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RESUMO

A ciclofosfamida ¢ um farmaco antineoplasico pertencente a classe das mostardas nitrogenadas.
Funciona como um pro-farmaco que apds a metabolizacao hepatica, gera metabolito ativo
(mostarda fosforamida) e metabdlito toxico (acroleina). A acroleina aumenta estresse oxidativo
e citocinas pré-inflamatorias, mecanismo este que contribui para a cardiotoxicidade dose-
dependente da ciclofosfamida, como por exemplo, a miopericardite. Sendo assim, compostos
fenolicos presentes no extrato da Baccharis dracunculifolia sao capazes de neutralizar a
formacao de radicais livres, fazendo com que haja menor produgdo de espécies oxidativas de
oxigénio (ERO), atuando como antioxidantes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel
efeito cardioprotetor do extrato etandlico de B. dracunculifolia e da formulagao nanoestruturada
contendo o extrato, no dano oxidativo cardiaco de animais que receberam ciclofosfamida. Para
isso, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J,divididos em 6 grupos: controle -
controle (n=13), extrato 50mg/kg (Bd50) (n=15), nanoemulsdo contendo extrato de Bd 50mg/kg
(nBd50) (n=15), ciclofosfamida (n=14) (Cf) e grupos tratados: Cf + extrato de Bd 50mg/kg
(Cf+Bd50) (n=12), Cf + nanoemulsdo contendo extrato de Bd 50mg/kg (Cf+nBd50) (n=17).
Apos o pré-tratamento por 7 dias e exposicao a ciclofosfamida por 24 horas, os animais foram
anestesiados e eutanasiados, retirandose o coragdo. Foram realizadas analises bioquimicas para
determinagdo da atividade da SOD e CAT e concentracdo de TBARS, GSH reduzida e
sulfidrilas, além de atividade de metaloproteinases (MMPs). Diferencas significativas foram
consideradas quando p<0,05, utilizando Anova Two Way. Os animais que receberam
ciclofosfamida obtiveram um aumento significativo nos niveis de TBARS e da atividade de
MMP-2, além da diminui¢do na atividade da SOD. No entanto, o extrato aumentou a atividade
da SOD e CAT, protegendo contra as alteracdes da ciclofosfamida. A nanoemulsdo contendo o
extrato diminuiu os niveis de TBARS, reduzindo o estresse oxidativo. Assim, o pré-tratamento
com B. dracunculifolia foi capaz de reduzir o dano oxidativo causado pela ciclofosfamida no

coragao dos camundongos, efeito que foi potencializado pela nanoemulsao.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia, ciclofosfamida, estresse oxidativo, coracao,

metaloproteinases



ABSTRACT

Cyclophosphamide is an antineoplastic drug belonging to the nitrogen mustard class. It acts as
a prodrug that, following hepatic metabolism, generates an active metabolite (phosphoramide
mustard) and a toxic metabolite (acrolein). Acrolein increases oxidative stress and pro-
inflammatory cytokine levels, a mechanism that contributes to the dose-dependent
cardiotoxicity of cyclophosphamide, including myopericarditis. Phenolic compounds found in
Baccharis dracunculifolia extract can neutralize free radicals, thereby reducing the production
of reactive oxygen species (ROS) and exerting antioxidant effects. This study aimed to evaluate
the potential cardioprotective effects of the ethanolic extract of B. dracunculifolia and a
nanostructured formulation containing the extract against cyclophosphamide-induced cardiac
oxidative damage in mice. C57BL/6J mice were divided into six groups: control (n = 13), B.
dracunculifolia extract at 50 mg/kg (Bd50; n = 15), nanoemulsion containing B. dracunculifolia
extract at 50 mg/kg (nBd50; n = 15), cyclophosphamide (Cy; n = 14), and two treatment groups:
Cy plus B. dracunculifolia extract at 50 mg/kg (Cy + Bd50; n = 12) and Cy plus nanoemulsion
containing B. dracunculifolia extract at 50 mg/kg (Cy + nBd50; n = 17). After seven days of
pretreatment and 24 hours of exposure to cyclophosphamide, the animals were anesthetized and
euthanized, and their hearts were collected. Biochemical analyses were performed to determine
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities; thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS), reduced glutathione (GSH), and sulthydryl group levels; and matrix
metalloproteinase (MMP) activity. Differences were considered statistically significant at
p<0.05 using two-way ANOVA. Animals treated with cyclophosphamide showed significantly
increased TBARS levels and MMP-2 activity, as well as decreased SOD activity. However, the
extract increased SOD activity and CAT activity, protecting against cyclophosphamide-induced
alterations. The nanoemulsion containing the extract decreased TBARS levels, thereby reducing
oxidative stress. Thus, pretreatment with B. dracunculifolia reduced cyclophosphamide-
induced oxidative damage in the hearts of mice, and this effect was enhanced by the

nanoemulsion.

Keywords: Baccharis dracunculifolia, cyclophosphamide, oxidative stress, heart,

metalloproteinases.
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1 INTRODUCAO

A ciclofosfamida ¢ um farmaco antineoplasico pertencente a classe das mostardas
nitrogenadas, cujo mecanismo de acao € por alquilagdo do DNA, podendo ser usado também
como imunossupressor. Esse farmaco possui diversos usos terapéuticos, sendo utilizado
principalmente no tratamento de carcinoma de mama, mieloma multiplo e a artrite reumatoide
(Teles et al.,2017). Embora a ciclofosfamida apresente grande importancia no uso clinico, as
reacOes adversas atribuidas a ela sdo graves, pois podem afetar tecidos saudaveis e gerar
toxicidade. Na pratica, a cistite hemorragica ¢ o efeito adverso mais relatado devido a toxicidade
causada por metabdlitos da ciclofosfamida (Mao et al.,2023).

