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AVALIAGAO DA TOXICIDADE AGUDA, ANTITUMORAL E EFEITOS INIBITORIOS DA
INFLAMAGCAO AGUDA DE DRIMYS BRASILIENSIS (WINTERACEAE)

RESUMO

O género Drimys, pertencente & Familia botanica Winteraceae, € amplamente reconhecido e
valorizado. Suas espécies tém sido utilizadas na medicina popular para tratar diversos problemas
de salde, como dores gastricas, dor de dente e anemia. Em certas localidades, as folhas secas e as
bagas dos frutos s&o empregadas como condimentos devido ao seu sabor apimentado. O estudo
tem como objetivo avaliar o perfil fitoquimico, toxicidade aguda e as atividades anti-inflamatorias
e antitumoral do extrato etandlico das folhas de Drimys brasiliensis. Neste estudo, conduzimos
uma analise do perfil fitoquimico e a quantificacdo de compostos fenolicos e flavonoides.
Avaliamos a toxicidade aguda, administrando uma dose de 2000 mg.kg™ em camundongos. Além
disso, investigamos a atividade anti-inflamatoéria por meio de modelos experimentais de edema de
pata, peritonite e bolsao de ar, e realizamos um ensaio antitumoral utilizando o0 modelo de sarcoma
180. A analise cromatogréafica revelou a presenca das antocianidinas, compostos fenolicos,
cumarinas, derivados antracénicos, terpenos, naftoquinonas, saponinas e triterpenos. O extrato
demonstrou uma quantidade grande de compostos fendlicos e flavonoides. Observamos uma baixa
toxicidade, com uma DLso superior a 2000 mg.kg™. Adicionalmente, verificamos que o extrato
apresentou inibicdo de leucécitos e neutrofilos nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg™. No modelo de
edema de pata, as concentracdes de 100 e 200 mg.kg™ foram estatisticamente diferentes (p<0,05).
No ensaio antitumoral, a dose de 300 mg.kg™ resultou em inibicdo tumoral de 64,33%. Em vista
desses resultados promissores, € necessario realizar estudos adicionais para compreender melhor a
biodisponibilidade e a farmacocinética do extrato vegetal.

Palavras-chaves: Fitoterapia. Toxicidade. Anti-inflamatorios; Antineoplasicos.

INTRODUCAO

A inflamacdo desempenha um papel fundamental no microambiente tumoral e €
considerada um dos principais fatores contribuintes para a carcinogénesel. O desequilibrio no
processo de dxido-reducdo causado pelo excesso de radicais livres, como as espécies reativas de
oxigénio (ROS), nitrogénio (RNS) e cloro (RCI), favorece a transformagéo de células normais em
tumorais®. A ativacdo da resposta imune e a producdo de citocinas, interleucinas e fatores de

crescimento modulam a sinalizacéo celular, promovendo o crescimento do tumor3. Além disso, as
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células tumorais podem se apropriar de vias e mecanismos do processo inflamatorio para
impulsionar sua proliferacdo®.

Estudos recentes tém revelado a presenca de bactérias e fungos colonizando células
tumorais, acrescentando mais um elemento ao complexo microambiente tumoral®. A combinacédo
de infecgdo e inflamagdo desempenha um papel no desenvolvimento de certos tipos de cancer,
como o0 cancer gastrico associado a infeccdo crénica por Helicobacter pylori e o carcinoma
hepatocelular (HCC) relacionado a infeccdo cronica pelos hepatovirus®.

Abordagens terapéuticas inovadoras tém surgido como alternativas aos tratamentos
invasivos e ndo seletivos. Estratégias terapéuticas que ndo visam apenas as células cancerigenas,
mas também influenciam o microambiente tumoral, tém a capacidade de modular a resposta imune
e interagir com a microbiota tumoral’. Dentre essas abordagens, os farmacos anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINEs) tém sido considerados potenciais candidatos na prevencdo e tratamento do
cancer, uma vez que alguns apresentam atividade antitumoral, além de um potente efeito anti-
inflamatorio®. As plantas medicinais também demonstram um potencial semelhante, pois muitas
espécies possuem atividades antitumorais e anti-inflamatérias®, inclusive algumas espécies
utilizadas popularmente no tratamento do cancer®l,

Drimys brasiliensis é uma espécie arbdrea pertencente a familia Winteraceae e nativa do
Brasil. Essa planta é encontrada em matas de altitude e ciliares, em terrenos brejosos e bem
drenados, sendo registrada desde o Nordeste (Bahia) até o Sul do pais (Rio Grande do Sul)'?%3,
Popularmente conhecida como "cataia", "casca de anta”, “canela-amarga", "para-tudo” e "caa-
tuya", ha relatos de que povos indigenas observaram a anta (Tapirus americanus) se alimentando
da casca dessa espécie quando doente, justificando o nome popular dado a plantat4.

