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RESUMO

O género Drimys, pertencente a Familia botanica Winteraceae, ¢ amplamente reconhecido e
valorizado. Suas espécies tém sido utilizadas na medicina popular para tratar diversos
problemas de satude, como dores géstricas, dor de dente e anemia. Em certas localidades, as
folhas secas e as bagas dos frutos sdo empregadas como condimentos devido ao seu sabor
apimentado. O estudo tem como objetivo avaliar o perfil fitoquimico, toxicidade aguda e as
atividades anti-inflamatérias e antitumoral do extrato etanolico das folhas de Drimys
brasiliensis em camundongos albinos (Mus musculus). Neste estudo, foi realizada a analise do
perfil fitoquimico do extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis por cromatografia de camada
delgada e realizada a quantificagdo de compostos fenolicos e flavonodides. A toxicidade aguda
foi avaliada utilizando o método OECD 423, administrando uma dose de 2000 mg/kg em
camundongos albinos Swiss. Além disso, foi investigado a atividade anti-inflamatéria por meio
de modelos experimentais de edema de pata, peritonite e bolsdo de ar, e realizado um ensaio
antitumoral utilizando o modelo de sarcoma 180. A analise cromatografica revelou a presenca
das antocianidinas, compostos fendlicos, cumarinas, derivados antracénicos, mono/sesqui/di
terpenos, naftoquinonas, saponinas e triterpenos. O extrato etandlico demonstrou
majoritariamente compostos fenolicos (52,30%) e flavonoides (3,55%). Também foi observado
uma baixa toxicidade nos roedores, com uma DLso superior a 2000 mg/kg. No ensaio de bolsao
de ar, o extrato etandlico apresentou inibi¢ao de leucdcitos (39,80%), (64,05%) e (76,91%) nas
doses testadas de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente. Adicionalmente, verificou-se que no
ensaio de peritonite o extrato apresentou inibicao de leucocitos (48,46%), (56,38%) e (77,05%)
e inibi¢do de neutrofilos (43,68%), (60,00%) e (64,21%) nas doses testadas de 50, 100 e 200
mg/kg, respectivamente. No modelo de edema de pata, as concentracdes de 100 mg/kg e 200
mg/kg foram estatisticamente diferentes (p<0,05) do controle negativo. No modelo de sarcoma,
a dose de 300 mg/kg resultou em uma inibi¢do tumoral de 64,33%. O extrato etandlico obtido
das folhas de D. brasiliensis evidenciou atividade anti-inflamatdria principalmente nas doses
de 100 e 200 mg/kg e antitumoral na dose de 300 mg/kg, as quais podem ser atribuidas a
presenca de marcadores sesqui-terpenos, reconhecidos por sua capacidade de exercer tais
efeitos terapé€uticos. Adicionalmente, o extrato revelou um teor significativo de compostos
fendlicos sendo estes os compostos majoritarios. Foi observada baixa toxicidade do extrato de
D. brasiliensis, o que reforca a seguranca no consumo das folhas corroborando com sua
utilizacdo tradicional. Em vista desses resultados promissores, ¢ necessario realizar estudos

adicionais para compreender melhor a biodisponibilidade e a farmacocinética do extrato vegetal.



Palavras-chave: fitoterapia; toxicidade; anti-inflamatorios; antineoplasicos.



ABSTRACT

The genus Drimys, belonging to the Winteraceae botanical family, is widely recognized and
valued. Its species have been used in folk medicine to treat various health problems, such as
gastric pain, toothache and anemia. In certain localities, the dried leaves and berries of the fruit
are used as condiments due to their peppery taste. The study aims to evaluate the phytochemical
profile, acute toxicity, anti-inflammatory and antitumor activities of ethanolic leaf extract of
Drimys brasiliensis in Swiss albino mice (Mus musculus). In this study, the phytochemical pro-
file of the ethanolic leaf extract of D. brasiliensis was analyzed by thin-layer chromatography
and phenolic and flavonoid compounds were quantified. Acute toxicity was evaluated using the
OECD 423 method, administering a dose of 2000 mg/kg in Swiss albino mice. Furthermore, it
was investigated the anti-inflammatory activity through experimental models of paw edema,
peritonitis and air pouch, and performed an antitumor assay using the 180 sarcoma model.
Chromatographic analysis revealed the presence of anthocyanidins, phenolic compounds, cou-
marins, anthracene derivatives, mono/sesqui/diterpenes, naphthoquinones, saponins and triter-
penes. The ethanolic extract mostly showed phenolic compounds (52,30%) and flavonoid
(3,55%). It was also observed low toxicity in rodents, with an LDsg greater than 2000 mg/kg. In
the air pouch assay, the ethanolic extract showed leukocyte inhibition (39,80%), (64,05%) and
(76,91%) at the tested doses of 50, 100 and 200 mg/kg, respectively. Additionally, it was found
in the peritonitis assay, that the ethanolic extract showed leukocytes inhibition (48,46%),
(56,38%), (77,05%) and neutrophils inhibition (43,68%), (60,00%) and (64,21%) at the tested
doses of 50, 100 and 200 mg/kg, respectively. In the paw edema model, concentrations of 100
and 200 mg/kg were statistically different (p<0.05) from the negative control. In the sarcoma
model, the dose of 300 mg/kg resulted in a tumor inhibition of 64.33%. The ethanolic extract
obtained from the leaves of D. brasiliensis showed anti-inflammatory activity mainly at doses
of 100 and 200 mg/kg and antitumor activity at a dose of 300 mg/kg, which can be attributed to
the presence of sesquiterpene markers, recognized for their ability to employ such therapeutic
effects. Additionally, the extract revealed a significant content of phenolic compounds, these
being the majority compounds. Low toxicity of the D. brasiliensis extract was observed, which
reinforces the safety of consuming the leaves, corroborating their traditional use. In view of
these promising results, further studies are needed to better understand the bioavailability and

pharmacokinetics of the plant extract.

Keywords: phytotherapy; toxicity; antiinflammatories; antineoplastic.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo desempenha um papel fundamental no microambiente tumoral e é
considerada um dos principais fatores contribuintes para a carcinogénese (Huang et al., 2022).
O desequilibrio no processo de 6xido-reducdo causado pelo excesso de radicais livres, como as
espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN) e cloro (ERCI), favorece a
transformacdo de células normais em tumorais (Neganova et al., 2021). A ativacdo da resposta
imune e a producéo de citocinas, interleucinas e fatores de crescimento modulam a sinalizagéo
celular, promovendo o crescimento do tumor (He; Karin, 2011). Além disso, as células tumorais
podem se apropriar de vias e mecanismos do processo inflamatorio para impulsionar sua
proliferacdo (Dranoff; Fearon, 2013).

Estudos recentes tém revelado a presenca de bactérias e fungos colonizando células
tumorais, acrescentando mais um elemento ao complexo microambiente tumoral (Baek, 2022).
A combinacéo de infeccdo e inflamacdo desempenha um papel no desenvolvimento de certos
tipos de cancer, como o cancer gastrico associado a infeccdo cronica por Helicobacter pylori e
o carcinoma hepatocelular (HCC) relacionado a infeccdo cronica pelas hepatites virais (Shawki
et al., 2018).

Abordagens terapéuticas inovadoras tém surgido como alternativas aos tratamentos
invasivos e nao seletivos. Como exemplo, as 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 (Bujak et al., 2019). Dentre
essas abordagens, os farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) tém sido
considerados potenciais candidatos na prevencao e tratamento do cancer, uma vez que, alguns
apresentam atividade antitumoral, além de um potente efeito anti-inflamatério (Ramos-Inza et
al., 2021). As plantas medicinais também demonstram um potencial semelhante, pois muitas
espécies possuem atividades antitumorais e anti-inflamatorias (Fiorentino et al., 2018),
inclusive algumas espécies utilizadas popularmente no tratamento do cancer (Ochwang’i et al.,
2018; Teodor et al., 2020).

Drimys brasiliensis € uma espécie arborea 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)

(Flora Do Brasil, 2023; Tropicos, 2023). Popularmente conhecida como “cataia", "casca de

anta", "canela-amarga"”, "para-tudo" e "caa-tuya", ha relatos de que povos indigenas observaram



17

a “anta” (Tapirus americanus) se alimentando da casca dessa espécie quando doente,
justificando o nome popular dado a planta (Mariot et al., 2010). Na medicina popular, o uso das
folhas e cascas de D. brasiliensis é relatado para o tratamento de problemas gastricos, como
dores intestinais, célicas e prisdo de ventre, entre outros. Além disso, a planta é considerada
antiescorbdtica, sudorifica e estimulante contra o desgaste fisico e mental (Lorenzi; Matos,
2002).

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil fitoquimico,
atoxicidade aguda e as atividades anti-inflamatérias e antitumoral do extrato etan6lico de folhas

de D. brasiliensis em camundongos albinos swiss (M. musculus).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil fitoquimico, bem como as atividades anti-inflamatorias, antitumoral e

toxicidade aguda do extrato etandlico das folhas de Drimys brasiliensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter o extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis;
Realizar screening fitoquimico do extrato das folhas de D. brasiliensis;

Realizar a quantificacdo de fenois totas e flavonoides do extrato das folhas de D.

brasiliensis;

Realizar o ensaio de toxicidade aguda por via oral e determinar a DLso do extrato das

folhas de D. brasiliensis em camundongos albinos swiss (Mus musculus);

Realizar os ensaios de peritonite, bolsdo de ar e edema de pata para avaliagdo da
atividade anti-inflamatoria do extrato das folhas de D. brasiliensis em camundongos

albinos swiss (Mus musculus);

Realizar o ensaio de atividade antitumoral do extrato das folhas de D. brasiliensis em

camundongos albinos swiss (Mus musculus).
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 FAMILIA WINTERACEAE

Winteraceae ¢ uma das familias mais primitivas das espécies de angiospermas, grupo
de plantas produtoras de flores e frutos, e contém em sua taxonomia os géneros: Belliolum,
Brymis, Bubbia, Drimys, Exospermum, Pseudowintera, Takhtajania, Tasmannia, Tetrathalamus
e Zygogynum, distribuidas pelas regides da Mesoamérica, Sul América, Oceania, Africa e Asia
(Tropicos, 2023). Estudos morfologicos das plantas da familia Winteraceae demonstram em
suas folhas, a presenca de estdmatos obstruidos com granulos compostos de cuticula e cera.
Esses granulos formam uma barreira fisica e servem como uma camada protetora contra a perda
de agua e protecdo contra a radiagdo solar. Essa caracteristica modifica a aparéncia das folhas,
deixando-as com aspecto esbranquigado na reflexao da luz, caracteristica ausente em alguns
individuos como os pertencentes aos géneros Takhtajania e Tasmannia (Feild et al., 2000).

A principal caracteristica da familia Winteraceae € a auséncia de elementos de vasos
condutores. Ao invés disso, o sistema vascular da familia ¢ composto por traqueideos
posicionados perifericamente em relagdo ao tronco. A presenca de traqueideos e tampoes
estomaticos sugerem adaptagdes morfologicas as mudangas climaticas desde o periodo
Cretaceo, cerca de 145,5 milhdes a 65,5 milhGes de anos atras. A auséncia de vasos condutores
¢ o responsavel pela longevidade da familia e desempenhou papel importante para
sobrevivéncia, abundancia e distribuicdo ecologica das espécies em florestas timidas e
montanhosas ¢ em areas de clima tropical e subtropical registradas até os dias de hoje (Feild;
Brodribb; Holbrook, 2002). As espécies da familia Winteraceae possuem valor socioecondmico
e potencial farmacoldgico, por isso ¢ importante a preservagdo dos diversos biomas e o

incentivo ao manejo sustentavel das populagdes naturais (Mariot; Mantovani; Reis, 2014).
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Figura 1 - Individuos dos géneros Drimys, Takhtajania e Pseudowintera pertencentes a familia
Winteraceae.

Fonte: Modificado de Berry, 2021. Legenda: As folhas de Drimys winteri (A), Takhtajania perrieri (B)
e Pseudowintera colorata (C).

As espécies pertencentes a familia Winteraceae possui ampla distribuigdo territorial,
como por exemplo as espécies do género Drimys dominantes das regides da Mesoamérica e Sul
América (Tropicos, 2023). As espécies do género Drimys possuem boa adaptacdo em areas de
regeneracdo, com tendencia a aumento do numero de seus individuos, demonstrando a
importancia da preserva¢ao dos biomas naturais para impedir o desaparecimento desta espécie
medicinal (Duarte et al., 2019). Sabe-se que, as espécies desta familia podem estar em risco
com o avango do desmatamento e consequentemente a redugdo da area de biomas, como por

exemplo regides de Floresta Ombrofila Mista da Mata Atlantica (CNCFlora, 2023).

3.2 USO POPULAR DAS ESPECIES DE DRIMYS

No Brasil, popularmente, a planta ¢ conhecida por diversos nomes, tais como "cataia",
"casca de anta", "canela-amarga", "para-tudo" e "cad-tuya" (Lorenzi; Matos, 2002). Suas folhas
e cascas sdo utilizadas na medicina popular para tratar problemas géstricos, como dores
intestinais, coOlicas e prisdo de ventre, além de serem consideradas antiescorbuticas, sudorificas
e estimulantes fisicas e mentais (Simdes et al., 1986). No caso especifico da espécie D. winteri,
seu uso popular envolve a decocgao de 10 g de cascas ou folhas secas em 4gua, consumida duas
vezes ao dia até a redugdo dos sintomas (Matos, 1989).

O género Drimys € reconhecido no Chile, onde ¢ comumente denominado "canelo" ou

"palo de aji". Na medicina tradicional desse pais, a decocg¢do da casca da planta ¢ utilizada para
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tratar sarna e doencas de pele que afetam o gado, ocasionando a perda de pelos e a
hiperqueratinizagdo da regido afetada (CDBP, 2023).