O medicamento ¢ considerado um pro-farmaco, ¢ absorvido em sua forma inativa
necessitando de metabolizagdo hepatica para se transformar em sua forma ativa e exercer sua
fungdo, e isso € feito com o auxilio das enzimas pertencentes a familia do citocromo P450, as
CYPs (Mcdonald et al.,2003). Ao interagir com as enzimas, a ciclofosfamida sofre reagoes,
formando o 4-hidroxi-ciclofosfamida, que por sua vez transforma-se em aldofosfamida. A
aldofosfamida contém duas vias de metabolismo, a via enzimdtica, originando a
carboxifosfamida, que ndo possui efeito citotdxico; e a via ndo enzimatica, que forma a
mostarda fosforamida, responséavel pelo efeito ativo da molécula e a acroleina, potencialmente
capaz de causar toxicidade em diversos 6rgaos e tecidos, propiciando o aumento do estresse
oxidativo (Mcdonald et a/.,2003).

O estresse oxidativo € caracterizado pela producdo exagerada de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) em comparagdo com a capacidade de defesa antioxidante
do organismo (Tsutsui ef al., 2011). Em concentragdes baixas e controladas, as ERO agem como
elementos essenciais para o organismo, participando de diversos processos, como a transmissao
de sinais intracelulares, por exemplo. Mas quando em excesso, podem causar oxidagdo de
macromoléculas, culminando em uma alta quantidade de subprodutos oxidativos, como o
malondialdeido (MDA). Tais subprodutos podem levar a peroxidacao lipidica e podem ser
quantificados por meio do ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
(Darenskaya et al., 2023).

Esse cenario de estresse oxidativo induz a ativagdo das metaloproteinases (MMPs),
enzimas responsaveis por degradar componentes da matriz extracelular

(MEC). A MMP-2 por exemplo, ¢ uma gelatinase constitutiva do coragdo, sendo assim,

estara presente no tecido cardiaco mesmo em condi¢des normais e saudaveis, podendo ser uma
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enzima biomarcadora da insuficiéncia cardiaca (IC), pois ela é capaz de promover degradagio
de estruturas envolvidas na contra¢cdo muscular como a troponina I e a cadeia leve da miosina I
(Gongalves et al., 2022).

Concomitantemente a isso, a expressao de MMP-9 ¢ ampla em diferentes alvos do
organismo, como neutrofilos, macrofagos, fibroblastos e cardiomidcitos (Moshal et al., 2005).
Dessa maneira, ela vai coordenar multiplos tipos celulares ao longo do tempo, especialmente
na fase inflamatoria pos-infarto. Trata-se de uma enzima de resposta ao dano e nao de
manutengdo. Assim, a MMP-9 pode ter uma expressao aumentada no miocardio e desencadear
uma sinalizagdo que inicia o remodelamento no tecido cardiaco (Moshal ef al., 2005).

A toxicidade da ciclofosfamida no coragdo ¢ dependente da dose administrada deste
farmaco, manifestando-se através de uma combinacao de sintomas e sinais de miopericardite.
Essa condicdo pode levar a complicagdes graves, caracterizado morfologicamente por necrose,
hemorragia e posterior desenvolvimento de fibrose. Ademais, ERO estdo envolvidas no
desenvolvimento da cardiotoxicidade apds a administragio do medicamento (Mythili et
al.,2004).

Por conta da toxicidade observada com o uso da ciclofosfamida faz-se necessaria a
utilizacdo de citoprotetores. A Baccharis dracunculifolia (alecrimdocampo) € uma espécie
arbustiva muito utilizada para produgao de chés, principalmente para problemas de esofago,
figado, inflamagdes e diabetes (Souza, 2007). Extratos e 6leo essencial da planta vém sendo
amplamente empregados em terapias farmacoldgicas devido as diversas atividades biologicas,
destacando-se a acdo antioxidante (Ferronato et al., 2006).

Quimicamente, a B. dracunculifolia ¢ composta principalmente por compostos fenolicos
como flavonoides e 4acido p-cumarico, além de compostos diterpenos e triterpenos (Bohlmann
et al., 1981). Como consta na literatura, os flavonoides vém sendo estudados como agentes
capazes de neutralizar a formagao de radicais livres, fazendo com que haja menor produgio de
ERO, atuando como elemento antioxidante (Moraes, 2022).

Dessa maneira, o estudo em questdo, busca investigar o possivel efeito cardioprotetor
do extrato de B. dracunculifolia, em animais que receberam ciclofosfamida. Para isso, foi
avaliado o extrato bruto etandlico das folhas da planta e uma formulag¢ao nanoemulsiva do tipo

oleo/agua contendo o extrato.

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Ciclofosfamida

A ciclofosfamida ¢ classificada como agente antineoplasico alquilante de DNA e
imunossupressor. As indicagdes aprovadas sdo principalmente para linfomas, leucemias, cancer
de mama, mieloma multiplo e artrite reumatoide (Jonge et al., 2005). Embora esse medicamento
exerga papel terapéutico essencial na conduta clinica em virtude da vasta amplitude de acgdo, a
ciclofosfamida pode acometer tecidos saudaveis e gerar toxicidade que ja foram relatadas na
literatura, como supressdo da medula dssea, urotelioma, disfungdo gonadal, teratogenicidade,
cardiotoxicidade e toxicidade pulmonar, além de causar vomitos ¢ nauseas (Langford, 1997).

Em relagdo a farmacocinética, as principais vias de administragao da ciclofosfamida sao
por via oral e via intravenosa, mas ambas apresentam equivaléncia farmacéutica, alcancando
niveis circulantes semelhantes dos metabdlitos ativos (Bagley et al., 1973). Além disso,
apresenta um nivel reduzido de ligagdo as proteinas plasmaticas. Em relagdo a eliminagdo, o
tempo de meia-vida em adultos pode chegar a ser de 5 a 9 horas e 68% do medicamento ¢
excretado pela urina (Bagley ef al., 1973; Jonge et al., 2005; Struck et al., 1987).