Na medicina popular, relatos indicam o uso das folhas e cascas de D. brasiliensis no
tratamento de problemas gastricos, como dores intestinais, célicas e prisao de ventre, entre outros.
Além disso, a planta é considerada antiescorbdtica, sudorifica e estimulante contra o desgaste fisico
e mental®®,

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil fitoquimico, a
toxicidade aguda e as atividades anti-inflamatorias e antitumoral do extrato etanolico de folhas de

D. brasiliensis em camundongos albinos Swiss (Mus musculus).
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METODO
Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

O material vegetal foi coletado no municipio de Curitiba-PR, sob as coordenadas geograficas
25°26'56.7"'S 49°14'19.1"W, no més de junho de 2018, no periodo da manha e o material vegetal
foi identificado pelo Engenheiro Florestal Inti de Souza. Duas exsicatas foram confeccionadas e
depositadas no Herbario Escola de Florestas Curitiba — EFC sob o nimero de tombo 17757 e no
Herbério de Ciéncias Biologicas do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UFPE sob nimero
85343. Foi realizado cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob nimero de cadastro: ACE2610.

Extracdo e Rendimento

Foi realizado o processo de maceracdo dinamica em temperatura ambiente, aproximadamente
27 °C, em uma amostra de 100g de folhas secas de D. brasiliensis, durante um periodo de 12 horas,
com renovacao do solvente. O solvente utilizado para a extracdo foi alcool etilico, na propor¢éo de
1:9 (p/v). O extrato resultante passou pelo processo de rotaevaporagdo até que o solvente fosse
completamente removido, resultando na obtencdo de um extrato seco. Para determinar o
rendimento do processo, 0 peso seco do extrato obtido foi dividido pelo peso da amostra de folhas

secas inicialmente utilizada, e o resultado foi expresso em porcentagem.

Prospecc¢ao Fitoquimica e Analise Quantitativa de Polifendis e Flavonoides

Foi conduzida a prospeccao fitoquimica do extrato de D. brasiliensis, visando identificar
0s principais grupos de metabdlitos secundarios presentes. Para tal, utilizou-se o método
cromatografico conforme descrito por Wagner e Bladt (1996)€.

Além disso, o extrato de D. brasiliensis foi submetido a quantificacdo de compostos
fenolicos totais e flavonoides, seguindo as metodologias estabelecidas por Singleton (1999)Y7. A
medida da absorbancia foi realizada em um espectrofotémetro (modelo SHIMADZU), utilizando
um comprimento de onda de 415 nm. Os valores de absorbéncia obtidos foram comparados com

as curvas de calibracdo construidas a partir dos padrdes de quercetina e acido galico.
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Animais e Aspectos éticos

Neste estudo, foram empregados camundongos albinos Swiss machos e fémeas, com idade
entre 8 e 12 semanas, e peso médio de 25-35 g. Todos os procedimentos experimentais estdo de
acordo com as leis brasileiras para experimentacdo com animais e foram submetidos a Comissédo
de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco e receberam parecer favoravel de
acordo com o oficio 55/21 da CEUA/UFPE.

Avaliacdo da Toxicidade Aguda

O ensaio de toxicidade aguda em camundongos foi conduzido de acordo com a OECD TG
423 (2002)'8. Para este estudo, nove camundongos albino Swiss fémeas nuliparas da espécie M.
musculus com 8 semanas de vida foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos de trés, sendo
um grupo controle, um grupo tratado na dose de 2000 mg.kg e um grupo repeticdo da mesma
dose 2000 mg.kg*. Ao grupo controle foi administrado o veiculo agua destilada por via oral na
proporcdo de 1 ml para cada 100g de peso corporeo. Ao grupo tratado foi administrado o extrato
etandlico de D. brasiliensis por via oral na dose de 2.000 mg.kg. Os animais ficaram em jejum
por 4h antes e 2h depois da administragdo do extrato ou veiculo, no entanto tiveram livre acesso a
agua. Apos a administracdo do extrato, 0s animais foram observados individualmente para detectar
quaisquer sinais de toxicidade imediatamente apds 30 minutos até as primeiras 4 horas do estudo.
Além disso, uma observacao periodica foi realizada ao longo de um periodo de 14 dias para
verificar a ocorréncia de mortalidade e sinais de toxicidade nos animais. Durante todo o periodo de
teste de 14 dias, foram registrados o peso corporal dos animais, assim como 0 consumo de agua e
racdo. Ao final do ensaio, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e tiveram o
figado, o baco, os rins e os pulmdes removidos para avaliagdes macroscopicas bem como para a
determinacdo dos seus respectivos pesos relativos. Adicionalmente, amostras de sangue foram
coletadas dos animais para avaliagdo dos pardmetros hematoldgicos (hemécias, hemoglobina,
hematocrito, VCM, HCM, CHCM, leucocitos, segmentados, eosinofilos, linfdcitos tipicos,
monocitos e plaquetas) e bioquimicos (uréia, creatinina, TGO e TGP).
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Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatoéria

Edema de pata induzido por carragenina

Para este estudo, foram selecionados 8 camundongos machos em cada grupo experimental,
incluindo grupos tratados com diferentes doses do extrato de D. brasiliensis (50, 100 e 200 mg.kg
! via oral), um grupo controle negativo (solugdo salina a 0,9%) e um grupo controle positivo
(dexametasona 0,5 mg.kg™). Antes do inicio do tratamento (tempo Oh), o volume basal da pata
traseira direita de todos os animais foi medido utilizando um aparelho hidropletismémetro (modelo
Ugo Basile). Apo6s a administracdo dos tratamentos, o edema de pata foi induzido pela injecao
intraplantar de 100 uL de carragenina a 1% (p/v), e o volume da pata traseira foi medido nos
intervalos de 30, 60, 120 e 180 minutos apos a inducdo do edema. Os resultados obtidos foram
apresentados como a variagio do volume da pata (A mL), conforme Ferreira (1979)°. Os resultados
obtidos foram comparados e analisados estatisticamente por meio da analise de variancia
(ANOVA) seguido por Teste Tukey, onde valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

Peritonite

Para este ensaio foram selecionados 6 camundongos machos em cada grupo experimental,
incluindo grupos tratados com diferentes doses do extrato de D. brasiliensis (50, 100 e 200 mg.kg
! via oral), um grupo controle negativo (solugdo salina a 0,9%, via oral) e um grupo controle
positivo (indometacina na dose de 10 mg.kg™?, via oral). Apds a administragdo dos tratamentos, os
animais receberam uma injecdo intraperitoneal de carragenina a 1% (p/v) para inducéo do processo
inflamat6rio. Apds um periodo de 4 horas, os animais foram sacrificados, e a coleta de sangue foi
realizada a partir da cavidade peritoneal, utilizando 3 mL de solucéo salina tamponada com fosfato
(PBS) heparinizado. A contagem de leucécitos foi realizada pelo analisador hematolédgicos (marca
ABX Micros 60®). Os resultados forem expressos com as médias dos nimeros de leucdcitos e
neutrofilos totais (106. mL-1) de cada grupo experimental e a inibicdo da migracdo de leucdcitos
e neutrofilos comparativamente ao grupo experimental controle expressos em porcentagem, de

acordo com metodologia de Oliveira (2016)%°. Os resultados obtidos foram comparados e
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analisados estatisticamente por meio da analise de variancia (ANOVA) seguido por Bonferroni,
onde valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Bolsdo de ar

Neste ensaio, foram selecionados 6 camundongos machos por grupo, incluindo os grupos
tratados com o extrato de D. brasiliensis (50, 100 e 200 mg.kg, via oral), o grupo controle negativo
(solucéo salina a 0,9%, via oral) e o grupo controle positivo (indometacina 10 mg.kg™, via oral).
Cada grupo de animais recebeu uma injecéo subcutanea de 3 mL de ar estéril no dorso no primeiro
e quinto dia do experimento. No sétimo dia ap0s o inicio do experimento, foi injetado 1% (p/v) de
carragenina no bolsdo de ar de cada animal. Apds 1 hora da administracdo da carragenina, 0s
animais receberam seus respectivos tratamentos com o extrato de D. brasiliensis, indometacina ou
solucdo salina. Apds 6 horas do tratamento, os animais foram eutanasiados, em seguida, foram
coletados os exsudatos dos bolsdes de ar utilizando 3 mL de solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) heparinizado. A contagem de leucdcitos foi realizada pelo analisador hematolégicos (marca
ABX Micros 60®). Os resultados forem expressos com as médias dos niimeros de leucocitos totais
(10%. mL™?) de cada grupo experimental e a inibicio da migracdo de leucécitos comparativamente
ao grupo experimental controle expressos em porcentagem, conforme Cavalcante da Silva
(2021)%. Os resultados obtidos foram comparados e analisados estatisticamente por meio da
analise de variancia (ANOVA) seguido por Bonferroni, onde valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

Avaliacdo da Atividade Antitumoral

Neste estudo, foram selecionados 6 camundongos machos por grupo, incluindo 0s grupos
tratados com o extrato de D. brasiliensis (200, 300 e 400 mg.kg™, via oral), o grupo controle
negativo (solugdo salina a 0,9%, via oral) e o grupo controle positivo (metotrexato 10 mg.kg™, via
oral), conforme metodologia de STOCK (1955)?2. Os animais do grupo controle e tratados
receberam as células da linhagem sarcoma 180, por meio da inoculagdo ascitica do tumor por via
subcutanea na regido axilar. Os tratamentos, com as doses do extrato de D. brasiliensis e 0s

controles positivo e negativo, foram iniciado 48 horas apds o transplante dos tumores nos animais
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com duragdo de sete dias. Ao final deste periodo, os animais serdo sacrificados, os tumores
removidos, dessecados e pesados e tiveram amostras de sangue coletadas por punc¢éo cardiaca para
avaliacdo dos parametros bioguimicos e hematoldgicos. Os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e tiveram os tumores, figado, o baco, os rins e os pulmdes removidos para
avaliacBes macroscopicas bem como para a determinacéo dos seus respectivos pesos relativos. A
inibicdo tumoral foi calculada utilizando a seguinte equacdo (Eq. 1): TWI% = (C - T) / C x 100,
em que TWI1% representa o percentual de inibi¢cdo tumoral, C é a média dos pesos dos tumores nos
animais do grupo controle, e T é a média dos pesos dos tumores nos animais do grupo teste. Os
resultados obtidos foram comparados e analisados estatisticamente por meio da anélise de variancia
(ANOVA) seguido por Teste Tukey, onde valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Extracdo e Rendimento