Por sua vez, na Colombia, a Drimys granadensis é empregada na medicina tradicional
para aliviar dores gastricas, sendo popularmente conhecida como "canelo de paramo" (Gaviria
et al., 2011). De maneira similar, nas praticas populares da Costa Rica, as folhas da planta sao
mastigadas para aliviar dores de dente, sendo conhecida como "quiebra muelas" (Salcedo et al.,
2019). No sudeste Asiatico, na regido da Papua Ocidenal, a Drimys piperita é tradicionalmente
utilizada como tonico e estimulante do organismo, sendo popularmente conhecida como

"akway" (Pratiwi ef al., 2018).

3.3 FITOQUIMICA

O género Drimys € reconhecido pela expressdao de metabdlitos secundarios, sendo os
terpenos e os flavonoides classes de compostos que se destacam. Os sesquiterpenos sao 0s
principais marcadores fitoquimicos do grupo de terpenos (Jahangeer ef al., 2021). Essas
substancias sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas, sabor picante e aroma caracteristico
das espécies do género Drimys (Yang et al., 2020). Como apontado por Vichnewski;
Kulanthaivel; Herz, (1986) os primeiros compostos terpénicos, isolados da casca de D. winteri,
foram denominados drimenol, isodrimeninol e polygodial, também conhecidos como
sesquiterpénos drimanos.

Estudos realizados por Limberger et al. (2007) mostraram que o composto drimenol foi
encontrado no 6leo essencial de Drimys angustifolia e D. brasiliensis, sendo predominante nas
cascas dos caules (26,2%) do que nas folhas (1,4%). Por outro lado, em pesquisa realizada por
Lago et al. (2011), foi observado que as folhas de D. brasiliensis apresentaram predominio dos
sesquiterpenos drimanos em relagdo a casca.

Outro estudo, relacionado a espécie D. granadensis identificou no fruto verde a presenga
dos sesquiterpenos germacreno-D e drimenol (Ciccid et al., 1997). O germacreno-D ¢ um
sesquiterpeno presente nos Oleos essenciais de muitas espécies medicinais, € € precursor
metabolico para formacdo de outros sesquiterpenos, estando também presente tanto em D.
granadensis quanto em D. brasiliensis (Bllow; Konig, 2000).

A andlise do extrato hexanico das cascas de Drimys andina por cromatografia gasosa
detectou a presenca dos sesquiterpenos drimenol e poligodial (Mufioz-Concha et al., 2007).

Além disso, a andlise do 6leo esséncia da casca de D. winteri identificou 56 componentes com
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alta concentragdo de alfa-cubebeno e alfa-pineno (Barrero et al., 2000) Além desses compostos,
os monoterpenos da andlise do 6leo essencial de D. winteri, como y-curcumeno, limoneno,
mirceno, trans-cariofileno, a-pineno, sabineno e 4-terpineol (Zapata; Smagghe, 2010).

A andlise do oleo essencial das cascas e folhas de D. brasiliensis foram identificados
diversos sesquiterpenos como germacrene D, biciclogermacreno, alpha-gurjuneno, (E)-
nerodidol, spatulenol, epi-alpha-cadinol, alpha-cadinol e drimenol (Ribeiro et al., 2008; Zem et
al., 2016). Entre as substancias majoritarias encontradas na andlise do 6leo essencial de D.
angustifolia e D. brasiliensis foram identificados os compostos biciclogermacreno (19,6%) e
ciclocolorenona (18,2%), respectivamente, segundo estudo de Gomes et al. (2013).

A andlise do oleo essencial das folhas da espécie D. granadensis identificou 85
componentes, sendo os principais compostos germacrene D, sclarene, a-cadinol, longiborneol
acetate, drimenol, (Z)-B-ocimene, a-pinene e B-elemene (Gaviria et al., 2011).

A triagem fitoquimica do extrato da casca e das folhas da espécie D. angustifolia
também revelou a presenca de outros metabdlicos secundarios como flavonoides, saponinas,
triterpenodides glicosilados, acidos fixos, glicosideos cianogénicos, quinonas, taninos, xantonas
e agliconas esteroides, além do sesquiterpeno drimenol, encontrado nas folhas e cascas desta
espécie (Witaicenis et al., 2007).

Por sua vez, a espécie D. piperita apresentou no extrato das cascas alcaldides nao
identificados em outras espécies do género, sendo o componente majoritario o cariofileno,
também encontrado em especiarias como pimenta do reino e que possui potencial neuroprotetor
(Cepeda; Santoso; Lisangan, 2018; Negri et al., 2020).

No género Drimys, além dos terpenos, outra classe de metabolitos secundérios
expressiva sdo os flavonoides (Williams; Harvey; ef al., 1982). Uma gama de atividades
biologicas ¢ proporcionada pelos flavondides como propriedades antioxidante, antitumoral,
antiviral, anti-inflamatério (Maleki; Crespo; Cabanillas, 2019; Perez-Vizcaino, Fraga, 2018).

No estudo de Paz Robles et al. (2014) foi identificado na casca de D. winteri a presenga
de rutina, quercetina e estilbina. Em recente estudo de Meinhart et al. (2020) foi possivel
detectar quantidades significativas de rutina (15 mg / 300 mL de infusdo) nos extratos aquoso
e etanolico obtidos da casca de D. winteri.

De acordo com Bridi ef al. (2019), o extrato das partes aéreas de D. winteri apresentou
uma composi¢do rica em flavonoides e acidos fenolicos, os quais foram identificados e

quantificados em seu estudo. Além disso, o extrato demonstrou atividade antioxidante em
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ensaios in vitro, diminuindo a oxidacao lipidica. A quantificagdo de fendis totais e flavonoides
em D. andina demonstrou a presenca elevada desses compostos, comprovando que esta ¢ uma
espécie rica em compostos antioxidantes (Gastaldi et al., 2018).

No entanto, a composicao dos metabolitos secundarios varia de acordo com a localidade
da espécie, como ¢ observado no padrao de flavonoides de D. angustifolia, endémica nas Ilhas
Juan Fernandez e nas duas espécies nativas da area continental do Chile, D. winteri e D. andina,
que apresentam perfis distintos de metabdlitos (Ruiz et al., 2002). Essa variacao pode ser
influenciada por fatores ambientais, como alteragdes de clima, solo e regides, que afetam a
producdo dos compostos em cada espécie (Muioz et al., 2011).

De acordo com Mecchi ef al. (2013), o extrato hexanico e etanodlico dos galhos de D.
brasiliensis apresentou flavonoides como quercetina, astilbina, isoastilbina e neoastilbina.
Além disso, Cepeda, Santos e Lisangan (2018) afirmam que D. piperita, quando comparada
com D. angustifolia e D. brasiliensis, também apresentou um conteudo elevado de compostos
fenolicos, o que sugere ser uma caracteristica metabolica comum das espécies do género
Drimys.

Essa variagdo na composicao dos metabdlitos secundarios também ¢ evidenciada em
um estudo que quantificou os flavonoides em folhas de cinco populacdes de D. andina e D.
winteri, verificando diferengas entre o perfil de metabolitos secundarios de cada espécie
(Mufioz-Concha; Vogel; Razmili, 2004).

Além disso, a similaridade na composi¢do quimica das diferentes espécies de Drimys
indica que esses compostos podem ser utilizados como marcadores quimicos para a
identificacdo e padronizacdo dessas plantas em produtos fitoterapicos. Essa abordagem pode
contribuir para o desenvolvimento de produtos mais seguros e eficazes, além de evitar a

adulteracdo com outras espécies (ANVISA, 2021).

3.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS E FARMACOLOGICAS

3.4.1 Espécie Drimys andina
Drimys andina pode ser considerada sindbnimo da espécie D. winteri var. andina (GBIF,

2023a).
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3.4.2 Espécie Drimys angustifolia

A espécie Drimys angustifolia ¢ endémica no Brasil e, ¢ considerada nativa das florestas
do Sul do pais (Cabral; Mello-Silva, 2023). Entre os artigos encontrados sobre a espécie
destacou-se o potencial antitulcerativo do extrato etandlico de folhas e cascas, demonstrado em
ensaio com ratos Wistar e camundongos albinos Swiss. O extrato etanodlico de folhas e cascas
apresentou atividade antiulcerativa, na concentragdao de 250 mg/kg, inibindo lesdes de tlceras
gastricas induzidas por etanol em cerca de 76,50% e 81,42%, respectivamente, obtendo-se
resultados superiores a droga de referéncia carbenoxolone (Witaicenis et al., 2007).

Esse efeito antiulcerativo parece estar relacionado ao 6xido nitrico, substancia que
modula a atividade secretora de acido no estdmago, aumentando a capacidade defensiva da
mucosa gastrica, como apontado por Engevik; Kaji; Goldenring (2020). O que pode torna-lo
uma escolha promissora para o desenvolvimento de fitoterapico para o tratamento de disturbios
gastrointestinais, como a Maytenus ilicifolia, conhecida como “espinheira-santa” (ANVISA,
2021).

Outros estudos indicam que D. angustifolia pode ser utilizada para outras finalidades
como antivirais, antimicrobianos e insecticida. Gomes et al., (2012) testaram o 6leo essencial
da espécie contra o virus causador do herpes (HSV-1) e obteve um resultado antiviral moderado.
O valor encontrado foi quatro vezes superior ao da espécie D. brasiliensis.

O ¢6leo essencial de D. angustifolia também demonstrou concentragao inibitdria minima
(MIC) para as cepas de bactérias Bacillus cereus nas concentragdes de 125 e 250 pg.mL™,
quando testado por Santos et al. (2013).

Além disso, Meneghetti; Rebelo e Vitorino (2015) observaram que o 6leo essencial de
das folhas de D. angustifolia apresentou atividade inseticida para formigas cortadeiras
Acromyrmex spp quando pulverizado manualmente em formigueiros nas concentragdes de 10%
e 100% (p/v). No entanto, quando testado em modelos de dor e inflamagdo, o extrato de D.

angustifolia ndo apresentou resultados como relatado por Witaicenis et al. (2007).

3.4.3 Espécies Drimys beccariana

D. beccariana pode ser considerada sindnimo da espécie D. piperita (GBIF, 2023b).
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3.4.4 Espécie Drimys brasiliensis

A espécie D. brasilienses € uma das espécies mais estudadas do género Drimys. Sendo
que ensaios in vivo ¢ in vitro foram realizadas com seu extrato, 6leo essencial e compostos
isolados das cascas ou folhas desta espécie. O dleo essencial da planta apresentou atividade
anti-inflamatoria observada em camundongos quando administrado a dose de 200 mg/kg via
oral resultando em uma atividade semelhante a droga de referéncia indometacina, como
relatado por Lago et al. (2010). A atividade observada no 6leo essencial deve-se a presenga dos
sesquiterpenos drimanos. Além disso, o estudo com o composto isolado poligodial apresentou
atividade anti-inflamatoria em ensaios envolvendo cultura de células e implantes em
camundongos, diminuiu a inflamac¢do local e a fibrinogénese (Ferreira ef al., 2020). Em outro
estudo, foi possivel observar a interacdo do poligodial e o dominio de ligacao do ligante do
receptor de glicocorticoide, o0 mesmo que o medicamento de referéncia a dexametasona, um
corticosteroide com potentes efeitos anti-inflamatorios (Barrosa et al., 2016). Observa-se entao,
que a presenca dos sesquiterpenos drimanos no o6leo essencial de D. brasiliensis colabora com
a atividade anti-inflamatéria observada na planta.

Outras atividades foram testadas e, o 6leo essencial de D. brasiliensis foi letal, na menor
dose testada 3,125 pg.mL"!, para as larvas de carrapatos (Riphicephalus spp.) de boi e cachorro
(Ribeiro et al., 2007). Em outro estudo, utilizando o extrato das folhas, a atividade larvicida
contra larvas do mosquito Aedes aegypti mostrou-se promissora para o desenvolvimento de um
produto domissanitario para o controle de larvas e consequentemente o controle da dengue nas
areas urbanas (Oshiro et al., 2020). Além disso, o estudo com o extrato hexanico e o composto
isolado poligodial resultou na alta seletividade parasitaria para tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi na concentragdo de 2 pg.mL" do composto poligodial (Corréa et al., 2011; Gongalves et
al.,2019). Em outro estudo os ensaios realizados com o extrato cloroformico obtido a partir da
casca do caule demonstraram valores de ICso de 39 e 40,6 ug.mL" para Leishmania
amazonensis € Leishmania braziliensis, respectivamente. Tais resultados indicam que a espécie
D. brasiliensis possui potencial para ser uma candidata a formaco para o tratamento de
leishmanioses, sendo necessario mais estudo para aplicagio desta molécula como
antiparasitaria (Claudino et al., 2013).

O potencial inseticida do extrato hexanico da espécie D. brasiliensis no combate a
adultos e ninfas do pulgdo preto (Zoxoptera citricida) mostrou-se mais toxico para as ninfas do

que os adultos (Anese et al., 2018).
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De acordo com, Sobottka et al. (2020), foi verificada a atividade antimicrobiana para o
extrato das cascas de D. brasiliensis, sobretudo quando fracionado com os solventes apolares,
como o diclorometano e hexano. Essa atividade antimicrobiana foi observada especialmente
contra bactérias Gram positivas (Bacillus cereus, Listeria monocytogenes ¢ Streptococcus
pneumoniae), em comparagdo com as fragdes polares. No entanto, como relatado por Silveira
et al. (2012) o extrato e as fragdes desta espécie ndo apresentaram atividade para bactérias do
tipo Gram negativa (Bacillus cereus, Helicobacter pylori e Staphylococcus aureus).

Em relacdo a atividade antiftingica, Malheiros et al. (2005), demonstraram que os
sesquiterpenos drimanos isolados a partir do extrato de cloroformico de D. brasiliensis
apresentaram atividade antifungica seletivamente ativos contra Epidermophyton floccosum e
Trichophyton rubrum, fungos dermatofitos.

Anese et al. (2015a) também investigaram a atividade fitotdxica do sesquiterpeno
drimano, isolado da espécie D. brasiliensis, demonstrando seu efeito inibitoério sobre o
desenvolvimento inicial da parte aérea e do alongamento das raizes contra as espécies Barbarea
verna, Echinochloa crusgalli e Ipomoea grandifolia (Anese et al., 2015a). Tais resultados
ressaltam a relevancia da espécie D. brasiliensis como fonte de compostos bioativos com
potencial acdao herbicida, abrindo perspectivas para seu uso na agricultura sustentavel como
alternativa aos herbicidas quimicos convencionais.