O farmaco ¢ um composto originalmente inativo (pro-farmaco), exercendo sua agao
farmacologica por meio de metabolitos secundarios. Assim, primeiramente ocorre a ativagao
pelas enzimas da familia do citocromo P450 por meio do metabolismo hepatico, convertendo a
ciclofosfamida em 4-hidroxiciclofosfamida, que posteriormente ¢ metabolizada em
aldofosfamida. Esse metabolito por sua vez se biotransforma em outras duas substancias
cruciais: a mostarda fosforamida, responsavel pelo efeito farmacologico, ligando-se ao DNA da
célula e impedindo a replicacdo do material genético e a acroleina, um subproduto responsavel

pela toxicidade da ciclofosfamida (Ahmed; Hombal, 1984; Colvin, 1999).

Figura 1: Metabolizagdo da ciclofosfamida
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Fonte: Adaptado de Gifoni (2008)

Um dos efeitos adversos mais graves da ciclofosfamida ¢ a cistite hemorragica, essa
toxicidade ndo decorre do firmaco original, mas de seu metabolito reativo gerado que ¢ a
acroleina. Assim, a administragdo da ciclofosfamida € rotineiramente acompanhada pelo uso da
mesna como agente citoprotetor, neutralizando a acroleina na bexiga, prevenindo a cistite
hemorragica e carcinogénese na bexiga (Shepherd et al., 1991).

Goldberg et al. (1986) foi um dos primeiros autores a estudar sobre a real incidéncia e a
contribuicdo da ciclofosfamida para a cardiotoxicidade em humanos, demonstrando a
importancia de se calcular a dose por superficie corporal, confirmando que o dano cardiaco ¢
dose-dependente (Goldberg et al., 1986). Estudos mais recentes, como o conduzido por
Alizadehas et al. (2024) correlacionou esses mesmos riscos de dose na contribuicdo da
cardiotoxicidade (Alizadehas et al., 2024). Em seguida, surgiram varios estudos na literatura
demonstrando que a cardiotoxicidade pode acontecer em individuos que receberam entre 120 a
270 mg/kg, dose essa fracionada ao longo de varios dias, levando-os a desenvolver insuficiéncia
cardiaca congestiva grave e frequentemente fatal (Lotan et al., 2012). Conforme Lisa et al.
(2011), devido a capacidade da ciclofosfamida em causar cardiotoxicidade, ¢ necessario que
exista alguns exames de rotina, a fim de monitorar a fun¢do cardiaca, como o ecocardiograma
(ECO) ou eletrocardiograma (ECG) Holter por 24 horas (Lisa et al., 2011).

De acordo com Duléry ef al. (2021), a cardiotoxicidade estd associada a diversos fatores

fisiopatologicos, que compreendem o estresse oxidativo, inflamagao tecidual, dano a membrana
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do miocardio e indu¢do de apoptose (Duléry et al., 2021). Isso comprova o que Iqubal et al.
(2019), descreveram associando esses fatores fisiopatologicos aos danos direto as células do
miocardio (Iqubal et al., 2019).

Sendo assim, € notdrio que a cardiotoxicidade induzida pela ciclofosfamida estabelece
um importante desafio terapéutico e requer investigacdo do sistema redox, uma vez que o

aumento de ERO pode contribuir para lesdo cardiaca.

2.2 Sistema redox e ciclofosfamida

O estresse oxidativo € caracterizado como um desequilibrio entre a producao de espécies
reativas e a capacidade de neutralizacdo. Os radicais livres s3o gerados como subprodutos do
organismo ¢ em condigdes normais e fisioldgicas sdo produzidos de forma controlada,
desempenhando papéis fundamentais de sinalizacao celular (Ames et al., 1993). Entre as ERO,
destacam-se o anion superoxido (O"), o radical hidroxila ("OH) e o peroxido de hidrogénio
(H202). Em concentragdes elevadas, essas espécies podem causar danos no DNA, proteinas ¢
lipidios, contribuindo para doengas cardiovasculares, envelhecimento, carcinogénese, doencas
degenerativas, desordens imunoldgicas e disfungdes cerebrais (Ames et al., 1993; Brookes et
al.,2004; He L et al., 2017).

A capacidade de neutralizagdo € representada principalmente, pelos mecanismos
antioxidantes e consistem nas enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT), além dos componentes ndo enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH),
vitamina C, carotenoides e vitamina E (Ames ef al., 1993; He L et al., 2017).

Como dito anteriormente, as ERO podem danificar as proteinas, carboidratos e os
lipideos, resultando na peroxida¢do lipidica, sendo o MDA um dos biomarcadores utilizados
para verificar esse dano oxidativo lipidico. Estudos biomédicos utilizam o MDA fundamentado
em sua reatividade com o acido tiobarbitirico (TBA). Essa reagdo resulta na formacao do aduto
MDA-TBA 2, o qual apresenta absor¢do em regido visivel do espectro. Sendo assim, a
quantificagdo de TBARS, tém sido um parametro bioquimico para avaliar a peroxidagao lipidica
causada pelo estresse oxidativo (Aguilar; Borges, 2020; Soares et al., 2021).

A ciclofosfamida apresenta toxicidade comprovada, sendo o estresse oxidativo o
principal fator envolvido. O metabolito responsavel pela toxicidade desse antitumoral, a
acroleina, apresenta envolvimento no desequilibrio redox, atuando como um agente supressor
das defesas enzimaticas antioxidantes: SOD, CAT e ndo enzimaticas: a GSH (Li et al., 2022;

Moghe et al., 2015).
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Ademais, sabe-se que esse desequilibrio redox ¢ um fator desencadeante da
cardiotoxicidade. Concomitantemente a isso, a ciclofosfamida apresenta efeitos cardiotdxicos
dose-dependente, resultando em insuficiéncia cardiaca aguda (Marchetti et al., 2025). Nao
apenas o coragdo ¢ acometido pelo estresse oxidativo, mas outros 6rgaos também podem ficar
comprometidos. O cérebro, por exemplo, apresenta sensibilidade ao desequilibrio redox em
razdo da capacidade reduzida do sistema antioxidante. Assim, pode ocorrer apos administragao
de ciclofosfamida um aumento significativo nos niveis de MDA no cérebro, causando danos
estruturais graves, podendo levar a apoptose e, consequentemente, a necrose celular (Okoh;
Ogunruku, 2010; Shulman et al., 2004).