O rendimento do extrato bruto etandlico obtido a partir das folhas de D. brasiliensis foi
determinado como sendo de 10,04%. A obtencdo de um extrato vegetal de alta qualidade e estavel
depende significativamente dos métodos de extracdo e secagem empregados. Nesse contexto, a
macerac¢do a frio € um método vantajoso, pois contribui para a preservacao da estabilidade dos
metabolitos secundarios presentes no extrato. As baixas temperaturas utilizadas nesse método
evitam a degradacao térmica, bem como reduzem a oxidacéo e a perda de atividade dos compostos,

garantindo assim a preservacao de suas propriedades bioativas?3.

Prospeccao Fitoquimica e Anéalise Quantitativa de Polifendis e Flavonoides

A analise fitoquimica realizada no extrato de D. brasiliensis evidenciou a presenca de diversas
classes de metabdlitos secundarios, incluindo antocianidinas, compostos fendlicos, cumarinas,
derivados antracénicos, mono/sesqui/diterpenos, naftoquinonas, saponinas e triterpenos. Esses
resultados séo consistentes com estudos anteriores que investigaram espécies do género Drimys,
fortalecendo a caracterizacdo da composi¢do quimica do extrato de D. brasiliensis, conforme
descrito por Mecchi e Lago (2013)%4.
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No ensaio de quantificacdo de polifendis e flavonoides, a espécie D. brasiliensis apresentou
um teor de fendis totais de 52,30% e flavonoides de 3,55%. Esse resultado estd em consonancia
com os achados de Bridi (2019)%°, que também constataram altos niveis de acidos fendlicos e
flavonoides na espéecie Drimys winteri. A presenca dessas substancias sugere um potencial oxido-
redutor significativo, conforme demonstrado por Gastaldi (2018)2¢ no estudo com a espécie Drimys
andina. Além disso, a presenca desses compostos pode estar relacionada a atividade anti-
inflamatéria, conforme evidenciado por Maleki, Crespo e Cabanillas (2019)?’, o que corrobora com

0s achados encontrados nesta publicacao para D. brasiliensis.

Toxicidade

A avaliacdo da toxicidade aguda do extrato de D. brasiliensis demonstrou sua seguranca e
ndo letalidade. O célculo da dose letal 50 (DLso) foi determinado utilizando valores de corte fixos
de acordo com a metodologia da OECD 423. A DLsp do extrato de D. brasiliensis foi estabelecida
como superior a dose de 2000 mg.kg™.

Nos primeiros 30 minutos de observacdo, os animais do grupo controle apresentaram
hiperatividade e nos 60 minutos de observacdo os animais do grupo controle ndo apresentam mais
nenhum efeito indicando estimulo do SNC. Por outro lado, os animais do grupo tratado com o
extrato de D. brasiliensis exibiram nos primeiros 30 minutos, sinais de movimento de vibrissas,
ondulacdo de cauda e piloerecdo. Nos 60 minutos de observacdo, 0s animais apresentaram
expansdo do pavilhdo auricular, ondulacdo de cauda e piloerecdo, no entanto esses efeitos ndo se
mostraram intensificados. Em relacdo aos sinais depressores do SNC (analgesia, catatonia,
fotofobia, inversdo de marcha, perda do reflexo auricular, perda do reflexo corneal, prostracéo
ptose palpebral, resposta ao toque diminuido e sedacdo) nao foram observados a presenca dos sinais
de diminuicdo da atividade cerebral nos animais avaliados do grupo controle como nos animais do
grupo tratados com o extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg™. Na
avaliacdo dos sinais relacionados ao SNA, os animais do grupo tratado com o extrato etanélico das
folhas de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg™ apresentaram defecagdo nos primeiros 30 minutos
de observacdo. Os animais do grupo controle, tratados com agua destilada ndo apresentaram
nenhum sinal relacionado a alteracdo do SNA. Nos primeiros 30 minutos de observacgéo, outros

comportamentos como autolimpeza, movimento de escalada, movimento estereotipado e
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contorgOes abdominais foram observados nos animais tratados com o extrato etandlico das folhas
de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg-*. Na primeira hora de observagdo, os animais do grupo
tratado com o extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg™ apresentaram
comportamentos como autolimpeza e movimento de escalada. Outros comportamentos ndo foram
observados nos animais tratados com &gua destilada. Durante os demais periodos de observacao,
ao longo dos 14 dias do teste, ndo foram observados sinais de toxicidade nos animais. Além disso,
ndo houve registro de mortalidade durante o periodo de ensaio. O consumo de agua e racdo pelos
animais foi monitorado e ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
médias no consumo dos animas tratados com &gua destilada e dos animais tratados com D.

brasiliensis, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1- Resultados do consumo de racdo e dgua dos animais tratados com agua destilada e tratados com
o extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis.