Outra atividade relevante de D. brasiliensis ¢ a antiviral. De acordo com Parreira et al.
(2017), o extrato das folhas apresentou atividade antiviral significativa contra herpes virus
animais, indicando seu potencial para uso medicinal.

Por fim, Merotto et al. (2017) observaram que o extrato da casca de D. brasiliensis
apresentou atividade antilipidica em ratos Wistar e dieta hipercaldrica, reduzindo
significativamente os triglicerideos e o colesterol total nas doses de 100 e 250 mg/kg/dia. Além
disso, o extrato da casca apresentou fortes propriedades antioxidantes responsaveis pela
atividade hipocolesterolémica da planta. Esses resultados sugerem que a utilizagdo da planta na

alimentagdo pode trazer beneficios a satde.

3.4.5 Espécie Drimys granadensis
A atividade antimicrobiana da espécie D. granadensis foi avaliada e os resultados
indicaram que o extrato apresentou acdo antibactericida contra bactérias do tipo Gram positivas,

com maior eficacia contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, conforme
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mencionado por Salcedo et al. (2019). Porém, deve-se ressaltar que, assim como ocorreu com
outras espécies do género Drymis, bactérias do tipo Gram negativas apresentaram resisténcia
tanto ao 6leo essencial quanto ao extrato bruto desta espécie (Gaviria et al., 2011).

E importante destacar que os resultados encontrados para D. granadensis sio
semelhantes aos relatados para outras espécies do género Drymis, como D. brasiliensis e D.
piperita, conforme mencionado por Sobotka ef al. (2020) e Cepeda, Lisangan e Silamba (2015),
respectivamente. Essas semelhangas podem ser explicadas pela presenca de compostos
bioativos semelhantes nessas espécies, que apresentam atividade antimicrobiana contra

bactérias Gram positivas, mas sdo ineficazes contra bactérias Gram negativas.

3.4.6 Espécie Drimys piperita

A espécie D. piperita, por sua vez, apresentou atividade antimicrobiana contra diversas
bactérias do tipo Gram positivas, conforme mencionado por Cepeda, Lisangan e Silamba
(2015). Além disso, compostos terpénicos isolados das folhas desta espécie demonstraram
atividade antidiarreica, como relatado por Pladio e Villasenor (2017). Outro estudo revelou o
potencial tonico da espécie em roedores, em uma dose de 10 mg/kg (Pratiwi ef al., 2018).

Enquanto isso, a espécie apresentou resultados promissores na busca por novas fontes
de agentes antimalaricos, uma vez que as flavonas extraidas de sua casca apresentaram o melhor
ICs0 (0,001uM) contra as cepas de P. falciparum, de acordo com Herlina ef al. (2019). Isso
sugere que a espécie pode ser uma fonte para o desenvolvimento de novas moléculas

antimalaricas.

3.4.7 Espécie Drimys winteri

D. winteri ¢ a espécie mais estudada do género e tem apresentado atividade
antiinflamatoria e antinoceptiva, conforme demonstrado em estudo realizados com extrato
bruto e os isolados drimenol, isodrimeninol e poligodial (Malheiros et al., 2001; Burgos et al.,
2020a). O mecanismo de acdo deste efeito estd relacionado com a diminuicdo da atividade das
citocinas pro-inflamatdrias e com a diminui¢do da atividade do fator de transcricao NF-«xB, que
regula a expressao das citocinas pro-inflamatoérias (Yang et al., 2020; Burgos et al., 2020a).

Ademais, em outro estudo complementar, o extrato de D. winteri mostrou-se eficaz em
aumentar a expressao génica da citocina antiinflamatdria IL-10, produzidas pela célula Thl,

responsavel pela resposta imune mediada por células (Burgos et al., 2020b). Além disso, o
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estudo com o extrato das cascas da espécie D. winteri demonstrou ter propriedade anti-
hiperalgica quando administrada por ambas as vias oral (na dose de 10-60 mg / kg) e
intraperitoneal (na dose de 100-600 mg/ kg) (Mendes ef al., 1998).

Estudos subsequentes demonstraram que a atividade antinoceptiva, observada na
administracdo intraperitoneal, independe de interagdes em vias opioides e que o mecanismo de
acdo do extrato desta planta medicinal envolve os receptores metabotropicos de glutamato
(mGIuR), que regulam a concentracdo de glutamato na fenda sindptica e controla a
hiperexcitagdo das células neuronais (Martini, 2006; Scheidt et al., 2002). Portanto, estudos
futuros com doencas neurodegenerativas como esclerose e doenga de Huntington, poderiam ser
conduzidas com estas espécies medicinais, visto que o glutamato ¢ o principal neurotransmissor
excitatorio do Sistema Nervoso Central (SNC), e esta envolvido em diversas fungdes cerebrais
como memoria, formagao de redes neuronais e processos de desenvolvimento e envelhecimento
cerebral. D. winteri como alternativa contra a doencga de Chagas, causada pelo protozodario
Trypanosoma cruzi, com base em um estudo de Mufioz et al., (2013) que demonstrou a
atividade dos isolados drimenol (ICso 51,2 pg/mL) e isodrimenina (ICso 27,9 pg/mL) e do
extrato bruto (ICso 25,1 pg/mL) contra a forma tripomastigota do 7. cruzi. No entanto, embora
o estudo corrobore com os estudos realizados com D. brasiliensis segundo Corréa et al. (2011),
este género esta longe de ser considerado potencial farmaco contra 7. cruzi. Mas, um estudo
mais recente realizado por Bombaca et al. (2018) identificou que o extrato bruto e o isolado
apresentam potencial para servir de modelo estrutural de farmaco antichagas.

Além disso, outros estudos foram realizados, ampliando o espectro de atividade de D.
winteri, destacando sua atividade inseticida. Zapata et al. (2010) relatam que o extrato hexanico
das cascas de D. winteri em contato com pulgdes tipo Nasonovia spp. foi capaz de afetar os
comportamentos de fixacdo, sondagem e alimentagdo dos insetos. Zapata ef al. (2010) também
identificaram que o extrato hexanico das cascas teve o mesmo efeito anti-alimentar contra
larvas das lagartas Spodoptera littoralis, sendo que o composto isolado das cascas, o poligodial,
foi o inibidor mais potente.

Além disso, o o0leo essencial da casca de D. winteri monstrou-se eficaz contra besouros
do tipo Aegorhinus spp. produzindo 100% de mortalidade quando aplicado em uma
concentragdo de 40% (Rebolledo et al., 2012). No entanto, Zapata e Smagghe (2010) destacam
que o Oleo essencial também apresentou efeito repelente em besouros vermelhos, mas

demonstrou ser toxico quando aplicado por fumegacdo ou topicamente.
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Por fim, sesquiterpenos drimanos de D. winteri apresentaram atividade antialimentar
contra as lagartas S. littoralis, conforme relatado por Zapata, Medina e Budia (2004). Além
disso, o 6leo essencial de D. winteri foi eficaz contra a mosca Musca domestica, a lagarta S.
littoralis € o mosquito Culex quinquefasciatus, de acordo com o estudo de Giordani et al.
(2022).

No estudo de Tampe et al. (2020), o 6leo essencial produziu em 24 h os valores de
CLsooy de 60,1 (163,0) uL.L! contra a espécie de besouro Aegorhinus spp. Em contraste, a
infusdo de botdes florais ndo possui atividade inseticida quando utilizada contra os adultos do
besouro Aegorhinus superciliosus, conforme indicado por (Quintana ef al. (2011).

No entanto, Paz et al. (2018) demonstraram que o extrato de D. winteri na concentragao
de 2,5 % p/p aplicado nas dietas durante seis dias foi eficaz contra o caruncho do trigo Sitophilus
granarius, causando a mortalidade de 87,5% dos insetos. O extrato mostrou-se uma boa
alternativa para o desenvolvimento de produto pods-colheita, com atividade repelente e
antialimentar, para a armazenagem de graos.

O estudo de Montenegro et al. (2013) apresentou resultados promissores para o
desenvolvimento de defensivos agricolas a base dos sesquiterpénicos isolados de D. winteri,
que exibiram atividade larvicida contra moscas Drosophila. Por outro lado, Verdeguer et al.,
2011, ndao observaram atividade herbicida contra as plantas daninhas Amaranthus hybridus e
Portulaca oleracea.

O extrato de D. winteri apresentou atividade fungicida para diferentes espécies de
fungos patogenos. O extrato hexanico apresentou atividade na dose de 250 mg.kg™! contra o
fitopatogeno Gaeumannomyces graminis, no entanto, em doses maiores produziu um efeito
fitotoéxico (Monsalvez et al. 2010). Outro estudo, demonstro que o extrato hexanico da casca
apresentou atividade antifiingica na concentragdo de 198 mg.L"! contra o fitopatdgeno G.
graminis (Zapata et al., 2011).

Além disso, Paz et al. (2020) relataram que os sesquiterpenos drimanos apresentaram
atividade antifingica contra o fitopatogeno Gaeumannomyces spp., sendo que o poligodial e
isodrimenol apresentaram CLso 7 € 10 ug.ml™" e niveis altos de peroxidagao lipidica do fungo
patdgeno. Outro estudo demonstrou atividade fungicida dos compostos drimanial e derivados

sintéticos contra o fitopatogeno Botrytis cinerea (Robles-Kelly et al., 2017).
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O composto isolado poligodial apresentou atividade antifingica contra seis cepas de
Candida spp em concentragdes entre 3,75 a 15,0 pg.ml ™!, como destacado em um estudo recente
de Marin et al. (2022).

Além disso, outro estudo conduzido pelos mesmos autores, utilizou o esqueleto do
isolado isodrimeninol para a hemi sintese de quatro derivados sesquiterpeno contra cepas de
Candida spp e foi possivel observar a ligacdo ao sitio catalitico da 14-alfa demetilase e o
bloqueio do lanosterol (LAN), agindo com o mesmo modo de agdo dos antifingicos azodlicos
(Marin et al., 2020). Outro mecanismo de agdao também foi sugerido para o extrato de D. winteri
e o composto poligodial agiu na modulacao positiva da expressao dos genes relacionados ao
sistema imunologico interleucina 1B (IL-1P) e interferon o (IFNa) quando testado contra o

fungo Saprolegnia parasitica um patdgeno de peixes (Perreira-Torres ef al., 2016).

3.5 TOXICIDADE

Os extratos e 6leos essenciais obtidos das cascas de diferentes espécies de Drimys t€ém
demonstrado potencial citotoxico em células tumorais. Gomes et al. (2013) relataram que o
0leo essencial de D. brasiliensis e D. angustifolia apresentaram atividade citotoxica contra
c¢lulas de carcinoma e glioblastoma. Além disso, extratos da casca do caule de D. brasiliensis
e D. winteri, assim como compostos drimaniais isolados, foram capazes de diminuir a
viabilidade celular de células tumorais de diferentes tipos (Fratoni et al., 2016; Russo et al.,
2019). Adicionalmente, Gastaldi et al. (2018) observaram atividade antiproliferativa da espécie
D. andina em linhagens de células tumorais, atribuindo este efeito aos compostos fenolicos e
flavonoides encontrados na espécie. Efeito observado no extrato das cascas de D. winteri que
demonstrou inibigao da cascata de caspases, processo celular envolvido com apoptose, além de
aumentar a concentragao de espécies reativas de oxigénio (ROS), mostrando-se potencialmente
relevante para o emprego como antineoplasico (Russo et al., 2019).

Os estudos in vivo realizados com o extrato de folhas de D. angustifolia demonstraram
que a administragdo oral em animais ndo causou sinais de toxicidade ou morte na dose de até
3500 mg/kg, como descrito por Witaicenis et al. (2007). No entanto, Gomes et al. (2013)
observaram que o 6leo essencial das espécies D. brasiliensis e D. angustifolia, quando
administrado oralmente, ndo causou mortalidade na dose de 1000 mg/kg, mas causou sinais de
toxicidade, como redu¢do da atividade motora, salivacdo, tremores e aumento da frequéncia

respiratoria. A andlise desses resultados indica que a utilizagdo das cascas e folhas de Drimys ¢
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segura quando administrada por via oral, mas o Oleo essencial extraido dessas partes
demonstrou elevada toxicidade, o que ndo recomenda a ingestdo ou o uso interno desse 6leo
essencial.

A administracdo intraperitoneal do 6leo essencial da espécie D. brasiliensis demonstrou
ser toxica em doses superiores a S000 mg/kg, ndo sendo recomendado o uso por essa via, como
descrito por Lago et al. (2010). A anélise de parametros hematologicos e bioquimicos do sangue
de roedores submetidos a dose unica de 2000 mg/kg do extrato hidroalcdlico de D. brasiliensis
nao apresentou alteragdes em relagdo ao grupo controle, como demonstrado por Gomes ef al.
(2012). Além disso, Fratoni et al. (2018) realizaram o Ensaio de Micronucleo (OECD 487) e
observaram que o extrato das cascas de D. brasiliensis nao possui efeito teratogénico, nao

causou danos ao material genético das c€lulas de roedores e ndo possui atividade hemolitica.
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3 METODO

3.1 MATERIAL BOTANICO
3.1.1 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. O
material vegetal foi identificado pelo Engenheiro Florestal Inti de Souza e duas exsicatas foram
confeccionadas e depositadas no Herbario Escola de Florestas Curitiba — EFC sob o nimero de
tombo 17757 e no Herbario de Ciéncias Biologicas do Departamento de Ciéncias Biologicas
da UFPE sob nimero 85343. Foi realizado cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob niimero de

cadastro: ACE2610.

3.2 EXTRACAO E RENDIMENTO

Foi realizado o processo de maceracdo dinamica em temperatura ambiente,
aproximadamente 27 °C, em uma amostra de 100g de folhas secas trituradas de D. brasiliensis,
durante um periodo de 12 horas, com renovagdo do solvente. O solvente utilizado para a
extracdo foi alcool etilico P. A, na proporcdo de 1:9 (p/v). O extrato resultante passou pelo
processo de rotaevaporacdo (60 °C) 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 (Miguel, 2003).