Por fim, o desequilibrio redox correlaciona diretamente com a ativagdo de MMPs,
podendo promover a degracdo da MEC, levando a remodelagdo cardiaca e a lesdo tecidual

(Koldysheva et al., 2018).

2.3 Metaloproteinases e ciclofosfamida

As MMPs sdao caracterizadas como proteases e possuem relevancia fisiologica
relacionada com a sua capacidade de hidrolisar macromoléculas da matriz celular agindo
diretamente em sistemas dinamicos de remodelagao tecidual, como, por exemplo, a cicatrizagdo
e angiogénese. Ademais, 28 dessas MMPs foram encontradas no ser humano, podendo ser
classificadas em: colagenases, gelatinases, matrilisinas, estromelisinas ¢ MMPs do tipo
membrana, com base nos dominios protéicos e tipo de substrato da matriz extracelular que
degradam. Em condigdes fisiologicas e normais, a atividade dessas MMPs pode desempenhar
papéis importantes para o organismo, no entanto, em excesso pode acarretar em patologias
(Visse; Nagase, 2014). As MMPs-2 e -9 sao classificadas como gelatinases, pois possuem em
seu sitio ativo 3 dominios tipo fibronectina, que aumentam sua afinidade por gelatina,
permitindo a sua degradagao (Visse; Nagase, 2014).

A MMP-2 ¢ uma gelatinase expressa em todos os tecidos do corpo, como epiteliais,
renais, hepaticos, pulmonares, 0sseos, sistema nervoso central e coracdo, onde degrada
constituintes da MEC, participando de processos de remodelamento. Além disso, essa MMP
possui em sua estrutura um peptideo sinal, um pré-peptideo um dominio catalitico com ion
zinco (Zn?*+) e um dominio hemopexina. Durante um processo de isquemia e reperfusdo, ha um
aumento das espécies reativas, especialmente o peroxinitrito (ONOOQO), que reage com o 6xido
nitrico (NO) atacando o residuo de cisteina de pro-peptideo de MMP-2, levando ao

rompimento de ligacdo cisteina Zn?, sem romper o pro-peptideo. Isso gera uma MMP-2



19

intracelular constitutiva ativa (Gongalves ef al., 2022). Em cardiomidcitos, a MMP-2 apresenta
distribuicdo intracelular ampla e, sob exposicao a estresse fisiologico ou exposi¢do a agentes
toxicos, sua atividade e localizagao podem ser moduladas (Bergman et al., 2006; Byulleten et
al., 2017; Koldysheva et al., 2018). Ja& a MMP-9,também conhecida como gelatina B, ¢ uma
MMP induzida por processos inflamatorios e migrag@o celular. Sua atividade desregulada tem
sido implicada na patogénese de diversas condi¢des, como aterosclerose, Doenga Pulmonar
Obstrutiva Cronica (DPOC), asma, neurodegeneracdo e aneurismas (Huang et al., 2024;
Wolosowicz et al., 2025). Os niveis de MMP-9 podem aumentar significativamente durante
doengas cardiovasculares. Isso ocorre porque essa MMP ativa o Fator de Crescimento
Transformador (TGF) e IL-1B amplificando o processo inflamatério local e posteriormente,
ocorre ativagdo do TGF-B latente retido na matriz extracelular. Esse estimulo resulta na
hiperestimulacdo de fibroblastos cardiacos, resultando no acimulo de coldgeno e consequente
progressdo da fibrose no miocardio (Medeiros; Gomes; Oliveira, 2017).

Quando ocorre lesdo cardiaca provocada pela ciclofosfamida, hd& um aumento
significativo na expressao da MMP-2 dentro dos cardiomidcitos. Essa MMP que geralmente ¢
expressa nos nucleos das células musculares, logo ap6s a administracdo desse farmaco, pode
ser detectada também no citoplasma da célula muscular cardiaca, que ¢ uma estrutura
fundamental no processo de contragdo muscular. Como demonstrado no estudo feito por
Koldysheva et al. (2018), no qual os ratos apds um dia de exposicao de ciclofosfamida (125
mg/kg) apresentaram um aumento de MMP-2 no nucleo. Além disso, houve expressao dessa
protease no citoplasma dos cardiomidcitos, o que comprometeu a capacidade contratil do tecido
cardiaco (Koldysheva et al., 2018).

Sendo assim, a B. dracunculifolia surge como potencial antioxidante com capacidade de

bloquear os ERO que ativam as MMPs, evitando assim os danos ao tecido cardiaco.

2.4 Baccharis dracunculifolia

A B. dracunculifolia pertence a familia Asteraceae, ¢ nativa da América do Sul, sendo
predominantemente encontrada no Brasil em regides do Sul, Sudeste e CentroOeste. Essa
espécie apresenta-se como um arbusto e € conhecida tradicionalmente como

“alecrim-do-campo” ou “vassourinha” (Sforcin et al., 2012). Essa espécie vegetal ¢ uma
das principais fontes constituinte da propolis verde, produzida por abelhas da espécie Apis
mellifera. As propriedades bioldgicas da B. dracunculifolia sio amplamente estudadas e

comprovadas por diversos autores como atividades anti-inflamatdrias, imunomoduladoras,
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neuroprotetoras, antimicrobianas e antioxidante (Santos et al., 2010; Burgos et al., 2022; Franca
etal.,2022; Veiga et al., 2017).