Parametros avaliados Agua Destilada D. brasiliensis D. brasiliensis*
(n=3) (n=3) (n=3)

Consumo de agua (mL) 24,2+3,98 29,0+6,17 19,0+2,67

Consumo de racéo (g) 12,3+1,61 13,6+1,2 13,1+1,2

Fonte: A autora (2023). Legenda: * grupo repeticdo que recebeu a dose de 2000 mg.kg-! do extrato de D.
brasiliensis. Nota: Os valores representam a média + desvio padrdo. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas significativas (p< 0,05) entre 0s grupos.

A utilizacdo do extrato bruto de folhas de D. brasiliensis demonstrou ser segura quando
administrada por via oral. Durante os demais periodos de observacao ao longo dos 14 dias do teste,
ndo foram observados sinais de toxicidade nos animais. Além disso, ndo houve registro de
mortalidade durante o periodo de ensaio. Nao foi observado alteracbes em parametros sanguineos

que demonstrassem alterac6es hepaticas ou renais, conforme Tabela 2.
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Tabela 2 — Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos dos camundongos do grupo tratado com agua destilada
e do grupo tratado com extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis.

Tratamentos
Parametros Hematologicos Agua destilada + DP (n=3) D. brasiliensis = DP (n=6)
Hemécias (milhdes/pL) 5,24 +0,3470 5,01 £ 0,3089
Hemoglobina (g/dL) 15,86 + 0,9843 15,06 + 0,9498
Hematocrito (%) 47,66 + 2,8674 45,33 + 2,9249
VCM (fL) 94,43 +0,7133 94,15 + 1,3877
HCM (pg) 30,13 £ 0,0471 30,18 + 0,0687
CHCM (%) 33,20 + 0,0816 33,25+ 0,1384
Leucdcitos (cél/mm3) 8033,33 + 758,6537 7350,00 + 588,0759
Segmentados (%) 45,33 + 3,6817 44,16 + 2,2669
Eosindfilos (%) 1,66 + 0,9428 1,66 £+ 0,7453
Linfocitos Tipicos (%) 51,66 + 2,6246 52,5+ 1,7078
Monadcitos (%) 1,33+£0,4714 1,66 £ 0,7453
Plaquetas (cél/mm3) 167333 + 5312,4592 176166 + 9263,1288
Parametros Bioquimicos
Uréia (mg/dL) 41,00 + 1,2961 43,46 + 2,3633
Creatinina (mg/dL) 0,64 +0,0748 0,62 + 0,0689
TGO (U/L) 60,16 + 2,3098 57,65 + 6,0794
TGP (U/L) 124 + 4,3909 121,86 + 8,9878

Fonte: A autora (2023). LEGENDA: DP = desvio padrdo; “AST” — Aspartato Aminotransferase; “ALT” —
Alanina Aminotransferase “VCM” — Volume Corpuscular Médio; “HCM” — Hemoglobina Corpuscular
Média; e “CHCM” — Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. Nota: Nao foram encontradas
diferencas estatisticas significativas (p< 0,05) em comparagcdo com o controle.

Esse resultado estd em concordancia com estudos anteriores que investigaram o extrato de
folhas da espécie D. angustifolia, conforme mencionado por Witaicenis (2007)%8. Além disso, outro
estudo investigou o efeito do extrato das cascas de D. brasiliensis e demonstrou que ndo possui
efeito teratogénico, assim como ndo apresentou atividade hemolitica, como evidenciado por
Fratoni (2018)?°. Porém, é importante ressaltar o 6leo essencial de D. brasiliensis revelou
toxicidade. Conforme relatado por Gomes (2013)%, a dose de 1000 mg.kg™* administrada aos
roedores resultou em sinais de toxicidade e excitacdo do SNC, indicando que o uso interno do 6leo
essencial ndo é recomendado. Esses achados fornecem informagao sobre segurancga para 0 consumo
das folhas e cascas da planta, seja na forma de chas ou tinturas, corroborando com o uso tradicional

da espéciedL.
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Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatoéria

No modelo de edema de pata, a administragdo de carragenina induziu uma resposta
inflamatdria aguda e localizada na pata do animal, caracterizada pela liberacdo sequencial de
mediadores inflamatorios em diferentes fases. O Gréafico 1 demonstra a variacdo do volume do

edema de pata induzido pela carragenina no periodo de 5 horas.

Gréfico 1 — Variacdo do volume da pata dos camundongos (M. musculus) no modelo de edema de pata.

8 25+ )
g -o- Solucdo salina 0,9%
9 20+ = D. brasiliensis 50 mg/kg
E i —4— D. brasiliensis 100 mg/kg
3 ~¥ D. brasiliensis 200 mg/kg
S :
S 10~ o ol Dexametasona 0,5 mg/kg
o . e SR
E 5 . —
3 g
> 0 1 1 1 1 1

1 2 3 4 5

Tempo em horas

Fonte: A autora (2023). Nota: As concentragdes de 100 e 200 mg.kg? de D. brasilienses foram diferentes
estatisticamente (p<0,05); ANOVA seguido por Teste Tukey.