3.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA E ANALISE QUANTITATIVA DE POLIFENOIS E
FLAVONOIDES

Foi conduzida a prospeccdo fitoquimica do extrato de D. brasiliensis, visando
identificar os principais grupos de metabdlitos secundarios presentes. Para tal, utilizou-se o

método em cromatogréafica de camada delgada, conforme descrito por Wagner e Bladt (1996).

Quadro 1- Sistema eluente e padrdo utilizados na prospeccao fitoquimica do extrato etanolico de folhas
de D. brasiliensis.

Grupo Sistema Eluente Padrao

Alcaldides Tolueno: acetato de etila: dietilamina (70:20:10) yoimbina




33

Antocinanas Acetato de etila: acido formico: acido acético Azul de metileno
glacial: agua (100:11:11:26)

Composto Fenolicos Acetato de etila: acido formico: acido acético Rutina
glacial: agua (100:11:11:26)

Cumarinas Tolueno: éter (1:1 saturado com acido acético Cumarina

10%)

Derivados Antracénicos Acetato de etila: metanol: agua (100: 13,5: 10) Aloina

Mono sesqui diterpeno Tolueno: acetato de etila (93:7) Carvacrol

Naftoquinonas Tolueno-acido formico (99:1) Lapachol

Saponinas Cloroformio: acido acético: metanol: agua Saponina

(64:32:12:8)
Triterpenos Esteroides Tolueno: cloroférmio: etanol (40:40:10) Estigmasterol

Fonte: Modificado de Wagner; Bladt (1996).

O extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis foi submetido a quantificacdo de
compostos fendlicos totais e flavonoides, seguindo as metodologias estabelecidas por Singleton
(1999). Para determinacdo do teor de fendlicos totais, 0 extrato etanolico de folhas de D.
brasiliensis foi diluido com metanol (1000 mg.kg™?) em um tubo de ensaio e foi adicionado
agua destilada para completar um volume de 3,4 mL. Apds solubilizacdo da solucdo foi
adicionado 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau e 0,4 mL de carbonado de sodio a 10%. Apds
agitacdo e 30 minutos de repouso, a medida da absorbancia foi realizada em um
espectrofotdmetro (modelo SHIMADZU®), utilizando um comprimento de onda de 415 nm.
Os valores de absorbancia obtidos foram comparados com a curva de calibragao construida a
partir do padrao de 4cido galico.

O extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis foi submetido a quantificacdo de
flavondides totais, seguindo a metodologia estabelecida por Meda et al., 2005. O extrato
etanolico de folhas de D. brasiliensis foi diluido em metanol (1000 mg.kg?) em um tubo de
ensaio e foi adicionado 2 ml de cloreto de aluminio a 2%, entdo, o volume da amostra foi
completado para 2 mL com adi¢do de agua destilada. Apos 60 minutos foram realizadas as
leituras em um espectrofotdmetro (modelo SHIMADZU®), utilizando um comprimento de onda
de 415 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram comparados com as curvas de calibragdo

construidas a partir dos padrdes de quercetina.
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3.4 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Neste estudo, foram utilizados camundongos albinos Swiss (M. musculus) 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 & Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco e
receberam parecer favoravel de acordo com o oficio 55/21 da CEUA/UFPE.

3.5 AVALIA(;AO DA TOXICIDADE AGUDA

O ensaio de toxicidade aguda em camundongos foi conduzido de acordo com a OECD
TG 423 (2002). Os animais foram mantidos no Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia
Experimental até a execucdo dos protocolos experimentais em gaiolas de polipropileno forradas
com maravalha e cobertas com grades de aco inoxidavel, a temperatura de 22 °C + 2 °C, com
ciclo claro/escuro de 12h, além de receberem ragdo (marca Presence®) e agua filtrada ad libitum.

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 repeti¢io da
mesma dose 2000 mg.kg'. Ao grupo controle foi administrado o veiculo 4gua destilada por via
oral na proporc¢ao de 1 ml para cada 100g de peso corpdreo.

Ao grupo tratado foi administrado o extrato etanolico 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 administracéo
do extrato ou veiculo, no entanto tiveram livre acesso a agua.

Apos a administracdo do extrato, os animais foram observados individualmente para
detectar quaisquer sinais de toxicidade no SNC e SNA imediatamente ap6s 30 minutos até as
primeiras 4 horas do estudo. Além disso, uma observacdo periddica 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 o0 consumo de agua e racdo. Ao final do ensaio, 0s animais foram
anestesiados com uma associacdo ketamina e xilazina (2:1; v/v) por via intraperitoneal e
tiveram amostras de sangue coletadas por pungdo cardiaca para posterior avaliagdo dos

parametros bioquimicos e hematolégicos. Os animais foram eutanasiados por deslocamento
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cervical e tiveram o figado, o baco, os rins e 0s pulmdes removidos para avaliacbes
macroscopicas bem como para a determinagdo dos seus respectivos pesos relativos.

3.5.1 Andlise estatistica

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.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

3.6.1 Edema de pata induzido por carragenina

Para este estudo, foram selecionados oito camundongos albinos Swiss M. musculus
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®). Apds a administragio dos
tratamentos, 0 edema de pata foi induzido pela injecao intraplantar de 100 uLL 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 inducédo do edema. Os resultados obtidos foram apresentados como a varia¢ao do volume
da pata (A mL), conforme Ferreira (1979).

3.6.1.1 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram comparados e analisados estatisticamente por meio da
andlise de variancia (ANOVA) seguido por Teste Tukey, onde valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

3.6.2 Peritonite

Para este ensaio foram selecionados seis 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 (solucéo salina a 0,9%, via oral) e um
grupo controle positivo (indometacina na dose de 10 mg.kg™?, via oral). Apds a administracdo

dos tratamentos, 0s animais receberam uma injecao intraperitoneal de carragenina a 1% (p/v)
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para indugdo do processo inflamat6rio. Apés um periodo de 4 horas, os animais foram
anestesiados com uma associagdo ketamina e xilazina (2:1; v/v) por via intraperitoneal e foram
eutanasiados por deslocamento cervical, em seguida, as células presentes na cavidade peritonial
foram coletadas utilizando 3 mL de solugdo 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 nimeros de leucécitos e neutrofilos
totais (10%. mL™) de cada grupo experimental e a inibicdo da migracdo de leucécitos e
neutréfilos comparativamente ao grupo experimental controle expressos em porcentagem, de

acordo com metodologia de Oliveira (2016).

3.6.2.1 Analise Estatistica
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.

3.6.3 Bolsdo de ar

Neste ensaio, foram selecionados seis 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 injecdo subcutanea de 3 mL de ar
estéril no dorso no primeiro e quinto dia do experimento. No sétimo dia apds o inicio do
experimento, foi injetado 1% (p/v) de carragenina no bolséo de ar de cada animal. Apo6s 1 hora
da administracdo da carragenina, 0s animais receberam seus respectivos tratamentos com o
extrato de D. brasiliensis, indometacina ou solucdo salina. Ap6s 6 horas do tratamento, 0s
animais foram anestesiados com uma associacdo ketamina e xilazina (2:1; v/v) por via
intraperitoneal e foram eutanasiados por deslocamento cervical, em seguida, foram coletados
0s exsudatos dos bolsdes de ar utilizando 3 mL de solucédo salina tamponada com fosfato (PBS)
heparinizado. A contagem de leucdcitos foi realizada pelo analisador hematologicos (marca
ABX Micros 60%). Os resultados forem expressos com as médias dos niimeros de leucdcitos
totais (10°. mL™?) de cada grupo experimental e a inibicdo da migracdo de leucdcitos
comparativamente ao grupo experimental controle expressos em porcentagem, de acordo com
Cavalcante da Silva (2021).
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3.6.3.1 Andlise Estatistica
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.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Neste estudo, foram selecionados seis 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 (metotrexato 10
mg/kg, via oral), conforme metodologia de Stock (1955).

A linhagem celular do sarcoma 180 foram mantidas em camundongos albinos Swiss
mantidos no Laboratdrio de Farmacologia e Cancerologia em gaiolas de polipropileno forradas
com maravalha e cobertas com grades de aco inoxidavel, a temperatura de 22 °C + 2 °C, com
ciclo claro/escuro de 12h, além de receberem ragdo (marca Presence®) e agua filtrada ad libitum.

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 os controles positivo e negativo, foram iniciado 48
horas ap0s o transplante dos tumores nos animais com duracdo de sete dias. Ao final do ensaio,
os animais foram anestesiados com uma associacdo ketamina e Xxilazina (2:1; v/v) por via
intraperitoneal e tiveram amostras de sangue coletadas por puncao cardiaca para avaliacdo dos
parametros bioquimicos e hematolégicos. Os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e tiveram os tumores, figado, o bacgo, os rins e os pulmdes removidos para avaliacGes
macroscopicas bem como para a determina¢do dos seus respectivos pesos relativos.

A inibicdo tumoral foi calculada utilizando a seguinte equacao (Eq. 1): TWI% = (C - T)
/ C x 100, em que TWI% representa o percentual de inibicdo tumoral, C é a média dos pesos
dos tumores nos animais do grupo controle, e T € a média dos pesos dos tumores nos animais

do grupo teste.

3.7.1 Andlise Estatistica
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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.

3.8 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.8.1 Extracao 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 maceracao a frio € um método vantajoso, pois contribui para a preservacdo da
estabilidade dos metabolitos secundarios presentes no extrato. As baixas temperaturas
utilizadas nesse método evitam a degradacéo termica, bem como reduzem a oxidacao e a perda
de atividade dos compostos, garantindo assim a preservacado de suas propriedades bioativas
(Negri et al., 2020).

3.8.2 Prospeccao Fitoquimica e Analise Quantitativa de Polifendis e Flavondides

A analise fitoquimica realizada no extrato etandlico 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 sdo consistentes com estudos anteriores que
investigaram espécies do género Drimys, fortalecendo a caracterizacdo da composi¢ao quimica
do extrato de D. brasiliensis, conforme descrito por Mecchi e Lago (2013).

No ensaio de quantificacdo de polifendis e flavonoides, o extrato etandlico de D.
brasiliensis apresentou um teor de fenois totais de 52,30% e flavonoides de 3,55%. Esse
resultado estd em consonancia com os estudos realizados por de Bridi et al. (2019), que também
constataram altos niveis de acidos fendlicos e flavonoides na espécie D. winteri. A presenca
dessas substancias, sugere um potencial oxido-redutor significativo, conforme demonstrado por
Gastaldi et al. (2018) no estudo com D. 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 os resultados apresentados neste estudo atual para D.

brasiliensis.
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3.8.3 Toxicidade

A avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico de D. brasiliensis demonstrou sua
segurancga e nao letalidade em mamiferos M. musculus. O célculo da DLso foi determinado
utilizando valores de corte fixos de acordo com a metodologia da OECD 423. A DLso do extrato
de D. brasiliensis foi estabelecida como superior a dose de 2000 mg.kg™ sendo considerada
como categoria 5 segundo a classificacdo de perigo do Globally Harmonized System (GHS).

Durante as primeiras quatro horas ap6s a administracdo pela via oral da dose de 2000
mg.kg™? de peso corporal do extrato de D. brasiliensis, os animais foram submetidos a
observacdes para detectar sinais de toxicidade do Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema
Nervoso Autdnomo (SNA).

Os sinais de toxicidade observados em cada periodo foram marcados como ausente ou
presente. Caso o0 efeito estivesse presente, um escore de intensidade era marcado com uma cruz
(+) representando a presenga de um efeito ou com duas cruzes (++), representando um efeito
intenso. Caso 0s comportamentos observados estivessem reduzidos ou ausentes, o efeito foi
marcado com um sinal negativo (-). A avaliacdo hipocratica dos sinais estimulantes do SNC
em camundongos albinos que receberam o tratamento com agua destilada e os que receberam
0 tratamento com extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg™,

conforme Tabela 1:

Tabela 1- Avaliacdo hipocratica dos sinais estimulantes do SNC em camundongos albinos Swiss
submetidos aos tratamentos com agua destilada e extrato etanolico das folhas de D. brasiliensis na dose
de 2000 mg.kg™.

Até 30 minutos Até 60 minutos
Sinais Esimt;.la(rlltes do SNC A gua D. Agua D.
valiacos destilada brasiliensis destilada brasiliensis
(n=3) (n=6) (n=3) (n=6)
Hiperatividade ++ - - -

Irritabilidade - - - -
Aumento da frequéncia respiratoria - - - =
Convulsoes - - - -
Erecao de cauda = = - i,

Exoftalmia - - - -
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Expansio do pavilhdo auricular - - - +
Marcha em monobloco - - - -
Movimento circular - = - -
Movimento de vibrissas - + - -
Movimento estereotipado - - - -
Ondulacao de cauda - + - +
Piloerecao - + - +
Postura de ataque - - - -
Postura em garra - = - -
Salto - - - -
Taquicardia = = - -

Tremores - - - -

Fonte: Adaptado de Mallony (1977). Legenda: (+) efeito presente; (++) efeito intensificado; (-) efeito
ausente.

Nos primeiros 30 minutos de observacdo, 0s 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 pavilhao auricular, ondulagédo de cauda e piloerecéo, no entanto esses
efeitos ndo se mostraram intensificados.

Em relacdo aos sinais depressores do SNC (analgesia, catatonia, fotofobia, inversao de
marcha, perda do reflexo auricular, perda do reflexo corneal, prostracdo ptose palpebral,
resposta ao toque diminuido e sedacdo) ndo 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
etandlico das folhas de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg™? apresentaram defecacdo nos
primeiros 30 minutos de observacdo. Os animais do grupo controle, tratados com &gua destilada

ndo apresentaram nenhum sinal relacionado a alteragdo do SNA, conforme Tabela 2.
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Tabela 2- Avaliagdo hipocratica dos sinais relacionados ao SNA em camundongos albinos Swiss

submetidos a toxicidade aguda do extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg"
1

Até 30 minutos Até 60 minutos
Sinais do SNA Avaliados Agua D. Agua D.
destilada brasiliensis destilada brasiliensis
(n=3) (n=6) (n=3) (n=6)
Cianose - - - -
Constipacao - - - -
Defecacio - + - -
Diarréia - - - -

Distensao abdominal - = - -
Miccao - - - -
Espasmos musculares - = - -
Forca para agarrar - - - -
Lacrimejamento - = - -
Palidez - - - -
Postura estatica - = - -
Reacio de fuga - - - -
Refluxo - = - -
Respiracio forcada - - - -

Salivacao - - - -

Fonte: Adaptado de Mallony (1977). Legenda: (+) efeito presente; (++) efeito intensificado; (-) efeito
ausente.