Em relagdo ao metabolismo secundario vegetal e a acdo antioxidante, compostos
fendlicos, principalmente os flavonoides, sao capazes de neutralizar os radicais livres ou até
mesmo promover sua eliminacgao. Evidéncias cientificas apontam que a composic¢ao fitoquimica
da B. dracunculifolia, associada as suas propriedades biologicas, incluem flavonoides, terpenos
e os acidos fenolicos (Akao et al., 2003; Guimaraes et al., 2012; Menezes., 2005;).

De acordo com os resultados apresentados por Guimaraes et al. (2012), o extrato
glicélico de B. dracunculifolia demonstrou efeito antioxidante, protegendo lipideos e proteinas
contra o estresse oxidativo no tecido hepatico, especificamente em mitocondrias isoladas de
figado de rato. Acredita-se que o pré-tratamento com o extrato da planta, rico em compostos
fenolicos e flavonoides como artepilina C, impediu a degradacdo das membranas e das proteinas
mitocondriais (Guimaraes et al., 2012).

Foi verificado por Oses et al. (2016) que os flavonoides sdo compostos quimicos
encontrados na propolis verde e apresentam elevada atividade antioxidante, neutralizando
espécies reativas (Oses et al.,2016). Outros trabalhos também demonstrou essa similaridade na
composi¢do quimica entre ambos (Park et al., 2004; Simdes et al., 2004)

Em um estudo, ainda nao publicado, dados como o rendimento do extrato, bem como, a
concentracdo de compostos fendlicos, flavonoides e artepilina C foram obtidos por Grazieli
(2025). O rendimento do extrato bruto de B. dracunculifolia foi de 20,74%; ja em relagdo a
concentra¢cdo de compostos fendlicos e flavonoides, respectivamente, os resultados encontrados
foram 115 pg/mg equivalente a acido galico (EAG) e 12,1 pg /mg equivalentes a quercetina
(EQ). Ademais, a concentracao de artepilina C encontrada nesse estudo foi igual a 18 £ 4,5 mg/g
de extrato. E esse extrato avaliado, também foi aplicado nesse presente trabalho. E comparando
a um outro trabalho do mesmo grupo de pesquisa, que utilizou os mesmos procedimentos para
a obtencdo do extrato vegetal e uma formulacao do tipo nanoemulsdo contendo o extrato bruto
dessa planta, obteve 188 ug/mg EAG e 13 pg/mg EQ, resultados semelhantes ao encontrado
nesse estudo (Carlos Batista et al., 2024). Para além, de acordo com resultados encontrados por
Rezende et al., (2014) o teor de compostos fenodlicos obtidos para o um extrato hidroalcéolico
de folhas da B. dracunculifolia foi proéximo (142,90 ng/mg). Assim, € possivel perceber que os
extratos obtidos das folhas desta espécie apresentam teor elevado de compostos fenodlicos,

independente da varia¢do no solvente extrator.
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2.5 Sistemas nano-estruturadas do tipo nanoemulsao

A nanotecnologia tem sido muito utilizada na area farmacéutica com énfase em
pesquisas que visam aprimorar a farmacocinética dos medicamentos. Nesse aspecto, existem
diversos mecanismos utilizados para otimizar este perfil terapéutico dos farmacos, sendo os
principais: aumentar a biodisponibilidade ao mimetizar a dispersao molecular de compostos de
carater hidrofobico, potencializar a taxa de permeabilidade ou o transporte de farmacos de baixa
permeabilidade e alterar a disposi¢cdo sist€émica de compostos ativos, assegurando que o
medicamento permaneca no local de agao esperado por um periodo maior (Date et al., 2010).

Nesse cendrio, surgem as nanoemulsdes como uma possibilidade altamente eficaz, que
baseiam-se em dispersdes coloidais compostas por duas fases imisciveis, podendo ser agua em
6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A), assim o que as difere ¢ a fase dispersa (interna) e a fase
continua (externa). Além disso, essas dispersoes sdo estabilizadas por um agente tensoativo,
cujas goticulas t€ém dimensdo média de 20-200 nm (Tadros et al., 2003; Constantinides;
Chaubal; Shorr, 2007).

Assim, a hipotese deste trabalho € verificar se o pré-tratamento com extrato etanélico de
B. dracunculifolia, bem como sua formulacdo nanoestruturada do tipo nanoemulsdo, sdo
capazes de reduzir os danos oxidativos causados pela ciclofosfamida no coragdo.
Adicionalmente, acredita-se que a nanoemulsdo contendo o extrato seja mais efetiva que o

extrato livre ao proteger o tecido cardiaco desse dano.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito cardioprotetor do extrato etanolico de B. dracunculifolia e da
nanoemulsdo contendo o extrato no dano oxidativo do tecido cardiaco de camundongos que
receberam ciclofosfamida, e verificar se a formula¢ao nanoestruturada contendo extrato ¢ mais

efetiva que o extrato livre.

3.2 Objetivos especificos

° Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT, niveis de TBARS e

concentra¢cdo de GSH no tecido cardiaco;



22

° Avaliar a atividade das MMPs 2 e 9 no tecido cardiaco;

° Comparar os dados obtidos das analises oxidativas e de MMPs no tecido cardiaco
entre os tratamentos;

° Verificar se o tratamento com a formulacdo nanoestruturada possui efeito

superior ao do extrato livre.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal e preparo do extrato

A coleta da amostra de B. dracunculifolia ocorreu em fevereiro de 2024, durante o
periodo matutino, no verdo, em areas da mineradora Samarco, em Minas Gerais. As amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos e transportadas ao Laboratério de Fisiologia
Endocrina e Cardiovascular (LFEC) para selecdo com base em critérios morfoldgicos de
integridade, priorizando folhas inteiras, sem sinais de degradagdo, seguindo para pesagem das
folhas. Concluido esse procedimento inicial, sobre as folhas foi adicionado alcool absoluto
(proporgao 1:1,5 p/v), ficando em repouso por 10 dias, mantido em temperatura ambiente e
protegido da luminosidade por um ciclo total de 30 dias. A cada intervalos de 10 dias, a fase
liquida foi filtrada e um novo volume de alcool foi adicionado as folhas, seguindo a mesma
propor¢ao, € o processo foi repetido por mais duas vezes nas mesmas condigoes.
Posteriormente, as fragdes liquidas resultantes foram reunidas e submetidas a concentragdo em
rotaevaporador sob pressao de 86 mBar a aproximadamente 40 °C. O fluido remanescente foi
seco em estufa a cerca de 40°C, gerando o extrato etanolico seco da planta. O rendimento da
extracdo foi calculado pela razdo entre a massa foliar inicial e a massa do extrato seco resultante.

