta et al.,
2023). Essas enzimas, particularmente as isoformas CYP3A4 e CYP2D6, séo responsaveis pelo
metabolismo de cerca de 90% dos farmacos, e sua atividade pode ser influenciada por
polimorfismos genéticos, resultando em variagdes na resposta aos medicamentos (Lynch e
Price, 2007). Além disso, as enzimas CYP sdo reguladas principalmente a nivel transcricional
por receptores nucleares e podem ser moduladas por substancias enddgenas e exdgenas
(Gueguen et al., 2006). A interacdo entre farmacos e CYP450 pode causar reacfes adversas ou
falhas terapéuticas, o que destaca a importancia de entender as possiveis interacdes
medicamentosas para otimizar tratamentos (Lynch e Price, 2007).

As isoformas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 sdo particularmente
relevantes para 0 metabolismo de uma grande variedade de fArmacos e substancias xenobidticas
(Tornio e Backman, 2018). A inibicdo dessas enzimas pode levar a intera¢cbes medicamentosas
graves, alterando a farmacocinética e farmacodindmica de terapias em andamento. Por
exemplo, ritonavir, um inibidor conhecido do CYP3A4, pode aumentar a eficacia de outros
farmacos antirretrovirais ao reduzir o metabolismo desses compostos (Foti, 2023).

A analise dos dados in silico, que mostram a inibicdo de varias isoformas do CYP450
por 43 moléculas diferentes, permite uma avaliacdo critica do risco de interacdes
medicamentosas. Moléculas como as 6, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25, 28, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 e 43 ndo apresentaram inibicdo significativa de
nenhuma das cinco isoformas do CYP450, o que Ihes confere um perfil metabdlico favoravel.
Esse perfil minimiza o risco de interagdes medicamentosas, o que é desejavel para a seguranca
terapéutica. No entanto, como afirmado por Gueguen et al. (2006) e lacopetta et al. (2023), a
auséncia de inibic&o in silico ndo garante que nao ocorram interacfes em contextos fisiologicos,
0 que enfatiza a importancia de estudos adicionais, incluindo ensaios in vivo, para confirmar

esses resultados.
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A inibicdo seletiva de enzimas especificas, como o CYP2D6, observada nas moléculas
3,7, 15 e 17, pode causar um aumento significativo na concentracdo plasmatica de farmacos
metabolizados por essa isoforma, como antidepressivos, antipsicéticos e analgésicos. A
inibicdo do CYP2D6 pode levar a efeitos adversos graves, como toxicidade ou falhas
terapéuticas (Lynch e Price, 2007). Nesse caso, a coadministracdo dessas moléculas com
substratos do CYP2D6 requer monitoramento cuidadoso.

Moléculas como as 4, 13, 26 e 29, que inibem as isoformas CYP2C19 e CYP2C9,
apresentam um perfil de risco moderado, uma vez que essas isoformas sdo responsaveis pelo
metabolismo de uma variedade de farmacos, incluindo anticoagulantes, anticonvulsivantes e
hipoglicemiantes (Tornio e Backman, 2018). A inibi¢do simultanea dessas duas isoformas
aumenta o risco de interacbes medicamentosas e exige uma avaliacdo cuidadosa do perfil de
seguranca. A determinacéo dos valores de ICso para cada isoforma seria fundamental para
quantificar o risco e fornecer uma orientagcdo mais precisa sobre o uso clinico dessas moléculas,
conforme destacado por lacopetta et al. (2023) e Foti (2023).

A inibicdo de multiplas isoformas, observada nas moléculas 2, 4, 23, 26 e 30, sugere um
alto potencial para interacGes medicamentosas (Gueguen et al., 2006; Foti, 2023). A molécula
2 inibe CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4, enquanto a molécula 4 inibe CYP2C19,
CYP2C9 e CYP3A4. A molécula 26 inibe CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4, e a
molécula 30 inibe todas as cinco isoformas testadas. Esse perfil de inibi¢do ampla pode levar a
uma modificacdo significativa no metabolismo de outros medicamentos, aumentando o risco
de interacdes medicamentosas e potencializando os efeitos adversos (Lynch e Price, 2007). A
molécula 23 apresenta um perfil de inibicdo semelhante ao da molécula 30, exceto pela auséncia
de inibicdo do CYP3A4. O uso dessas moléculas deve ser cuidadosamente monitorado,
especialmente quando administradas concomitantemente com outros farmacos, como
ressaltado por Foti (2023).