Outros comportamentos e mortalidade dos animais também foram observados nos
primeiros 30 minutos de observacdo para 0s animais do grupo controle tratado com agua
destilada e tratado com o extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis na dose de 2000 mg.kg

1 conforme Tabela 3.



42

Tabela 3— Outros comportamentos observados em camundongos albinos Swiss submetidos ao

tratamento com agua destilada e com o extrato etanolico de folhas de D. brasiliensis na dose de 2000
-1

mg.kg.

Até 30 minutos Até 60 minutos
Outros goTptzlrtamentos Agua D. Agua D.
vallacos destilada brasiliensis destilada brasiliensis
(n=3) (n=6) (n=3) (n=6)

Abducao das patas do trem
posterior
Ambulacio - - - -
Autolimpeza - + - +
Contorcoes abdominais - + - -
Escalar - + ; n
Estereotipia - + - -

Sacudir a cabeca - = - -
Vocalizacao - - - -

Mortalidade - - - -

Fonte: Adaptado de Mallony (1977). Legenda: (+) efeito presente; (++) efeito intensificado; (-) efeito
ausente.

Nos primeiros 30 minutos de observacdo, outros comportamentos como autolimpeza,
movimento de escalada, movimento estereotipado e contor¢Ges 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 observagio, 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 agua destilada. Durante os demais periodos de observacdo, 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

agua destilada e dos animais tratados com D. brasiliensis, de acordo com a Tabela 4.
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Tabela 4- Resultados do consumo de ragdo ¢ agua 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 ragéo (g) 12,3+1,61 13,6+1,2 13,1+1,2

Fonte: A autora (2022). Nota: Os valores representam a média + desvio padrdo. N&o foram encontradas
diferencas estatisticas significativas (p > 0,05) entre 0s grupos.

Né&o foi observado alteragdes entre o grupo controle e grupo tratado com D. brasiliensis
dose de 2000 mg.kg? nos parametros hematoldgicos e bioquimicos que demonstrassem
alteracOes hepéticas ou renais segundo a Tabela 5. N&o foram observadas diferengas estatisticas
significativas entre os grupos tratados com &gua destilada e o grupo tratado com o extrato
etanolico de folhas de D. brasiliensis dose de 2000 mg.kg™. A utilizacdo do extrato bruto de

folhas de D. brasiliensis demonstrou ser segura quando administrada por via oral.

Tabela 5 — Parametros hematoldgicos e bioquimicos dos camundongos do grupo tratado com agua
destilada e do grupo tratado com extrato etanolico de folhas de D. brasiliensis.

Tratamentos
Parametros Hematologicos Agua destilada + DP (n=3) D. brasiliensis + DP (n=6)
Hemacias (milhdes/uL) 5,24 +0,3470 5,01 +0,3089
Hemoglobina (g/dL) 15,86 + 0,9843 15,06 + 0,9498
Hematacrito (%) 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
Eosinofilos (%) 1,66 +0,9428 1,66 +0,7453
Linfdcitos Tipicos (%) 51,66 + 2,6246 52,5+ 1,7078
Mondcitos (%) 1,33+0,4714 1,66 +0,7453
Plaquetas (cél/mm3) 167333 £5312,4592 176166 + 9263,1288
Parametros Bioguimicos
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 (2022). Legenda: DP = desvio padrao; “AST” — Aspartato Aminotransferase; “ALT” —
Alanina Aminotransferase “VCM” — Volume Corpuscular Médio; “HCM” — Hemoglobina Corpuscular
Média; e “CHCM” — Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticas significativas (p > 0,05) em comparac¢do com os controles.
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Esse resultado esta em concordancia com estudos anteriores que investigaram o extrato
etandlico de folhas de D. angustifélia, pertencente ao mesmo género, conforme mencionado
por Witaicenis et al. (2007). Além disso, outro estudo investigou o efeito do extrato
hidroetanolico das cascas de D. brasiliensis e demonstrou que ndo possui efeito teratogénico,
assim como ndo apresentou atividade hemolitica, como evidenciou Fratoni et al. (2018).

Porém, € importante ressaltar que o 6leo essencial das folhas e cascas de D. brasiliensis
revelou toxicidade em doses a partir de 1000 mg.kg™. Conforme relatado por Gomes et al.
(2013), a dose de 1000 mg.kg™ administrada aos ratos Wistar resultou em sinais de toxicidade
e excitacdo do SNC, indicando que o uso interno do 0leo essencial ndo é recomendado. Esses
achados fornecem informacao sobre seguranca para o consumo das folhas e cascas da planta,
seja na forma de chas ou tinturas, corroborando com o uso tradicional da espécie, conforme
descrito por Matos et al. (1989).

3.8.4 Avaliacéo da Atividade Anti-inflamatoria

3.8.4.1 Edema de pata

No modelo de edema de pata, a administracdo de carragenina induziu uma resposta
inflamatdria aguda e localizada na pata do animal, caracterizada pela liberagcdo sequencial de
mediadores inflamatorios em diferentes fases. O Grafico 1 demonstra a variagdo do volume do

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

Grafico 1 — Variagdo do volume da pata dos camundongos (Mus musculus) no modelo de edema de
pata.

@ 25+ .
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Fonte: A autora (2022). Nota: As concentragdes de 50, 100 mg/kg 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 inducdo com carragenina, 0 extrato
etandlico de folhas de D. brasiliensis nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg™ foram estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo tratado com solu¢do salina 0,9%. No tempo de 1 hora ap6s
a inducdo com carragenina, o extrato etanolico de folhas de D. brasiliensis nas doses de 100 e
200 mg.kg™? foram estatisticamente significativas em relacdo ao grupo tratado com solugio
salina 0,9%. De acordo com o gréfico, o pico méaximo da inflamacdo é alcancado 2 horas ap6s
a inducdo com carragenina, e observou-se que o extrato etandlico de folhas de D. brasiliensis
nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg™ e o 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 observacéo apos a
indugdo com carragenina. Na ultima hora de observagéo, observou-se que o extrato etandlico
de folhas de D. brasiliensis nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg™ continuou apresentando
resultados estatisticamente significativos quando comparado ao grupo tratado com solucgéo
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, os animais apresentaram medidas
do volume da pata préximas as medidas basais do inicio do ensaio, demonstrando uma
recuperacdo do edema causado pela aplica¢do 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 etanolico de folhas de D. brasiliensis nas doses de 100 e 200 mg.kg™
demonstraram um efeito anti-inflamatorio do extrato. Esses resultados sugerem que o extrato
de D. brasiliensis possui propriedades capazes de modular a resposta inflamatéria, reduzindo a
liberacdo de mediadores inflamatorios e, consequentemente, atenuando o desenvolvimento do

edema de pata induzido pela carragenina.

3.8.4.2 Bolséo de ar
O modelo de bolsdo de ar induzido pela carragenina foi utilizado como uma abordagem

para avaliar processos inflamatdrios semelhantes aos encontrados na artrite reumatoide, uma
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vez que, 0 bolsdo de ar induzido na parte dorsal dos animais assemelha-se s membranas
sinoviais do tecido conjuntivo presente nas articulagdes (Oliveira et al., 2016).

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 (Tabela 6). 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%.

Tabela 6— Efeito do extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis na migragdo leucocitaria na
inflamacao aguda no modelo do bolsdo de ar.

Grupos Dose mg/kg Migracéo de células Inibicéo (%)
(10°/ ml)
Solucéo salina 0,9% - 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 (2022). Legenda: Valores representam a média + desvio padrdo (n=6). * Diferente
estatisticamente do controle negativo (veiculo); ANOVA seguido por Bonferroni, p<0,05.

3.8.4.3 Peritonite

O modelo farmacoldgico de peritonite € utilizado para estudar a resposta inflamatdria
no peritdnio, uma membrana serosa que reveste a cavidade abdominal. A peritonite é
caracterizada por uma inflamacdo do peritonio, geralmente causada por infeccdo bacteriana,
lesdo traumatica ou outras condi¢cfes inflamatdrias. A administracdo oral do extrato de D.
brasiliensis demonstrou um efeito na inibicdo da migracdo de células de leucdcitos e neutréfilos
em todas as doses testadas, quando comparada ao grupo controle negativo (Tabela 7).
Especificamente, as doses de 100 e 200 mg/kg do extrato de D. brasiliensis apresentaram uma
inibicdo superior na migracdo de leucocitos (56,38 e 77,05%), respectivamente, e neutrofilos
(60,00 e 64,21%), respectivamente, em comparacdo com a droga de referéncia indometacina
para leucocitos (55,25 %) e neutrdfilos (52,89%).
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Tabela 7— Efeito do extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis na migragdo de leucocitos e
neutréfilos na inflamagdo aguda no modelo de peritonite.

Grupos Dose Leucdcitos Leucdcitos Neutrdfilo Neutrofilos
mg/kg (10%/ ml) inibicdo (%) (10°/mL) inibicdo (%)

Solucgéo salina - 6,19 £ 0,20 - 3,80 £ 0,09 -

0,9%

Indometacina 10 2,77 £0,19* 55,25 1,79 £0,11* 52,89

Extrato de folhas 50 3,19 £ 0,10* 48,46 2,14 £ 0,10* 43,68

D. brasiliensis 100 2,70 +0,14* 56,38 1,52 +0,16* 60,00

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

Fonte: A autora (2022). Legenda: Valores representam a média + desvio padrdo (n=6). * Diferente
estatisticamente do controle negativo (veiculo); ANOVA seguido por Bonferroni, p<0,05.

A migracgdo de leucdcitos para o local inflamatério desempenha um papel crucial na
resposta celular durante a inflamac@o aguda. Esse processo é mediado por vérias citocinas
inflamatdrias, incluindo histaminas, prostaglandinas e bradicininas, entre outras. A inibicao da
migracdo de leucdcitos e neutrofilos pode ser um indicativo do potencial efeito anti-
inflamatorio 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 inibigdo da migragéo de leucocitos e
neutrofilos. Essa inibicdo pode ser atribuida a presenca de compostos bioativos no extrato, 0s
quais podem interferir na sinalizacdo das citocinas inflamatdrias e, assim, reduzir a resposta
inflamatdria. Pesquisas de outros autores demonstraram que sesquiterpenos drimaniais
presentes no extrato de D. brasiliensis exibem atividade anti-inflamatoria (Burgos et al., 20209).
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
regulacdo da expressdo das citocinas pro-inflamatdrias (Yang et al., 2020; Burgos et al., 20207).
Além disso, foi observado que o extrato de D. winteri pode aumentar a expressdo génica da
citocina anti-inflamatéria IL-10 (BURGOS et al., 2020b).

Essas descobertas reforcam a possibilidade de o extrato de D. brasiliensis ter potencial
terapéutico no contexto de disturbios inflamatérios. No entanto, € importante ressaltar que sdo
necessarios estudos adicionais para aprofundar o entendimento dos mecanismos de acao

envolvidos e avaliar a eficicia e seguranca do extrato vegetal.
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3.8.5 Atividade Antitumoral

Os resultados deste ensaio indicaram que a dose de 300 mg/kg do extrato de D.
brasiliensis apresentou uma inibicdo tumoral de 64,33%, superior comparado aos outros
tratamentos, conforme dados da Tabela 8. No entanto, a dose de 400 mg/kg, apresentou
diminuicdo da taxa de inibicdo, sugestionando uma queda na inibicdo tumoral, o efeito

observado nao é dose-dependente.

Tabela 8— Inibi¢ao tumoral dos tratamentos com extrato etanolico das folhas de 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).

Os tumores foram retirados e uma analise macroscopica dos tumores removidos dos
animais revelou que eles eram sélidos, invasivos, aderentes a epiderme e apresentavam-se
vascularizados, conforme Figura 2.

Figura 2— Fotografias dos tumores retirados dos animais do grupo controle negativo e grupo tratado com
a dose de 200 mg/kg do extrato de folhas de D. brasiliensis.
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Legenda: Tumores retirados dos animais do grupo controle negativo (A), Tumores retirados dos animas
do grupo tratado com 200 mg/kg do extrato de D. brasiliensis (B). FONTE: A autora (2022).

Os pesos dos 6rgdos dos grupos controles e grupos tratados com o extrato etandlico das
folhas de D. brasiliensis foram registradas como valor absoluto (g) e valor relativo (%),
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conforme Tabela 9. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na anélise
de variancia (ANOVA) dos pesos dos 6rgaos e tumores entre os grupos controles e tratados
com o extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis.

Tabela 9 - Peso dos orgdos e tumores dos animais tratados com solucao salina, metrotrexato e tratados
com extrato etanolico de folhas de D. brasiliensis.

Tratamentos
Orgios Valores Solugdo D. brasiliensis  D. brasiliensis  D. brasiliensis ~ Metotrexato
salina 0,9% 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
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
Pulméo Absoluto (g)  0,22+0,02  0,20+0,04 0,18+0,02 0,1940,05 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
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 1,024+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+2,21 5,45+2,85 3,83+1,84

Fonte: A autora (2022). Legenda: Valores representam a média + desvio padrdo (n=6). * Diferente
estatisticamente do controle negativo (veiculo). ANOVA seguido por Bonferroni, p<0,05.

Foi realizado a andlise do sangue dos animais dos grupos controle e tratados com o
extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis e a comparacdo estatistica (ANOVA) dos
parametros hematoldgicos e bioquimicos ndo revelou diferencas estatisticamente significativas
entre o0s grupos. Dessa forma, € possivel intuir que a ingestdo do extrato de D. brasiliensis nao

alterou os parametros sanguineos nos animais submetidos ao experimento, conforme Tabela 10.

Tabela 10 — Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos dos camundongos do grupo controle e grupo
tratado com extrato etandlico das folhas de D. brasiliensis.