No tempo de 30 minutos de observacdo apds a indugcdo com carragenina, o extrato etanolico
de folhas de D. brasiliensis nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg™* foram estatisticamente significativas
em relacdo ao grupo tratado com solucédo salina 0,9%. No tempo de 1 hora apds a inducdo com
carragenina, o extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis nas doses de 100 e 200 mg.kg™* foram
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo tratado com solucéo salina 0,9%. De acordo
com o grafico, o pico maximo da inflamacéo foi alcancado 2 horas ap6s a indug¢do com carragenina,
e observou-se que o extrato etanolico de folhas de D. brasiliensis nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg
! e 0 grupo tratado com dexametasona 0,5 mg.kg™ foram estatisticamente significativas quando
comparado ao grupo tratado com solucéo salina 0,9%.

Este mesmo resultado também foi observado na terceira e quarta hora de observacao apos
a indugdo com carragenina. Na ultima hora de observacdo, observou-se que o extrato etandlico de

folhas de D. brasiliensis nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg™ continuou apresentando resultados
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estatisticamente significativos quando comparado ao grupo tratado com solugéo salina 0,9%. Neste
periodo de observagdo os animais do grupo tratado com Dexametasona 0,5 mg.kg? ja ndo
apresentavam uma variacdo no volume da pata, 0s animais apresentaram medidas do volume da
pata proximas as medidas basais do inicio do ensaio, demonstrando uma recuperacdo do edema
causado pela aplicacdo da carragenina. O extrato etanolico de folhas de D. brasiliensis nas doses
de 100 e 200 mg.kg* foram capazes de reduzir o volume do edema de pata dos camundongos
induzido por carragenina em todos os periodos observados quando comparado com o veiculo
solucdo salina 0,9%. No que diz respeito ao extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis nas doses
de 100 e 200 mg.kg? demonstraram um efeito anti-inflamatério do extrato. Esses resultados
sugerem que o extrato de D. brasiliensis possui propriedades capazes de modular a resposta
inflamatdria, reduzindo a liberacdo de mediadores inflamatdrios e, consequentemente, atenuando
o0 desenvolvimento do edema de pata induzido pela carragenina.

O modelo de bolséo de ar induzido pela carragenina foi utilizado como uma abordagem
para avaliar processos inflamatérios semelhantes aos encontrados na artrite reumatoide, uma vez
que o bolséo de ar induzido nas costas dos animais assemelha-se as membranas sinoviais do tecido
conjuntivo presente nas articulacdes?.

A administragdo por via oral do extrato de D. brasiliensis inibiu consideravelmente a
migracdo leucocitaria em amostras de camundongos em todas as doses avaliadas, quando
comparada com o controle negativo. Especificamente, as doses de 100 e 200 mg.kg* do extrato de
D. brasiliensis apresentaram uma inibicdo de 64,05 e 76,91%, respectivamente, superior na
migracdo de leucocitos em comparacdo com a droga de referéncia indometacina de 52,50%,

conforme Tabela 3.
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Tabela 3 — Efeito do extrato bruto de folhas de D. brasiliensis na migracéao leucocitéria na inflamacéao aguda
no modelo do bolsdo de ar.

Grupos Dose mg.kg* Migracdo de células Inibicdo (%)
(10%/ ml)
Controle - 13,77+0,11 -
Indometacina 10 6,54 £ 0,15* 52,50
Extrato de folhas 50 8,29 + 0,23* 39,80
D. brasiliensis 100 4,95+ 0,17 64,05
200 3,18 £0,24" 76,91

Fonte: A autora (2023). Legenda: Valores representam a média + desvio padrdo (n=6). * Diferente
estatisticamente do controle negativo (veiculo); ANOVA seguido por Bonferroni, p<0,05.

O modelo farmacologico de peritonite é utilizado para estudar a resposta inflamatéria no
peritbnio, uma membrana serosa que reveste a cavidade abdominal. A peritonite é caracterizada
por uma inflamacéo do periténio, geralmente causada por infeccdo bacteriana, lesao traumatica ou
outras condi¢des inflamatorias. A administracdo oral do extrato de D. brasiliensis demonstrou um
efeito na inibicdo da migracdo de células de leucocitos e neutrofilos em todas as doses testadas,
quando comparada ao grupo controle negativo. Especificamente, as doses de 100 e 200 mg.kg™ do
extrato de D. brasiliensis apresentaram uma inibicao superior na migracao de leucdcitos (56,38 e
77,05%), respectivamente, e neutréfilos (60,00 e 64,21%), respectivamente, em comparagdo com
a droga de referéncia indometacina para leucocitos (55,25 %) e neutréfilos (52,89%), conforme
Tabela 4.
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Tabela 4 — Efeito do extrato bruto de folhas de D. brasiliensis na migragdo de leucocitos e neutrofilos na
inflamacdo aguda no modelo de peritonite.