Por fim, as moléculas 5, 23 e 30, que inibem a isoforma CYP1A2, tém um perfil que,
embora menos comum, ainda pode causar interagdes medicamentosas clinicamente
significativas, dependendo dos farmacos coadministrados. A inibicdo do CYP1A2, embora
menos frequente do que a de outras isoformas, pode ser relevante para o metabolismo de alguns
medicamentos e xenobidticos, exigindo atencdo para a possivel modulacdo de sua atividade
(Paix&o et al., 2016).
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A Figura 3 traz um resumo dos principais parametros preditivos obtidos in silico para
0s compostos selecionados do extrato, incluindo solubilidade em &gua, absorcdo
gastrointestinal, permeabilidade a barreira hematoencefalica (BBB) e potencial de inibicao das
enzimas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4. Os dados apresentados
sintetizam os resultados discutidos ao longo do texto, reforgando a predominéncia de compostos

com boa absorcéo oral e baixo risco de interagfes medicamentosas.

Figura 3. (A) Representacdo grafica da classificagcdo da solubilidade em agua dos compostos, (B) predigdo da
absorcéo gastrointestinal, (C) permeabilidade a barreira hematoencefélica, (C) inibi¢do prevista das principais
isoformas do citocromo P450: CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4.
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Seguindo o estudo, foram avaliadas possiveis atividades bioldgicas dos compostos
(Tabela 3). A atividade mais repetida foi a inibicdo do CDP-glicerol glicerofosfotransferase,
identificada nos compostos 11, 20, 22, 32, 35, 37, 39, 41 e 43. A inibigdo dessa enzima esta
associada a modulacao de processos de biossintese lipidica, indicando seu papel fundamental
na regulacéo da integridade da membrana celular e no metabolismo lipidico (Tang et al., 1979;

Imoto et al., 1992). Esses efeitos podem ter implicacdes terapéuticas em condi¢cbes como
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dislipidemias ou outras doencas metabdlicas, sendo um alvo promissor para o desenvolvimento

de tratamentos direcionados (Baba et al., 1999)

Tabela 3. Avaliacdo da possibilidade de atividade (P.A), possibilidade de inatividade (P.I), e