Tratamentos
Parametros Solucdo salina| Metotrexato |D. brasiliensis|D. brasiliensis|D. brasiliensis
Hematologicos 0,9% 1,5 mg/kg 200 mg/kg 300 mg/kg 400 mg/kg

Hemacias (milhdes/pL) 4,89+0,45 5,21+0,43 4,96+0,56 5,28+0,33 4,55+0,37
Hemoglobina (g/dL) 14,6+1,42 15,6+1,36 14,8+1,83 15,9+1,42 13,5+1,14
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Hematocrito (%) 43,8+4,26 47,0+4,14 44,5+5,53 47,8+3,37 40,6+3,44
VCM (fL) 90,6+1,19 91,5+0,90 90,7+1,10 91,4+1,12 90,3+1,17
HCM (pg) 29,94+0,40 30,1+0,10 30,0+0,42 30,1+0,12 29,9+0,44
CHCM (%) 33,1+0,11 33,2+0,07 33,1+0,13 33,1+0,11 33,08+0,12
Leucocitos (cél/mm?) 6850+588,1 | 7220+895,3 | 6300+787,4 | 6783+1023,7 | 6620+515,4
Segmentados (%) 44,33+2,13 | 43,80+2,48 | 45,33+£1,97 | 45,50+4,03 | 44,60+1,62
Eosinofilos (%) 1,5+0,76 1,4+0,80 1,5+0,76 1,5+0,76 1,6+0,8
Linfécitos Tipicos (%) 52,6+1,70 53,0+2,19 52,0+1,82 51,5+2,69 52,6+1,85
Monbcitos (%) 1,5+0,76 1,8+0,75 1,16+0,37 1,50+0,76 1,20+0,40
Plaquetas (cél/mm?) 359666+4771 | 37584043948 | 322333+4048 | 361500+£8279 | 313800+6919
6 8 3 2 6
Parametros Bioquimicos
Uréia (mg/dL) 27,04+3,13 38,7+1,71 32,5+5,0 35,0+£5,4 30,6+1,35
Creatinina (mg/dL) 0,37+0,03 0,44+0,05 0,38+0,06 0,40+0,05 0,36+0,06
AST (U/L) 70,5+4,60 76,2+6,43 81,2+,5,87 70,1+£5,89 69,8+9,89
ALT (U/L) 66,1+3,80 68,4+4,82 74,0+5,77 62,3+6,87 62,0+£8,46

Fonte: A autora (2023). Legenda: DP = desvio padrdo; “AST” — Aspartato Aminotransferase; “ALT” —
Alanina Aminotransferase “VCM” — Volume Corpuscular Médio; “HCM” — Hemoglobina Corpuscular
Média; e “CHCM” — Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média.

Nota: Valores representam a média = desvio padrdo (n=6). * Diferente estatisticamente do controle
negativo (veiculo). ANOVA seguido por Bonferroni, p<0,05.

Embora os resultados ndo tenham sido positivos para administracdo por via oral, é
possivel que a alternancia de via de administracdo possa gerar resultados mais promissores. O
mecanismo de acdo da atividade antitumoral de D. brasiliensis ainda ndo foi completamente
compreendido. O género Drimys, do qual D. brasiliensis faz parte, é conhecido por conter
sesquiterpenos responsaveis pela atividade antitumoral (Abu-lzneida et al., 2020). H& estudos
com compostos isolados que apresentam atividade antitumoral, como é o0 caso dos
sesquiterpenos drimanos da espécie D. winteri demonstraram que compostos isolados, como
drimenol, isonordrimenona e poligodial, apresentaram capacidade de reduzir a viabilidade
celular nas concentragdes 7,37 pg.mL™, 4,71 pg.mL e 4,00 pg.mL?, respectivamente (Russo
et al., 2019). Da mesma forma, em outro estudo os compostos isolados do extrato das cascas
de D. brasiliensis, denominados 1-B-(p- cumaroiloxi)-poligodial, drimanial e 1-B-(p-
metoxicinamoil)-poligodial demostraram atividade antiproliferativa contra diferentes linhagens
de sarcoma, carcinomas, leucemias e linfomas (Fratoni et al., 2018).

No entanto, a atividade antitumoral observada pode estar relacionada as propriedades
anti-inflamatorias do extrato vegetal. Nos estudos de peritonite em particular, observou-se que

D. brasiliensis foi capaz de agir na fase terminal da inflamagéo aguda, que € caracterizada pelo
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recrutamento de prostaglandinas e citocinas, além de inibir a migracdo de leucocitos e
neutrofilos. E amplamente reconhecida a correlagio entre a sinalizagdo de citocinas pro-
inflamatorias, a ativacdo de fatores de transcricdo e o desenvolvimento tumoral (Coussens;
Werb, 2002; Didonato; Mercurio; Karin, 2012). Terapias multialvo que visam interferir no
microambiente tumoral sdo alternativas promissoras para impedir a progressao e as metastases
das células tumorais (Mantovani, 2018). Algumas espécies vegetais apresentam potencial como
alternativas para o tratamento antitumoral devido as suas propriedades anti-inflamatérias (Aziz
et al., 2008). No caso especifico de D. brasiliensis, estudos complementares devem ser
conduzidos para estabelecer a correlacdo entre a atividade anti-inflamatoria e antitumoral
demonstrada pela espécie. Além disso, é importante elucidar as possiveis vias metabolicas,
rotas de eliminacao e cinética dos compostos isolados (Bhattaram et al., 2002). Esses estudos
s8o essenciais para integrar os dados obtidos em ensaios farmacoldgicos e estudos clinicos, a

fim de garantir a seguranca e a eficacia do potencial fitofarmaco.
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4. CONCLUSAO

O extrato etandlico obtido das folhas de D. brasiliensis evidenciou atividade anti-
inflamatdria principalmente na dose de 100 e 200 mg.kg e antitumoral na dose de 300 mg.kg"
1 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 fendlicos sendo estes 0s
compostos majoritarios. Foi observada baixa toxicidade do extrato de D. brasiliensis, o que
reforca a seguranga no consumo das folhas e cascas, seja na forma de chas ou tinturas,
ratificando sua utilizagao tradicional. E necessario que futuros estudos sejam conduzidos para
aprofundar o entendimento acerca da biodisponibilidade e farmacocinética do extrato vegetal.
Ademais, o0s resultados promissores desta pesquisa apontam para a necessidade de
investigacdes mais aprofundadas, a fim de elucidar os mecanismos subjacentes a interagéo entre

0 processo inflamatorio e 0 microambiente tumoral.
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APENDICE A - ESTUDOS PUBLICADOS SOBRE AS FITOQUIMICA, ATIVIDADES BIOLOGICAS, FARMACOLOGICAS E
TOXICOLOGICAS DAS ESPECIES DO GENERO DRIMYS (WINTERACEAE).

L. Tipo de extracio . s g A e
Espécies Local (Parte utilizada) Metodologia Alvo biologico Referéncia
] . N Antioxidante; , A .
D. andina Chile Infusdo (folhas) . .. Células de cancer de colon GASTALDI et al., 2018
Citotoxicidade
Antiulcerativa;
. Anti iva; Anti-
D. angustifolia Brasil Extrato (cascas e folhas) nt{noceptl\iai ni Roedores WITAICENIS et., 2007
inflamatoria;
Antioxidante.
Oleo essencial (cascas e Cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus
D. angustifolia Brasil folhas) Antimicrobiano cereus, Acinetobacter baumanii, Escherichia SANTOS et al., 2013
coli e Pseudomonas aeruginosa
g . . . . . . MENEGHETTIL C.; REBELO, R.;
D. angustifolia Brasil Oleo essencial (folhas) Inseticida Formigas cortadeiras Acromyrmex spp. VITORINO, M., 2015
D. angustifolia / . . . . . , . . .
S Brasil Oleo essencial Citotoxicidade Células de gliobastoma e carcinoma de rim GOMES et al., 2013
D. brasiliensis
D. angu.s.tzfol.za / Brasil Oleo essencial (folhas) A?““V.“al; Herpes virus HSV-1 GOMES et al., 2012
D. brasiliensis Antioxidante.
D. angu.s.tzfol.za / Brasil Oleo essencial (cascas) Fitoquimica Nao se aplica LIMBERGER et al., 2007
D. brasiliensis
. Papua L . . . .
D. beccariana Ocidental Flavonodides (cascas) Antimalarico Plasmodium falciparum HERLINA et al., 2019
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Oleo essencial (cascas e

. brasiliensis Brasil Antiinflamatério Roedores LAGO et al., 2010
folhas)
. Ol ial . . .
. brasiliensis Brasil Oleo essencial (cascas e Fitoquimica Nao se aplica LAGO et al., 2011
folhas)
. E folh . . .

. brasiliensis Brasil xtrato ‘fg:lhc?ss)’ casea e Fitoquimica Nao se aplica MECCHI et al., 2013

. brasiliensis Brasil Extrato (casca) Anti-lipidico Roedores MEROTTO et al., 2017

. brasiliensis Brasil Sesquiterpenos Bioherbicida Barbarea verna, Echinochloa crusgalli e ANESE et al., 2015a
drimanos (raizes) Ipomoea grandifolia

e . . . .. Panicum maximum e Euphorbia
. brasiliensis Brasil Extrato (folhas e raizes) Bioherbicida ANESE et al., 2015b
heterophylla
. brasiliensis Brasil Sesqtpterpenos Antiinflamatoria Células pancreaticas BARROSA et. A12016
drimanos
. Cepas Microsporum canis, Epidermophyton
S . Sesquiterpenos o )
. brasiliensis Brasil drimanos Antifingico floccosum, Trichophyton rubrum, T. MALHEIROS et al., 2005
mentagrophytes e Microsporum gypseum

. brasiliensis Brasil Sesqulterp cnos Antl._ le{shmanlose / Leishmania spp; Trypanosoma cruzi CORREA et al., 2011
drimanos (cascas) Anti-tripanossoma

. brasiliensis Brasil Sesqulterp cnos Antiinflamatorio Roedores FERREIRA et al., 2020
drimanos (cascas)

. brasiliensis Brasil Sesquiterpenos Citotoxicidade Células leucemicas FRATONI et al., 2016
drimanos (cascas)

brasiliensis Brasil Sesqulterpenos C1t0.t0x103dade/ Células deileucemlcas, linfonomas, FRATONI et al., 2018
drimanos (cascas) Micronucleo carcinomas € sarcomas
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Oleo essencial (cascas e

Carrapatos Rhipicephalus spp. (Boophilus

D. brasiliensis Brasil Larvicida RIBEIRO et al., 2007
folhas) spp.)
Extrato (cascas, folhas ¢ Cepas Leishmania. amazonensis €
D. brasiliensis Brasil alhos)’ Antiparasitario Leishmania brasiliensis e Plasmodium CLAUDINO et al., 2013
& falciparum
D. brasiliensis Chile Extrato (folhas) Bioherbicida Sesamum indicum ANESE et al., 2014
D. brasiliensis Brasil Extrato (raizes) Inseticida Pulgdo preto Toxoptera citricida ANESE et al., 2018
D. brasiliensis Brasil Extrato (folhas) Inseticida Mosquito dedes egpty OSHIRO et al., 2020
D. brasiliensis Brasil Extrato (folha) Anti-vitral Herpes virus bovina PARREIRA et al., 2017
Extrato, fracoes e . 1
D. brasiliensis Brasil Sesquiterpenos Antimicrobiano Cepas de Z?aczllus cereus; Helicobacter SILVEIRA et al., 2012
. pylori; Staphylococcus aureus
drimanos
D. brasiliensis Brasil Extrato (cascas) Antimicrobiano Cepas de Bacillus cereus, Listeria ) SOBOTTKA et al., 2020
monocytogenes e Streptococcus pneumoniae
D. brasiliensis Brasil Ses;lrlil;tlzrrf):snos Antitripanossoma Membrana celular GONCALVES et al., 2019
D. brasiliensis Brasil Sesqglterp cnos Fitoquimica Nao se aplica VICHNEWSKI et al., 1986
drimanos
D. brasiliensis Brasil Oleo essencial Fitoquimica Nao se aplica ZEM et al., 2016
Cepas de Staphylococcus aureus,
D. granadensis ~ Colombia Extrato (folhas) Antimicrobiano Staphylococcus epidermidis, Klebsiella SALCEDO et al., 2019
pneumoniae e Escherichia coli
. Costa Oleo essencial (folhas e . .. ~ . .
D. granadensis Rica frutos) Fitoquimica Nao se aplica CICCIO et al., 1997
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Cepas de Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli;

D. granadensis  Colombia  Oleo essencial (folhas) Antimicrobiano Listeria monocytogenes, Staphylococcus GAVIRIA et al., 2011
aureus, Bacillus cereus, Staphylococcus
epidermidis
L Papua . .. - . CEPEDA; LISANGAN; SILAMBA,
D. piperita Ocidental Extratos (cascas) Fitoquimica Nao se aplica 2018
I Papua Exiratos ) U (;epasd de Escherlchzq coli; gtaalljuls cereus, CEPEDA: LISANGAN: SILAMBA.,
. piperita Ocidental xtratos (cascas crobiano seudomonas aeruginosa, Staphylococcus 2015
aureus.
e . .o . PLADIO, L. P.; VILLASENOR, I.
D. piperita Filipinas Extrato (folhas) Efeito Anti-diarréico Roedores O, ’28/17 SENOR, L,
Lo Papua e A
D. piperita . Extrato (cascas) Efeito tonico Roedores PRATIWI et al., 2018
Ocidental
D. winteri Brasil Extrato e fragdes Fitoquimica Nao se aplica CECHINEL FILHO et al., 1998
D. winteri Brasil Extratos (cascas) Anti-hiperalgesia Roedores MENDES et al., 1998
D. winteri Brasil Sesqulterp enos Antinocepg¢ao Roedores MALHEIROS et al., 2001
drimanos (cascas)
D. winteri Brasil Sesqulterp enos Antinocepgao Roedores SCHEIDT et al., 2002
drimanos (cascas)
D. winteri Chile Sesquiterpenos Antiinflamatério Cultura de células BURGOS et al., 2020a
drimanos (cascas)
D. winteri Chile Oleo essencial (cascas) Fitopatégeno Fungo Gaeumannomyces graminis MONSALVEZ et al. 2010
Regulador de
D. winteri Chile Extrato (cascas) crescimento e Largartas Spodoptera littoralis ZAPATA; et al., 2009