Grupos Dose mg.kg™ Leucdcitos Leucdcitos Neutrdfilo Neutrdfilo
(10%/ ml) inibicdo (%) (10%mL) inibicdo (%)

Controle - 6,19 + 0,20 - 3,80 £ 0,09 -
Indometacina 10 2,77 +0,19* 55,25 1,79+0,11* 52,89
Extrato de 50 3,19 +0,10* 48,46 2,14 +0,10* 43,68
folnas 100 2,70 +0,14% 56,38 1,52 +0,16* 60,00
D. brasiliensis

200 1,42 +0,12* 77,05 1,36 +0,13* 64,21

Fonte: A autora (2023). Legenda: Valores representam a média = desvio padrdao (n=6). * Diferente
estatisticamente do controle negativo (veiculo); ANOVA seguido por Bonferroni, p<0,05.

A migracdo de leucdcitos para o local inflamatorio desempenha um papel crucial na
resposta celular durante a inflamagdo aguda. Esse processo é mediado por Vérias citocinas
inflamatorias, incluindo histaminas, prostaglandinas e bradicininas, entre outras. A inibicdo da
migracdo de leucdcitos e neutrofilos pode ser um indicativo do potencial efeito anti-inflamatério
do extrato de D. brasiliensis.

Os resultados obtidos sugerem que o extrato de D. brasiliensis possui propriedades capazes
de modular a resposta inflamatoria, resultando na inibi¢do da migracéo de leucdcitos e neutréfilos.
Essa inibicdo pode ser atribuida a presenca de compostos bioativos no extrato, 0s quais podem
interferir na sinalizacdo das citocinas inflamatorias e, assim, reduzir a resposta inflamatoria.
Pesquisas de outros autores demonstraram que sesquiterpenos drimaniais presentes no extrato de
D. brasiliensis exibem atividade anti-inflamatéria®>. O mecanismo de acdo desse efeito esta
relacionado a reducdo da atividade das citocinas pro-inflamatdrias e a diminuicdo da atividade do
fator de transcricdo NF-kB, responsavel pela regulagdo da expressdo das citocinas pro-
inflamatodrias®223, Além disso, foi observado que o extrato de D. winteri pode aumentar a expressao
génica da citocina anti-inflamatoria 1L-1034.

Essas descobertas reforcam a possibilidade de o extrato de D. brasiliensis ter potencial
terapéutico no contexto de distdrbios inflamatdrios. No entanto, € importante ressaltar que séo
necessarios estudos adicionais para aprofundar o entendimento dos mecanismos de agdo

envolvidos e avaliar a eficacia e seguranga do extrato vegetal.
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Atividade Antitumoral

Os resultados deste ensaio indicaram que a dose intermediaria de 300 mg.kg™ do extrato de
D. brasiliensis apresentou uma inibicdo tumoral de 64,33%, superior comparado aos outros
tratamentos. No entanto, a dose de 400 mg.kg?, a maior dose testada apresentou diminuigio da
taxa de inibicéo, sugestionando uma queda na inibicdo tumoral, o efeito observado ndo é dose-

dependente, conforme Tabela 5.

Tabela 5 — Inibi¢do tumoral dos tratamentos com D. brasiliensis e a droga de referéncia metotrexato.

Tratamentos D. brasiliensis D. brasiliensis D. brasiliensis Metotrexato
200 mg.kg™ 300 mg.kg™ 400 mg.kg™ 1,5 mg.kg?
Inibicdo Tumoral 36,42% 64,33% 16,62% 84,34%

Fonte: A autora (2023).

A andlise macroscopica dos tumores removidos dos animais revelou que eles eram solidos,
invasivos, aderentes a epiderme e apresentavam-se vascularizados. Os pesos dos 6rgaos dos grupos
controles e grupos tratados com o extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis foram registradas
como valor absoluto (g) e valor relativo (%). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas na analise de variancia (ANOVA) dos pesos dos 6rgdos e tumores entre 0S grupos

controle e tratado com o extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis.
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Tabela 6 - Peso dos 6rgédos e tumores dos animais tratados com solugdo salina, metotrexato e tratados com
extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis.

Tratamentos
Orgaos Valores Solugéo D. brasiliensis ~ D. brasiliensis  D. brasiliensis Metotrexato
salina0,9% 200 mg.kg™ 300 mg.kg™ 400 mg.kg* 1,5 mg.kg®
Figado  Absoluto (g) 2,75+0,58  2,88+1,58 2,05+0,32 2,03+0,10 3,34+0,35
Relativo (%) 5,80+1,02  6,37£2,53 5,82+0,44 5,74+0,23 6,37+£2,53
Baco Absoluto (g) 0,38+0,13  0,40+0,19 0,25+0,04 0,24+0,05 0,23+0,03
Relativo (%) 0,80+0,25  0,89+0,03 0,71+0,06 0,66+0,13 0,45+0,04
Pulméao Absoluto (g) 0,22+0,02  0,20+0,04 0,18+0,02 0,19+0,05 0,27+0,06
Relativo (%) 0,46+0,03 0,47+0,07 0,51+0,07 0,53+0,16 0,55+0,12
Rim Absoluto (g)  0,51+0,04 0,50+0,10 0,40+0,06 0,36+0,02 0,56+0,06
Relativo (%)  1,09+0,09 1,16+0,13 1,14+0,13 1,02+0,05 1,12+0,15
Tumor Absoluto (g)  2,60+1,26 1,37+0,92 1,0+0,76 1,87+0,86 2,95+1,39
Relativo (%) 5,50+2,64  3,10+1,83 2,89+221 5,45+2,85 3,83+1,84