atividade bioldgica dos compostos pela webtool PASSonline

P.A P.1 ATIVIDADE P.A P.I ATIVIDADE P.A P.1 ATIVIDADE
1 0,977 0,000 Lactase inhibitor 0,972 0,001 Sphinganine kinase inhibitor 0,966 0,001 Mycothiol-S-conjugate amidase
inhibitor
2 0,57 0,016 Lactase inhibitor 0,544 0,009 CDP-diacylglycerol-serine O- 0,512 0,019 Mycothiol-S-conjugate amidase
phosphatidyltransferase inhibitor
inhibitor
0,9 0,002 Beta-mannosidase inhibitor 0,757 0,046 CYP2C12 substrate 0,722 0,013  Immunostimulant
4 0,91 0,001 Lactase inhibitor 0,875 0,002 Mycothiol-S-conjugate 0,814 0,001 CDP-diacylglycerol-serine O-
amidase inhibitor phosphatidyltransferase
inhibitor
5) 091 0,002 Acetylesterase inhibitor 0,866 0,005 Alkylacetylglycerophosphatase 0,841 0,003  Gluconate 5-dehydrogenase
inhibitor inhibitor
6 0,97 0,002 Alkenylglycerophosphocholine 0,955 0,002 Sugar-phosphatase inhibitor 0,951 0,003 Benzoate-CoA ligase inhibitor
hydrolase inhibitor
7 0,97 0,000 Mycothiol-S-conjugate amidase 0,946 0,002 Acylcarnitine hydrolase 0,942 0,003 Sphinganine kinase inhibitor
inhibitor inhibitor
8 0,97 0,001 Alkenylglycerophosphocholine 0,961 0,002 Sugar-phosphatase inhibitor 0,959 0,002 G-protein-coupled receptor
hydrolase inhibitor kinase inhibitor
9 0,98 0,001 Methylenetetrahydrofolate 0,975 0,001 Lysine 2,3-aminomutase 0,961 0,002  Nucleotide metabolism
reductase (NADPH) inhibitor inhibitor regulator
10 | 0,86 0,002 Histamine release stimulant 0,855 0,002 Oxygen scavenger 0,780 0,016 5 Hydroxytryptamine release
stimulant
11 | 0,98 0,001 CDP-glycerol 0,920 0,001 Aspartyltransferase inhibitor 0,905 0,005 Antineoplastic
glycerophosphotransferase
inhibitor
12 0,94 0,003  Alkenylglycerophosphocholine 0,932 0,003 Antihypercholesterolemic 0,929 0,003 Sugar-phosphatase inhibitor
hydrolase inhibitor
13 0,45 0,014 RNA directed DNA polymerase 0,428 0,045 HMGCS?2 expression enhancer 0,466 0,134  Phosphatase inhibitor
inhibitor
14 0,96 0,002  Sugar-phosphatase inhibitor 0,955 0,002 Alkenylglycerophosphocholine 0,947 0,003 Benzoate-CoA ligase inhibitor
hydrolase inhibitor
15 0,86 0,009 5 Hydroxytryptamine release 0,796 0,017 Gluconate  2-dehydrogenase 0,781 0,039  Aspulvinone
stimulant (acceptor) inhibitor dimethylallyltransferase
inhibitor
16 0,97 0,003  Spasmolytic 0,933 0,001 Leukopoiesis stimulant 0,904 0,002 Muscle relaxant
17 0,66 0,033  Antineoplastic 0,596 0,009 Gestagen antagonist 0,613 0,046 TP53 expression enhancer
18 0,91 0,003  Exoribonuclease Il inhibitor 0,888 0,005 G-protein-coupled receptor 0,888 0,005 Beta-adrenergic receptor kinase
kinase inhibitor inhibitor
19 0,91 0,005 Testosterone 17beta- 0,891 0,005 Antineoplastic 0,883 0,006 CYP2J substrate
dehydrogenase (NADP+)

inhibitor



20

21

22

23

24
25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

0,96

0,93

0,93

0,91

0,96
0,89

0,88

0,86

0,96

0,71

0,86

0,98

0,95

0,94

0,89

0,96

0,96

0,95

0,98

0,96

0,97

0,001

0,002

0,003

0,004

0,001
0,013

0,009

0,007

0,004

0,037

0,004

0,002

0,004

0,002

0,005

0,002

0,003

0,004

0,001

0,002

0,002

3-Phytase inhibitor

Vasoprotector

Benzoate-CoA ligase inhibitor

Antieczematic

Free radical scavenger

Membrane integrity agonist

Polyporopepsin inhibitor

Gluconate 2-dehydrogenase

(acceptor) inhibitor
Antineoplastic

Chlordecone reductase inhibitor
CYP2A6 substrate

Caspase 3 stimulant
CDP-glycerol
glycerophosphotransferase
inhibitor

3-Phytase inhibitor

Antineoplastic

Membrane permeability inhibitor

Antiinfective

CDP-glycerol
glycerophosphotransferase
inhibitor
UDP-N-acetylglucosamine ~ 4-

epimerase inhibitor

Antihypercholesterolemic

Caspase 3 stimulant

0,961

0,890

0,875

0,871

0,954
0,864

0,864

0,738

0,947

0,690

0,845

0,930

0,923

0,942

0,815

0,945

0,961

0,944

0,970

0,948

0,919

0,003

0,006

0,014

0,004

0,003
0,004

0,013

0,043

0,002

0,067

0,005

0,001

0,003

0,003

0,015

0,004

0,002

0,004

0,001

0,002

0,001

Membrane integrity agonist

Benzoate-CoA ligase inhibitor

CDP-glycerol
glycerophosphotransferase
inhibitor

GST A substrate

Membrane integrity agonist
Fucosterol-epoxide
inhibitor

lyase

Phobic disorders treatment

Testosterone 17beta-
dehydrogenase (NADP+)
inhibitor

Antineoplastic (non-small cell
lung cancer)