Antialimentar
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Oleo essencial (folhas e

D. winteri Chile cascas) Repelencia Besouros Tribolium castaneum ZAPATA, SMAGGHE, 2010

D. winteri Chile Sesqmterpenos Larvicida Mosca Drosophila melanogaster MONTENEGRO et al., 2013
drimanos (cascas)

D. winteri Chile Extrato (cascas) Inseticida Besouros Sitophilus granarius PAZ et al., 2018

D. winteri Chile Sesquiterpenos Inibidor Canais de sodio PAZ et al., 2022

drimanos

D. winteri Chile xtrato ?Czesscci:;lterpeno Imunoestimulante Fungo Saprolegnia parasitica PERREIRA-TORRES et al., 2016

D. winteri Chile Oleo essencial (casca) Herbicida Plantas daninhas A4. hybridus e P. oleracea VERDEGUER et al ., 2011

D. winteri Chile Oleo essencial (casca) Fitoquimica Nao se aplica BARRERO et al., 2000

D. winteri Chile S? squiterpenos Antifungico Candida spp MARIN et al., 2022
drimanos (casca)

D. winteri Chile S.e squiterpenos Antifungico Candida spp. MARIN et al., 2020
drimanos (casca)

D. winteri Chile Oleo essencial Fitoquimica Nao se aplica MUNOZ et al., 2011

D. winteri Chile Sesquierpenos drimanos Fitopatdgeno Fungo Gaeumannomyces graminis PAZ et al., 2020

D. winteri Chile Oleo essencial Inseticida Besouros Aegorhinus spp. REBOLLEDO et al., 2012

D. winteri Chile Extrato (casca) Citotoxicidade Células de melanomas RUSSO et al., 2019

L . Oleo essencial (partes .. .
D. winteri Chile aéreas) Inseticida Besouros Aegorhinus spp. TAMPE et al., 2020
D. winteri Espanha Oleo essencial (folhas e Inseticida Pulgdes Acryrthosiphon pisum ZAPATA; LOGNAY; SMAGGHE,

cascas)

2010
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drimanos

. winteri Espanha Sesquiterpenos Inseticida Largartas Spodoptera littoralis ZAPATA; MEDINA; BUDIA, 2004
drimanos (casca)

. winteri Espanha Extrato (cascas) Inseticida Pulgoes Nasonovia aphid ZAPATA et al., 2010

. winteri Ndo Sesqglterpenos In1b.1 dor .de Receptores nicotinicos ARIAS et al., 2018

consta drimanos acetilcolina
D. winteri Chile Extrato (partes aéreas) Antioxidante Musculo bovino BRIDI et al., 2019
. winteri Chile Extrato (folha) Antitripanossoma Trypanosoma cruzi MUNOZ et al., 2013
winteri Chile Sesqglterpenos Inibidor Cepas de Chromobacterm@ violaceum e PAZA et al., 2013
drimanos Pseudomonas syringae

. winteri Chile S? squiterpenos Antitripanossoma Trypanosoma cruzi BOMBACA et al., 2018
drimanos (casca)

. winteri Chile Oleo essencial (folhas) Inseticida Cepas de.Sp odoptera l%ttoralzs; Musca GIORDANI et al., 2022

domestica; Culex quinquefasciatus
. winteri Brasil Sesquiterpeno drimanos Transp. . Células de cérebro de rato MARTINI et al 2006
(casca) Glutamatergico
. winteri Chile Infusdo (folhas) Antl—allmF: ntar; Aegorhinus superciliosus QUINTANA et al., 2011
Inseticida

. winteri Chile Extrato (casca) Biofungicida Fungo Gaeumannomyces graminis ZAPATA et al., 2011

. winteri Chile Sesqulterp enos Antiinflamatério Células espumosas BURGOS et al., 2020b
drimanos (cascas)

. winteri Brasil Extrato (casca) Anqalergl.co; Roedores EL SAYAH et al., 1997

Antiasmatico
. winteri Chile Sesquiterpenos Biofungicida Fungo de Botrytis cinerea ROBLES-KELLY et al., 2017
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D. winteri / D.

andina Chile Extrato (folhas) Fitoquimica Nao se aplica MUNOZ-CONCHA et al., 2007
D. winteri / D. . . , . - . -

andina Chile Extrato (folhas) Fitoquimica Nao se aplica MUNOZ-CONCHA et al., 2004
D. winteri / D.

convertifolia / Chile Extrato (folhas) Fitoquimica Nao se aplica RUIZ et al., 2002

D. andina
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RESUMO: Aedes aegypti é o principal vetor de arboviroses nas
Ameéricas. A diminui¢ao da vigilancia de criadouros de larvas e
auséncia do controle dos mosquitos adultos, além da
resisténcia aos inseticidas quimicos contribuem para um
problema de saude publica em muitos paises. Drimys
brasiliensis Miers possui diversas propriedades medicinais e
pode ser util como inseticida, pois & rica em sesquiterpenos
drimanos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade larvicida do extrato bruto das folhas de D. brasiliensis
em larvas de Ae. aegypti. Para tal, foi obtido o extrato bruto
etandlico das folhas de D. brasiliensis e em seguida a analise
da agao inseticida utilizou-se a metodologia adaptada de
Organizagdao Mundial da Saude (1970). Como resultado, o
rendimento do extrato bruto de folhas de D. brasiliensis foi de
10,04%. Apdés 24 horas de exposicao, o extrato bruto
apresentou maior toxicidade as larvas de Ae. aegypti
ocasionando 75% de mortalidade. O extrato obtido das folhas
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AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DO EXTRATO BRUTO DAS
FOLHAS DE Drimys brasiliensis Miers SOBRE Aedes aegypti

de D. brasiliensis apresenta atividade larvicida sobre Ae.
aegypti. Estudos complementares devem ser realizados a fim
de elucidar o perfil toxicologico, fitoquimico e mecanismo de
acao da especie D. brasiliensis para o uso potencial dessa
planta como fonte de inseticida natural para o controle de
mosquito Ae. aegypli.

Palavras-chave: Inseticida natural. Sesquiterpenos.
Winteraceae.

INTRODUGAO

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor de
arbovirus causadores de doengas como a dengue (DENV),
chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV). Estas enfermidades
afligem, sobretudo paises de clima tropical e subtropical, locais
onde ha maior incidéncia de mosquitos, 0 que ocasiona um
problema de salide publica em nivel global (NIKOOKAR et al.,
2020; WHO, 2020a; CUELLAR et al., 2020). A dultima
atualizagao epidemiologica da Organizacao Panamericana de
Saude (OPAS), no ano de 2020 registrou para a regido das
Ameéricas cerca de 1,6 milhdo de casos de arboviroses, sendo
97,3% casos de dengue (OPAS, 2020). Entre os paises
americanos a maior proporgao dos casos de dengue esta
registrada no Paraguai (660 casos por 100 mil habitantes),
seguido por Brasil (370 casos por 100 mil habitantes) e
Argentina (111 casos por 100 mil habitantes) (OPAS, 2020).

O mosquito Ae. aegypti possui habitos diurmno e
antropofilico, o que esta relacionado ao seu potencial como
vetor de arbovirus. Este mosquito € capaz de se multiplicar em
ambientes fechados, de preferéncia em locais com alta
densidade populacional humana (WHQO, 2020a). O controle do
mosquito € necessario, uma vez que nao ha tratamento
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especifico para as doengas transmitidas pelo vetor, nem a
disponibilizagao comercial de vacinas. Por hora, a aplicagao de
meétodos para o controle vetorial, como o controle ambiental de
criadouros, instalagdao de armadilhas mecanicas, técnica de
redugao da fertilidade dos insetos e inseticidas sao métodos
utilizados para o controle de Ae. aegypti (SANTOS et al., 2020;
REIS et al., 2017). Em relagcdo ao uso de inseticidas quimicos,
a ampla disseminagao de inseticidas quimicos desde a década
de 1950, a exemplo do Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT)
classificado como organoclorado, apesar de sua eficacia,
seleciona populacdes de mosquitos resistentes.
Adicionalmente, estas substancias quimicas por persistirem
indesejavelmente no ambiente e apresentarem um amplo
espectro de acdo, agridem ao ambiente e a organismos nao-

alvos, respectivamente.

A utilizacdo de plantas medicinais com potencial
inseticida € amplamente estudada, pois possuem uma gama
diversa de componentes quimicos como terpenos, piretroides,
alcaléides entre outros responsaveis pela atividade larvicida de
varias espécies (CRUZ et al., 2017; LOUIS et al., 2020; NTALLI
et al., 2019).

Drimys brasiliensis Miers € uma espécie arborea que
pertence a familia Winteraceae, nativa do Brasil. Ocorre em
matas de altitude e ciliares, em terrenos brejosos e drenados,
tendo sua ocorréncia registrada desde o Nordeste (Bahia) até o
Sul do pais (Rio Grande do Sul) (FLORA DO BRASIL, 2020;
TROPICOS, 2020). Esta planta & conhecida popularmente
como “cataia”, “casca de anta”, “canela-amarga”, “para-tudo” e
“caa-tuya”, uma vez que povos indigenas observaram que
Tapirusamericanus (anta) se alimentava das cascas desta
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espécie quando doente, justificando o nome popular dado a
espécie. Entre as angiospermas dicotiledéneas da flora
brasileira a D. brasiliensis € a unica com auséncia de elementos
vasculares em sua madeira, importante atributo que
categorizou a familia como uma das mais primitivas entre as
angiospermas (CRONQUIST et al.,, 2020; MULLER et al.,

2015).

Na medicina popular ha relatos sobre 0 uso de suas
folhas e cascas para o tratamento de problemas gastricos como
dores intestinais, colicas, prisdao de ventre, entre outros. Além
de ser considerada antiescorbutica, sudorifica e estimulante
contra o desgaste fisico e mental (LORENZI; MATOS, 2002).
Espécie aromatica possui atividades  antifungicas,
antibacteriana, anti-inflamatérias e antialérgicas relacionada ao
6leo essencial de suas folhas (LAGO et al., 2010).

Estudos fitoquimicos para o género Drimys apontaram a
presencga de flavonoides derivados da quercetina e astilbina
(MECCHI et al., 2013). E a presenga de sesquiterpenos
drimanial e poligodial que apresentaram atividade
antimicrobiana e antinociceptiva em modelos experimentais
animais (MUNOZ-CONCHA et al., 2007).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade inseticida do extrato bruto das folhas
de D. brasiliensis em larvas de mosquitos Ae. aegyplti.
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MATERIAIS E METODO

Obtencao do Material Vegetal e Produc¢ao do Extrato

O material vegetal foi coletado no municipio de Curitiba
- PR, no capao do Cifloma, no campus da Universidade Federal
do Parana - UFPR, no més de junho de 2018, periodo matutino.
O material vegetal foi seco a sombra e armazenado em local
seco e ausente de luz.

Uma amostra do material vegetal com flores (fértil) foi
identificado por engenheiro florestal do Departamento de
Ciéncias Florestais — DECIF (UFPR). Uma exscicata foi
confeccionada e depositada no Herbario Escola de Florestas
Curitiba — EFC sob o nimero de tombo EFC17757. A Figura 1
representa o material vegetal coletado.

Figura 1. Aspecto morfologico das folhas e flores no local da coleta de
Drimys brasiliensis.

Fonte: A autora (2020).
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Foi realizada extracao por maceragao dinamica em
temperatura ambiente das folhas secas e trituradas de Drimys
brasiliensis. Uma amostra de 100 g de folhas secas e trituradas
foi colocada em um Erlenmeyer e a extragao realizada com 900
mL de alcool etilico P.A por cerca de 6 horas. O extrato obtido
foi reservado e adicionou-se mais 900 mL de alcool etilico P.A.
para uma segunda extragao com o mesmo material. A segunda
extracdo foi realizada por maceracao dinamica por cerca de 6
horas. O extrato obtido das duas extracées foram rota-
evaporados e levados ao banho maria (30 °C) até secura
obtendo-se extrato bruto seco da folha. O rendimento do extrato
bruto foi calculado de acordo com a equacao (1) Rendimento =
(Pextrato / Ptonas) * 100. Considerando: Pexrato (g): Peso do extrato
bruto obtido apds extracdao e secura em banho maria e Pioihas
(g): Peso das folhas secas e trituradas utilizadas na extragao.

Avaliacdo da Atividade Larvicida

Os ensaios biolégicos com o0 mosquito Ae. aegypti foram
realizados utilizando larvas do estagio L3 e L4, oriundas de uma
coldonia estabelecida no Laboratério de Farmacologia e
Cancerologia Experimental do Departamento de Antibiéticos do
Centro de Biociéncias- CB da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE, local onde realizou-se os bioensaios. A
metodologia adaptada de Organizagao Mundial da Saude
(1970) foi seguida para a realizagao dos ensaios biolégicos
(WHO, 2020b).

Os ovos de Ae. aegypti foram cedidos pelo Laboratoério
de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (LAFICAVE), da
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Fundagao Oswaldo Cruz - PE (FIOCRUZ). Os ovos foram
colocados em recipientes plasticos (15,0 cm x 5,0 cm) contendo
agua deionizada na propor¢ao de 1000 ovos para 1L de agua.
Adicionou-se 1 g de ragao animal triturada em cada recipiente
plastico para o fornecimento de alimento para as larvas de Ae.
aegypti eclodidas. A temperatura ambiente foi de 27°C + 1°C e

umidade do ar entre 70 a 85%.

As larvas foram coletadas com o auxilio de uma pipeta
Pasteur e expostas as concentracoes de 0,3; 0,5; 1,5; 2,5e 5,0
mg/L do extrato bruto de folhas de D. brasiliensis. O extrato
bruto foi solubilizado em DMSO (5%) e adicionado ao recipiente
de teste com as larvas, em um volume total de 30 mL. Foram
utilizadas 30 larvas por repeticdo, totalizando 150 larvas por
tratamento e um grupo controle utilizando somente DMSO (5%)
e agua destilada. As observacoes de mortalidade das larvas
foram realizadas apds 1/2, 2, 4, 8, 16 & 24 horas, apos o inicio
do experimento.

Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos com o calculo da Clso e
ClLeo para o extrato bruto das folhas de D. brasiliensis. As
diferencas entre os valores foram ftratadas estatisticamente
utilizando analise de variancia (ANOVA) e os resultados foram
comparados pelo Teste Tukey com nivel de significancia em
5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do extrato bruto de folhas de Drimys
brasiliensis foi de 10,04%. Em relacao a avaliagao da atividade
inseticida, apos 24 horas de exposi¢ao o extrato bruto mostrou-
se toxico as larvas de Ae. aegypti. Nas quatro primeiras horas
apos inicio do teste, nao foi observado mortalidade entre as
larvas dos grupos tratados e grupo controle. Apos 8 horas de
observagao, obteve-se o primeiro registro de mortalidade das
larvas em todas as concentragoes testadas. Nao houve
mortalidade no grupo controle. A mortalidade registrada para as
concentracoes 4.5; 2,0; 1,0; 0,5 e 0,3 mg/mL foram de 8,3; 1,6,
3,3; 0,8 e 0,8%, respectivamente. Na observacao de 16 horas,
a mortalidade registrada para as concentragoes de 4,5, 2,0; 1,0,
0,5 e 0,3 mg/mL foram de 64,1; 34,1, 28,3; 15,0 e 10,8%,
respectivamente. Na observacao de 24 horas, foi alcangado um
maior percentual de mortalidade para todas as concentragoes,
sendo de 75,0; 483; 358; 216, 175 e 3,3%, para as
concentragées de 4.5; 2,0; 1,0; 05 e 0,3 mg/mL e grupo
controle, respectivamente. Na Tabela 1 abaixo esta
demonstrado o percentual relativo a mortalidade de larvas Ae.
aegypti em relagdo ao tempo de exposicao as diferentes
concentragoes do extrato bruto de folhas de D. brasiliensis.
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Tabela 1. Percentual de mortalidade de larvas de Ae. aegypti, em relagao
ao tempo de exposicao as diferentes concentracdes (mg/ml) do extrato

bruto das folhas de D. brasiliensis.

MORTALIDADE (%)’

:ﬁzﬂ:ﬁ} 05h 1h 2h 4h 8h 16h 24h
45 00 00 00 00 83 64,17 7508
2.0 00 00 00 00 16 341 483"
1,0 00 00 00 00 33 283 358
0,5 00 00 00 00 08 150c 216°¢
0,3 00 00 00 00 08 108: 175

Controle 0.0 0.0 0.0 0.0 0,0 0,04 3,3=

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fante: A autora (2020).

Observaram-se alteracoes comportamentais das larvas
quando estimuladas com o pincel. No grupo tratado com a
concentragao de 4,5 mg/mL observou-se nos tempos de 1,2 e
4 horas, contracao lenta e demora na resposta das larvas
quando comparadas ao grupo controle. No grupo tratado com a
concentragao de 0,5 mg/mL observou-se nos temposde 1, 2 e
4 horas, contragboes e posicac anelar das larvas quando
comparada ao grupo controle. Nas observacoes a partir de 8
horas até 24 horas para essa mesma concentracao, observou-
se contracao lenta e demora na resposta das larvas quando
estimuladas com o pincel.

A partir dos dados apresentados foi possivel calcular as
ClLso e ClLso obtidas para o extrato bruto de folhas de D.
brasiliensis em larvas de mosquito Ae. aegypti. Apos o periodo
de 16 e 24 horas de exposicao ao extrato bruto, a Clso
registrada foi de 2,92 e 1,75 ma/mL, respectivamente. Apos o
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periodo de 16 e 24 horas de exposi¢ao ao extrato bruto, a CLao
registrada foi de 27,02 e 15,30 mg/mL, respectivamente. As
CLso e CLao registradasna avaliagcao de 24 horas apresentaram
0s menores valores comparados ao periodo de exposicao de
16 horas. A Tabela 2 demonstra as CLso e CLso obtidas para o

extrato bruto de folhas de D. brasiliensis.

Tabela 2. Concentragdes letais do extrato bruto das folhas de D. brasiliensis
sobre larvas de Ae. aegypti, em relagcao a hora de exposicao.

Concentracao Letal (mg.mL"')
Tempo (h)
CcL Intervalo de CL Intervalo de
. Confianga - Confianga
16 2,92 2,56 - 3,41 2702 1948 - 40,59
24 1,75 1,58 - 1,96 1530 11,71-21.21

Fonte: A autora (2020).

A resisténcia quimica j@ é observada em algumas
populagées de Ae. aegypti. Em estudo recente, larvas de Ae.
aegypti foram coletadas de criadouros urbanos proximos ao
aeroporto internacional de Havana e ao serem analisadas
apresentaram resisténcia ao organofosforado temefés, da
mesma forma, mosquitos adultos apresentaram resisténcia a
deltametrina, dois inseticidas quimicos amplamente utilizados
no combate ao Ae. aegypti (RODRIGUEZ et al., 2020). No
Brasil, varios estudos também demonstram que populagoes de
mosquitos de diferentes regidces apresentam-se resistentes a
inseticidas quimicos, a exemplo do larvicida temefés. Entre
estes estudos, alguns relacionam a sele¢ao da resisténcia a
alteracao no perfil da atividade de enzimas detoxificadoras,
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como as Glutationa-S-transferases, Nitrofenil Acetato-
esterases e alfa-Esterases (ARAUJO et al., 2019). Neste
estudo, populagbes de Ae. aegypfi foram resistentes a
inseticidas temephos e cipermetrina em diferentes regices do
estado de Pernambuco, Brasil (ARAUJO et al., 2019). Estas
classes de enzimas sao responsaveis por metabolizar e
eliminar compostos xenobioticos, e quando apresentam
atividade aumentada, seja por aumento direto da atividade
enzimatica ou através de amplificagdo génica, associa-se a
detoxificacdo de inseticidas, por exemplo, e dessa forma, ndo
mais sendo toxico aos mosquitos. Outros mecanismos de
resisténcia associados a estes inseticidas também estio
envolvidos na alteracdo do sitio-alvo, os quais sao mais
especificos no modo de acdo comparados a alteracao da
atividade de enzimas detoxificadoras. Como exemplo classico
se tem a acelilcolinesterase, a qual & o sitio-alvo de
organofosforados e carbamatos. Essa enzima degrada o
neurotransmissor acetilcolina, que quando presente na fenda
sinaptica promove o impulso nervoso. Naturalmente, apds a
cessacao do estimulo nervoso, a acelilcolina € removida pela
acelilcolinesterase. Os inselicidas quimicos organofosforados e
carbamatos atuam inibindo essa enzima, e consequentemente,
morte do inseto. Nesse caso a resisténcia esta associada a
menor afinidade da enzima acetilcolinesterase pelo inseticida, o
que garante o estimulo normal ou quase do estimulo nervoso
(VALLE et al., 2019). Diversas regides do pais ja apresentam
resisténcia a deltametrina e temefos, os principais inseticidas
utilizados para o controle de adultos e larvas de Ae. aegypli,
respectivamente, o que coloca em risco agbes de controle
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centradas exclusivamente na utilizagcao destes inseticidas

(VALLE et al., 2019).

Neste sentido, estratégias alternativas para o controle do
vetor devem ser consideradas, além de uma vigilancia
permanente em areas consideradas endémicas (RODRIGUEZ
et al.,, 2020). Um fator contemporaneo que contribui para o
aumento e proliferagcao dos mosquitos nos centros urbanos é a
pandemia do novo coronavirus. Em algumas localidades a
pandemia paralisou e/ou diminuiu as estratégias de combate e
vigilancia de criadores de mosquitos nas cidades (APPADURAI
et al., 2020). Ae. aegypti adaptou-se a area urbanizada das
cidades, estando presente em criadouros isoladamente e em
coexisténcia com outras espécies de mosquitos (ARDUINO et
al., 2020). Dessa forma, a combinacao de variados métodos de
combate ao mosquito, como: a pulverizagao de inseticida no
ambiente intemo e o (ratamento de mosquiteiros com
inseticidas e larvicidas devem ser adotados para o controle do
vetor dentro das residéncias (OMS, 2015). Recentemente,
estudos com a curcumina, metabdlito secundario oriundo da
espécie vegetal Curcuma longa, em formulagées contendo o
acucar d-manitol apresentou alto poder larvicida contra
mosquitos e larvas Ae. aegypti. Esta formulagdao apresentou
CLso de 0,01 mg/L e diminuiu a eclodibilidade dos ovos em 10%
a 100 mg/L, apés 24 horas de exposi¢do. A formulagao
agucarada aumentou a permeabilidade da membrana
peritréfica da larva causando danos irreversiveis (DE SOUZA et
al., 2020). Nao ha duvidas o quao promissor os produtos
naturais podem ser para o desenvolvimento de novos produtos
inseticidas (NTALLI et al., 2019; NOUTCHA et al., 2016).
Extratos brutos e oleos essenciais de plantas possuem uma
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grande quantidade de substancias, muitos analogos
quimicamente. Vantagem benéfica, pois 0s compostos
analogos aumentam a eficacia geral de um inseticida natural
por meio do sinergismo, capaz de reduzir a resisténcia ao longo

de varias geragdes (NTALLI et al., 2019).

A avaliacao da composi¢cao quimica do dleo essencial
das folhas e cascas de D. brasiliensis quantificou monoterpenos
presentes em grande quantidade na casca e sesquiterpenos em
maior quantidade nas folhas desta espécie (LAGO et al., 2010).
Em um estudo com plantas medicinais do género Cinnamosma
sp. (Canellaceae) pertencente taxonomicamente a mesma
ordem (Canellales) e as espécies do género Drimys
(Winteraceae), foi comprovada a eficacia dos sesquiterpenos
drimanos em repelir e elimnar ©0 mosquito Ae.
aegypti(TROPICOS, 2020; INOCENTE et al., 2019).

Ademais, sesquiterpenos drimanos extraidos das raizes
de D. brasiliensis, presentes na fracao hexanica apresentaram
atividade inseticida em adultos e ninfas de Toxoptera citricida
(pulg@o-dos-citros). A solugao contendo a fragao hexanica nas
doses de 1 e 2 mg/ml foi aplicada diretamente nos adultos e
ninfas observou-se mortalidade de adultos de 96% e ninfas em
100%, apds 48 horas de exposi¢ao (ANESE et al., 2015).

Outras espécies vegetais, recentemente estudadas
também apresentaram atividade larvicida contra mosquitos Ae.
aegypti, como € o caso do oOleo essencial de Achillea
biebersteinii (Asteraceae) e Juniperus procera (Cupressaceae).
Foram identificados nos oOleos essenciais destas espécies
fenilpropandides e monoterpenos responsaveis pala atividade
inseticida, como os terpinenos, eugenol, cariofileno e cimeno
(ALMADIY et al., 2020). De fato, o uso de inseticidas a base de
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extratos vegetais & atualmente favoravel entre as alternativas
de protecdo contra insetos. Em estudo comparando-se 122
espécies de plantas, observou-se que 77 espécies obtiveram
Clso < 50 ppm quando avaliadas para atividade larvicida de
seus oOleos essenciais (PAVELA, 2015). Entretanto, o
desenvolvimento de processos de estabilizagdo da formulagao
e otimizagao das condicoes de plantio e processos de extragao
sao alguns dos desafios, para aléem da comprovacao da eficacia
dos inseticidas naturais (PAVELA; BENELLI, 2016). E
importante que alem da atividade larvicida as substancias
sejam seletivas e que tenha pouco ou nenhum efeito em

organismos nao alvo (SHAQO; ZHANG, 2017).

Estudos demonstram que a espécie D. brasiliensis nao
possui toxicidade elevada. O extrato hidroalcoolico das cascas
de D. brasiliensis nao provocou efeitos toxicos em ratos Wistar
na concentracdao de 2000 mg/kg. Os animais testados nao
apresentaram alteragbes nos parametros biogquimicos e
hematologicos quando comparado ao grupo controle que
recebeu agua como veiculo. Ainda, a analise histopatologica
dos orgaos dos animais nao constatou danos hepaticos ou
renais. No ensaio do micronucleo, foi concluido que o extrato
das cascas de D. brasiliensis nao foi capaz de causar danos ao
DNA humano, tampouco possui atividade hemolitica (FRATONI
et al., 2018). Na avaliagcao toxicolégica aguda dos odleos
essenciais extraidos da folha e da casca de D. brasiliensis,
administrado por via intraperitonial nas doses menores que 0,5
g/kg, nao houve mortalidade nos camundongos. Quando
administrada a dose de 200 mg/ kg foi observado morte de
todos os animais em 48 horas de teste (LAGO et al., 2010).
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A baixa toxicidade em mamiferos observada para D.
brasiliensis possibilita uma faixa de concentragdo para o uso
sequro que permite o contato e o uso domestico dessa planta
como inseticida. Alem disso, o uso dessa planta na medicina
popular em diversas regides da Ameérica Latina, incluindo o
Brasil, sugere um perfil toxicologico potencialmente seguro em
humanos. Dessa forma, estudos complementares devem ser
realizados a fim de elucidar o perfil toxicologico e fitoquimico da
especie para o uso potencial dessa planta como fonte de
inseticida natural para o controle de mosquito Ae. aegypti.
Estudos futuros tambem poderao investigar possiveis
mecanismos de agao de D. brasiliensis em larvas do mosquito
Ae. aegypli.

CONCLUSOES

O ensaio para atividade larvicida demonstrou que o
extrato bruto das folhas de Drymis brasiliensis e toxico as larvas
do mosquito Ae. aegypli, nas concentragbes avaliadas, e
apresentando maior atividade larvicida apos 24 horas de
exposi¢do. A propriedade inseticida das folhas de D. brasiliensis
abre perspectivas para a realiza¢ao de ensaios fitoquimicos e
toxicologicos, visando obter um inseticida natural, eficaz e
seguro em mamiferos.
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