A identificagdo botanica foi ratificada pela deposi¢do de um exemplar no herbario
institucional da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), cujo codigo ¢ OUPR46113.
Ademais, seu cadastro foi realizado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e

do Conhecimento Tradicional (SISGEN), sob o n® A91F793 (Anexo A).

Figura 2: Fluxograma das etapas de coleta vegetal da e preparagdo do extrato bruto
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Fonte: Elaborado pela autora no Canva (2026)

4.2 Concetracao de artepilina C, compostos fendlicos e flavondides

A concentragdo de artepilina C no extrato foi obtida por Gongalves (2025), uma vez que
foi utilizado o mesmo extrato previamente caracterizado em seu trabalho.

Adicionalmente, o método reproduzido fundamentou-se em um estudo feito por De
Souza et al. (2009), que verificou a influéncia da sazonalidade sobre a constitui¢do quimica da
B. dracunculifolia em diferentes estados brasileiros, sendo os meses de dezembro a abril os
melhores, abrangendo verao e inicio do outono, pois impacta no perfil fitoquimico da planta, e
portanto, nesses meses mencionados hd um maior rendimento e maior acimulo de compostos
fenodlicos. Para isso, a técnica utilizada foi a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
modelo Waters €2695 acoplado ao detector de arranjo de fotodiodos (PDA Waters): CLAE-
DAD. Os parametros cromatograficos empregados foram: coluna de fase reversa C18 da marca
Waters, modelo XTerra com dimensdes de 250 X 4,6 mm e 5 um de tamanho de particula;
volume de injecdo de 15 pL; temperatura de 15 °C; deteccao de faixa de 265 a 320 nm; elui¢ao
em modo isocratico e gradiente; fluxo de 1 mL/min; e fases moveis constituidas por fase A,
composta por acido acético, acetato de amodnio, metanol e dgua ultrapura na propor¢ao de 0,8;
0,3; 5; 93,9 (p/v), e fase B, composta por acetonitrila. Para o preparo das fases méveis, foram
utilizados solventes em grau de CLAE, posteriormente filtrados e degaseificados, sendo
também realizado o monitoramento do pH do tampao. Ademais, a dosagem de compostos
fendlicos e flavonoides também foi realizada por Golgalves (2025), utilizando exatamente o
mesmo extrato através das técnicas de FolinCiocalteau e cloreto de aluminio (AICI3),

respectivamente.

4.3 Preparo da formulacdo nanoestruturada
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A formulagdo foi desenvolvida e patenteada pela equipe de pesquisa do LFEC, sob o
Privilégio de Inovagdo registrado no INPI, cujo numero de registro ¢ BR10202201082, com
deposito realizado em 02/06/2022. Ela consiste em nanometros do tipo agua/dleo, de uso oral,
no qual o componente ativo € o extrato etanolico das folhas de Bd.

A composicao envolve uma fase oleosa (FO) estruturada com o6leo de girassol e os
tensoativos Croduret™ (PEG-40) 50 e o Crill 3 (monoestearato de sorbitol). Quanto a fase
aquosa (FA) ¢ composta por adgua ultrapura. O preparo da formulagdo consiste em iniciar a
solubilizacdo do extrato nos componentes da FO e os tensoativos durante uma hora em banho
de ultrassom. Na sequéncia, ambas as fases foram submetidas a aquecimento independente
(£80°C). Apds a mistura sob agitacdo mecanica, o sistema permaneceu em repouso até o
equilibrio térmico com a temperatura ambiente.

Apbs o preparo, a nanoemulsdo foi estabilizada sob refrigeragdo (=4 °C). Decorridas 24
horas, realizou-se a inspe¢ao visual para descartar instabilidades macroscopicas (separagdo de
fases). Como ndo houve alteracdo visual, prosseguiu com as caracteristicas fisicas e quimicas
da formulagdo de B. dracunculifolia, incluindo mensuracdo do pH, tamanho de goticula, indice
de polidispersao (PDI) e potencial zeta, sendo os trés tltimos parametros avaliados por meio de
espectroscopia de correlacdao de fétons no equipamento Malvern Zetasizer modelo ZS, situado

no laboratorio do CiPharma.

4.4 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados camundongos machos de linhagem C57BL/6J, com idades entre 6 e 8
semanas, pesando entre 20 e 25 g, obtidos do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
de Uso de Animais (CEUA) da UFOP (n°: 8522301023), e o mesmo foi realizado no biotério
do CCA, onde as condigdes ambientais sdo controladas por ar-condicionado (20-22 °C), e os
animais tiveram livre acesso a agua e ragdo. Os animais foram distribuidos em 6 grupos, sendo:

Grupo 1: Controle — receberam agua (veiculo do extrato, v.0) por 7 dias e no sétimo dia,
1 h antes da administrag@o de salina (veiculo da ciclofosfamida, i.p (n=13);

Grupo 2: Extrato (Bd50) — receberam o extrato do Bd (50 mg/kg, v.0) veiculado em
agua, por 7 dias e no sétimo dia, 1h antes da administracdo de salina (i.p) (n=15);