Aspulvinone
dimethylallyltransferase
inhibitor

CYP2A substrate
Transcription factor stimulant

Spasmolytic, urinary

Monodehydroascorbate
reductase (NADH) inhibitor
CYP2H substrate

CDP-glycerol
glycerophosphotransferase
inhibitor
Alkenylglycerophosphocholine
hydrolase inhibitor

Membrane integrity agonist

Beta-mannosidase inhibitor

Membrane

inhibitor

permeability

Transcription factor NF kappa

B stimulant

0,953

0,887

0,758

0,872

0,942
0,860

0,843

0,726

0,943

0,621

0,800

0,930

0,923

0,935

0,813

0,943

0,955

0,941

0,970

0,938

0,919

0,003

0,006

0,010

0,006

0,002
0,004

0,013

0,042

0,002

0,020

0,004

0,001

0,003

0,002

0,022

0,004

0,002

0,002

0,002

0,004

0,001
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CDP-glycerol
glycerophosphotransferase
inhibitor
Alkenylglycerophosphocholine
hydrolase inhibitor

Immunosuppressant

G-protein-coupled receptor
kinase inhibitor
Lipid peroxidase inhibitor

Levanase inhibitor

Methylenetetrahydrofolate
reductase (NADPH) inhibitor
CYP2J substrate

Cytostatic

General pump inhibitor

CYP2A11 substrate

Transcription factor NF kappa B

stimulant

Sugar-phosphatase inhibitor

DNA-(apurinic or apyrimidinic

site) lyase inhibitor

Testosterone 17beta-
dehydrogenase (NADP+)
inhibitor

Membrane integrity agonist

Sugar-phosphatase inhibitor
3-Phytase inhibitor
CDP-glycerol
glycerophosphotransferase
inhibitor

Membrane integrity agonist

Transcription factor stimulant
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42
43

0,96

0,72
0,96

92

0,003 CDP-glycerol 0,953 0,002 Sugar-phosphatase inhibitor 0,951 0,002 Glucan endo-1,3-beta-D-
glycerophosphotransferase glucosidase inhibitor
inhibitor

0,040  Acrocylindropepsin inhibitor 0,716 0,040  Saccharopepsin inhibitor 0,716 0,040 Chymosin inhibitor

0,003 CDP-glycerol 0,955 0,003 Membrane integrity agonist 0,949 0,001 3-+D17:J45Phytase inhibitor

glycerophosphotransferase
inhibitor

A segunda atividade mais observada foi o0 agonismo da integridade da membrana,
identificado nos compostos 6, 20, 24, 37 e 39. A integridade da membrana celular desempenha
um papel essencial na regulacéo de processos fisioldgicos, como a troca de ions e nutrientes,
além de proteger as células contra danos induzidos por estresse oxidativo, conforme
demonstrado por estudos anteriores (Sailakshmi et al., 2023; Celik et al., 2013). Além disso,
esses compostos podem ter aplicacOes terapéuticas significativas, como na protecao celular ou
no aumento da permeabilidade das membranas biolégicas, particularmente em tratamentos que
envolvem a entrega de medicamentos, como observado em estudos sobre sistemas de liberagédo
controlada (Wang et al., 2021).

A terceira atividade mais frequente observada foi a inibicdo de fosfatase de acucar,
identificada nos compostos 6, 8, 12, 32 e 36. Essa atividade esta relacionada ao controle de vias
metabolicas que regulam a homeostase de acUcares e nucleotideos (Bokor, 2019; Gaboriaud-
Kolar e Skaltsounis, 2013). A inibicao dessas fosfatases pode afetar diretamente 0 metabolismo
de carboidratos, desempenhando um papel crucial no controle da glicemia e, assim,
apresentando implicagdes terapéuticas significativas em condi¢bes como o diabetes, onde o
controle de metabolismo glicémico é essencial para 0 manejo da doenca (Spasov et al., 2016;
Harvey et al., 2017).