Fonte: A autora (2023). Legenda: Valores representam a média + desvio padrdo (n=6). Nota: Nao foram
encontradas diferencas estatisticas significativas (p< 0,05) entre 0s grupos.

Foi realizado a analise do sangue dos animais dos grupos controle e tratados com o extrato
etanolico das folhas de D. brasiliensis e a comparagdo estatistica (ANOVA) dos parametros
hematoldgicos e bioquimicos ndo revelou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. Nessa forma, é possivel intuir que a ingestdo do extrato de D. brasiliensis ndo alterou o
peso nem a morfologia dos érgdos dos animais testados, assim como nao alterou 0s parametros
sanguineos nos animais submetidos ao experimento.

Embora os resultados ndo tenham sido positivos para administracdo por via oral, € possivel
que a alternancia de via de administracdo possa gerar resultados mais promissores. O mecanismo
de agéo da atividade antitumoral de D. brasiliensis ainda n&o foi completamente compreendido. O
género Drimys, do qual D. brasiliensis faz parte, é conhecido por conter sesquiterpenos
responsaveis pela atividade antitumoral®. Ha estudos com compostos isolados que apresentam

atividade antitumoral, como é o caso dos sesquiterpenos drimanos da espécie D. winteri
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demonstraram que compostos isolados, como drimenol, isordrimenona e poligodial, apresentaram
capacidade de reduzir a viabilidade celular 7,37 pgmL?, 4,71 pgmL?! e 4,00 pgmL?,
respectivamente®. Da mesma forma, em outro estudo com D. brasiliensis, denominados 1-p-(p-
cumaroiloxi)-poligodial, drimanial e 1-B-(pmetoxicinamoil)- poligodial demostraram atividade
antiproliferativa contra diferentes linhagens de sarcoma, carcinomas, leucemias e linfomas?®.

No entanto, a atividade antitumoral observada pode estar relacionada as propriedades anti-
inflamatdrias do extrato vegetal. Nos estudos de peritonite em particular, observou-se que D.
brasiliensis foi capaz de agir na fase terminal da inflamacdo aguda, que € caracterizada pelo
recrutamento de prostaglandinas e citocinas, além de inibir a migragdo de leucdcitos e neutrofilos.
E amplamente reconhecida a correlagdo entre a sinalizacdo de citocinas pro-inflamatorias, a
ativacio de fatores de transcricdo e o desenvolvimento tumoral®”, Terapias multialvo que visam
interferir no microambiente tumoral sdo alternativas promissoras para impedir a progressao e as
metastases das células tumorais®®. Algumas espécies vegetais apresentam potencial como
alternativas para o tratamento antitumoral devido as suas propriedades anti-inflamatdrias®®. No
caso especifico de D. brasiliensis, estudos complementares devem ser conduzidos para estabelecer
a correlacdo entre a atividade anti-inflamatdria e antitumoral demonstrada pela espécie. Além
disso, é importante elucidar as possiveis vias metabolicas, rotas de eliminacdo e cinética dos
compostos isolados*'. Esses estudos sdo essenciais para integrar os dados obtidos em ensaios
farmacoldgicos e estudos clinicos, a fim de garantir a seguranca e a eficacia do potencial

fitofarmaco.

CONCLUSAO

O extrato etandlico obtido das folhas de D. brasiliensis evidenciou atividade
antiinflamatoria principalmente na dose de 100 e 200 mg.kg e antitumoral na dose de 300 mg.kg"
! em mamiferos M. musculus, as quais podem ser atribuidas & presenca de marcadores
sesquiterpenos, reconhecidos por sua capacidade de exercer tais efeitos terapéuticos.
Adicionalmente, o extrato revelou um teor significativo de compostos fenolicos sendo estes 0s
compostos majoritarios. Foi observada baixa toxicidade do extrato de D. brasiliensis, o que reforga
a seguranca no consumo das folhas e cascas, seja na forma de chés ou tinturas, ratificando sua

utilizacdo tradicional. E necessario que futuros estudos sejam conduzidos para aprofundar o
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entendimento acerca da biodisponibilidade e farmacocinética do extrato vegetal. Ademais, 0s
resultados promissores desta pesquisa apontam para a necessidade de investigagdes mais
aprofundadas, a fim de elucidar os mecanismos subjacentes a interacdo entre 0 processo

inflamatdrio e o microambiente tumoral.
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