Grupo 3: Nanoemulsao (nBd50) — receberam a nanoemulsdo contendo o extrato (50
mg/kg, v.0) por 7 dias e no sétimo dia, 1 h antes da administragdo de salina (i.p) (n=15); Grupo

4: Ciclofosfamida (Cf) — receberam éagua (v.0) por 7 dias e no sétimo dia, 1 h antes da
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administracio em dose tUnica de ciclofosfamida (300 mg/kg, ip) (n=14); Grupo 3:
Ciclofosfamida + extrato (Cf+ Bd50) — receberam o extrato de alecrim-docampo (50 mg/kg,
v.0), veiculado em agua, por 7 dias e no sétimo dia, 1 h antes da administracdo em dose unica
de ciclofosfamida (300 mg/kg, i.p) (n=12);

Grupo 6: Ciclofosfamida + Nanoemulsdao (Cf+ nBd50) — receberam a nanoemulsao
contendo o extrato (50 mg/kg, v.0) durante 7 dias e no sétimo dia, 1 h antes da administracao
em dose unica de ciclofosfamida (300 mg/kg, i.p) (n=17);

Apo6s o sétimo dia de experimento e 24h apo6s administragao da ciclofosfamida, os
animais foram anestesiados intraperitonealmente com uretana 1,25g/kg e eutanasiados por
exsanguinacdo. O coragdo foi submetido a congelamento instantdneo em nitrogénio liquido,
transferido para freezer em -80°C, para posterior andlises bioquimicas (SOD, CAT, GSH,
sulfidrilas e TBARS) e avaliagdo de MMP-2 através do método de zimografia.

A defini¢do da dosagem de extrato de B. dracunculifolia fundamentou-se em resultados
anteriores de um grupo de pesquisa do LFEC (Carlos Batista et al., 2024). Ja o protocolo de
indugdo com ciclofosfamida, incluindo dose e tempo de exposigao foi estruturado a partir de
modelos j& validados na literatura cientifica (Abraham, Rabi, 2011; Goudarzi et al., 2017; Temel

et al.,2020; Sousa et al., 2021).

Figura 3: Fluxograma da distribuicdo dos grupos experimentais dos camundongos
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Fonte: Elaborado pela autora no Canva (2026)

4.6 Avaliaciao da massa corporal

Ao longo de todo o periodo experimental, os camundongos foram mantidos sob regime

de dieta padrao, com livre acesso a dgua e ragdo. Os animais foram pesados em balanca digital
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durante trés momentos: no inicio do protocolo (T0), ao encerramento dos tratamentos (T7) e,
por fim, 24 horas apds a administracdo da ciclofosfamida (T8), visando verificar possiveis

alteragdes do modelo experimental na massa corporal.

4.7 Avaliacao do estresse oxidativo

4.7.1 Avaliacao de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Para a quantificagdo de TBARS, fragmentos do coragdo foram homogeneizados em 1
mL de tampao de Tris (pH 7.4), seguidos de centrifugacdo em 10000 rpm (10 min, 4 °C). A
analise prosseguiu conforme a metodologia descrita por Kohn e Liversedga (1944). Para a
reacdo, foram retiradas aliquotas de 250 pL do sobrenadante com acido tricloroacético (TCA),
acido tiobarbitirico (TBA) e butil-hidroxitolueno (BHT) em banho seco (95 °C) por 15
minutos. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram resfriadas em gelo, homogeneizadas
em vortex e novamente centrifugadas. O sobrenadante resultante foi transferido para
microplacas de 96 pocos e assim, elaborouse uma curva padrdo com 1,1,3,3-
Tetrametoxipropano (TMP) com quantidade equivalente a 500 pL. Para quantificagdo, mediu-
se em espectrofotometro a 535 nm e os valores obtidos foram calculados com base na equagao

da curva padrdo e na concentragdo proteica, sendo expressos em nmol/mg de proteina.

4.7.2 Avaliacao da atividade da superéxido dismutase (SOD)

Para avaliar a atividade da SOD, primeiramente uma parte do tecido do coracdo foi
triturado em solucdo PBS pH 7.4, e posteriormente, centrifugado a 10000 rpm (10 minutos,
4°C). O sobrenadante (1,5 pL) foi transferido para microplacas de 96 pogos e adicionou-se 6
puL de MTT, 15 pL de pirogalol e 127 pL de tampao fosfato, e a placa foi levada para incubacao
(5 minutos, 37°C). No estudo, utilizou-se o sal de tetrazélio, produtor do corante formazan apds
diminui¢do de O2. A taxa de redugdo de O2 esta linearmente ligada & atividade da xantina
oxidase e ¢ impedida pela SOD. Apds o periodo de incubagao, foi adicionado dimetilsulfoxido
(DMSO), com a finalidade de solubilizar o formazan formado, permitindo verificar a atividade
da SOD em espectrofotometro a 450nm. Os resultados obtidos foram expressos em U/mg de

proteina (Marklund; Marklund, 1974).



27

4.7.3 Avaliacao da atividade da catalase (CAT)

Para determinag¢do da atividade da CAT, a amostra de tecido cardiaco foi homogeneizada
em PBS pH 7,4, e em seguida centrifugada a 10000 rpm (10 minutos, 4°C.) Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e submetido a dilui¢do (2:1, v:v) em agua ultrapura,
e aliquotas de 20 pL foram adicionados a 580 puL de PBS contendo peroxido de hidrogénio
(H207), em cubeta de quartzo, assim, foi possivel verificar a velocidade de decomposi¢ao do
peroxido de hidrogénio pela enzima, em até 120 segundos. Por fim, foram feitos os céalculos
com base nos valores de absorbancia em 240 nm. Desse modo, subtraiu-se a absorbancia inicial
da absorbancia final, sendo apresentados em unidades Cat/mg, a fim de determinar os valores

de decomposigdo (Beers; Sizer, 1952).