Uma quarta atividade que se destacou foi a inibicdo da hidrolase de
alquenilglicerofosfocolina, observada nos compostos 6, 8, 12, 14, 21, 22, 25 e 36. Essa enzima,
também conhecida como lisoplasmalogenase, desempenha um papel crucial na degradacao de
lisoplasmaldgenos, liberando aldeidos livres e glicerofosfoetanolamina (Gunawan e Debuch,
1985). A inibicdo dessa atividade sugere uma modulagéo potencial de processos relacionados
a biossintese de lipidios, que ¢ essencial para a manutencéo da integridade celular e a resposta
ao estresse metabolico.

A inibicdo da hidrolase de alquenilglicerofosfocolina pode impactar o equilibrio
lipidico, especialmente em condicdes associadas a alteragdes na composigdo de plasmaldgenos,
como observado em doencas neurodegenerativas (Ryan et al., 2009). Além disso, a regulacao

dessa enzima poderia influenciar vias de sinalizag&o celular mediadas por fosfolipidios, com
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potenciais aplicagbes terapéuticas em disturbios metabolicos e doencas relacionadas a
disfuncéo lipidica (Hilgard et al., 1996; Widmer et al., 2006).

Essas atividades mais frequentes evidenciam a diversidade de alvos e 0os mecanismos
que esses compostos podem modular, apontando para um potencial terapéutico promissor em
areas como distarbios metabdlicos, doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e
infeccdes, destacando a importancia desses compostos na exploragdo de novos caminhos para

intervencdes farmacoldgicas.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam o potencial do extrato hidroetanolico
de Harrisia adscendens como uma rica fonte de compostos bioativos, com atividades
promissoras em diferentes contextos terapéuticos. A analise in silico revelou a prevaléncia de
atividades como a inibicdo de CDP-glicerol glicerofosfotransferase, o agonismo da integridade
da membrana, e a inibicdo de fosfatases de acUcar e da hidrolase de alquenilglicerofosfocolina.
Essas atividades destacam 0s compostos como potenciais moduladores de vias metabolicas
criticas, com implicagOes para o tratamento de distlrbios metabdlicos, neurodegenerativos e
infecciosos. A avaliacdo toxicolodgica in silico demonstrou um perfil de seguranca favoravel
para a maioria dos compostos, com baixa toxicidade e auséncia de mutagenicidade na maioria
das moléculas analisadas. Esses achados sugerem que 0s compostos de Harrisia adscendens
possuem um potencial consideravel para desenvolvimento farmacéutico, especialmente no

contexto de doencas que envolvem disfuncdes lipidicas, inflamatérias e metabdlicas.
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5. CONCLUSAO

O extrato hidroetandlico de Harrisia adscendens apresentou baixa toxicidade em testes
agudos e subagudos, sem alteracbes hematologicas e bioquimicas significativas, além de
auséncia de genotoxicidade, uma vez que a andlise genotoxica ndo indicou danos ao DNA,
reforcando sua seguranca para uso oral. Nos testes antinociceptivos, o0 extrato reduziu
significativamente a resposta a dor em modelos experimentais, enquanto no modelo de edema
de pata induzido por carragenina demonstrou efeito anti-inflamatorio, no teste de peritonite o
extrato resultou em uma reducdo significativa nos niveis de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo IL-2, IL-6, IL-17 e TNF-a, indicando potencial para tratar processos inflamatorios.
Também exibiu acdo antipirética relevante, reduzindo a temperatura corporal em modelos
febris. O perfil fitoquimico do extrato revelou uma composicao rica em compostos fendlicos e
flavonoides, como acetofenonas e acidos fendlicos. Estudos in silico corroboraram sua
seguranca, indicando baixa toxicidade e auséncia de mutagenicidade para a maioria dos
compostos identificados. Esses achados sugerem um potencial terapéutico promissor, abrindo

possibilidades para o desenvolvimento de novas terapias.
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