4.7.4 Avaliaciao da concentracio de glutationa reduzida (GSH)

Para determinar a concentracdo de GSH, primeiramente uma parte do tecido cardiaco
foi triturado em solu¢do de tampao fosfato PBS pH 7.4, e, posteriormente, centrifugado por um
periodo de 10 minutos a 10000 rpm e a 4°C. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante que foi
formado, foi retirado para realizagdo doensaio.Em seguida, adicionou-se 200 pL. de TCA a
amostra e centrifugou-se por 15 minutos a 4000 rpm, em 4°C. Para a dosagem de GSH,
adicionou-se 220 pL de Tris HCl com 80 pL de amostra. Por fim, colocou-se em uma placa de
96 pocos e acrescentou-se 5 pl do reagente DTNB e levou para o Tecan (Molecular Devices),

sendo o comprimento de onda de 415 nm (Simplicio et al., 2015).

4.7.5 Avaliacao de sulfidrilas

Para avaliar a concentragdo de sulfidrilas no coracdo, primeiramente uma amostra do
tecido cardiaco foi triturado em solucao de tampao fosfato PBS pH 7,4, e, posteriormente,
centrifugado por um periodo de 10 minutos a 10000 rpm e a 4°C. Apos a centrifugagdo, o
sobrenadante que foi formado, foi retirado para realizagdo do ensaio. Para a dosagem de
sulfidrilas no tecido cardiaco, foi adicionado 72 pL de Tris HCI, 24 pL de DNTB e 384 uL de
metanol. Na sequéncia, homogeneizou-se a mistura em vortex por 30 minutos e centrifugou por
um periodo de 15 minutos a 13000 rpm. Por fim, pipetou-se 200 uL em uma placa de 96 pogos
e a leitura das absorbancias foi realizada em um comprimento de onda de 412 nm. Todas as

concentragdes foram obtidas em pmol/mg de proteina.


http://ensaio.em/
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4.8 Atividade das Metaloproteinases -2 e -9 por zimografia

A amostra contendo tecido cardiaco foi homogeneizada utilizando 250 pL de

Tampao Tris pH 7,4 - CaCl> (10 mM) [ Phe (0,2 M); NaF (0,5 M) e Orto (0,5 M) e PMSF
0,2 M] e, posteriormente, centrifugada a 4000 rpm, durante 15 minutos a 4°C. Na sequéncia,
foi coletado o sobrenadante e separou-se uma aliquota para dosagem das proteinas totais pelo
método de Lowry. Utilizou-se 10 pL dessa amostra, o padrdao de Soro Fetal Bovino (FBS) e 10
uL de tampao ndo redutor 2 X que foram misturados e submetidos ao banho maria por um
periodo de 15 minutos a 37°C. Apds o periodo de incubagdo, a mistura foi submetida a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE. Em seguida, o gel foi incubado
durante uma hora em solu¢do de renaturacdo X-100 (10%) e na sequéncia em tampao de
ativacao Tris-HCI1 (50 mM, pH 7,4) contendo CaCl,, em estufa bioldgica a 37 °C, por 24 horas.
No dia posterior, o gel foi imerso em solugdo corante Coomassie Blue G-250 (0,05%) por 1
hora sob agitacdo. Para a visualizagdo das bandas de atividade enzimadtica, utilizou-se uma
solucdo descolorante sobre o gel, para evidenciar as zonas de quebras da gelatina que foram
degradadas pela acdo das MMPs. Essas bandas foram digitalizadas e quantificadas em unidades

arbitrarias (UA) corrigidas pelo FBS no software Imagel.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 8 e expressos como
média + erro padrdo da média (EPM), quando p<0,05. A anélise estatistica foi realizada por
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pds-teste de Tukey. Foram

considerados significativos valores de p<0,05.

4.10 Uso de Inteligéncia Artificial

Ferramentas de inteligéncia artificial generativa foram utilizadas para apoio de revisao
gramatical, revisdo do texto e aprimoramento da fluidez textual (Claude IA, Gemini e
Perplexity), sob supervisdo dos autores, ¢ em conformidade com a portaria do CNPq

n°2.664/2026. Todas as decisdes e conteudos sdo de responsabilidade dos autores.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avalia¢do da massa corporal

Percebe-se que durante a primeira fase (0-7 dias), os animais dos grupos Cf, Cf+Bd50 e
Cf+nBd50 ndo apresentaram alteracdo de massa corporal. No entanto, na segunda fase (7-8
dias), principalmente os animais dos grupos Cf, Cf+Bd50 e Cf+nBd50 apresentaram perda de
massa corporal. Além disso, nota-se que a perda de massa corporal ¢ mais expressiva no grupo
Cf, sendo de -3 g. Em analogia com um estudo conduzido por Bhatt, Sebastian e Joshi (2017,
p.62-67) os animais que receberam ciclofosfamida sofreram uma perda significativa na massa

corporal, o que também foi encontrado nesse estudo (Bhatt; Sebastian; Joshi, 2017, p.62-67).

Tabela 1: Média da variagdo de massa corporal dos animais (g)

Tempo

(dias) Controle Bd50 nBd50 Cf Cf+Bd50 Cf+nBd50
0-7 1 1 1 - - -

7-8

1 0 -1 -3 -1 -1

0-7 diferenca entre antes de iniciar os tratamentos (T0) e o fim dos tratamentos (T7). E 7-8,
diferenca entre o fim dos tratamentos (T7) e 24h apds Cf 300 mg/kg i.p (T8).

5.2 Avaliacao dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As espécies reativas ao acido tiobarbittrico sdo marcadores biologicos do estresse
oxidativo, sobretudo para a peroxidacao lipidica (Aguilar; Borges, 2020). Quando ocorre um
desequilibrio redox, as espécies reativas irdo romper os lipideos da membrana, gerando um
produto conhecido como MDA, e este por sua vez reage com o TBA, podendo ser quantificado
pela avaliacao nos niveis de TBARS (Soares et al., 2021). Assim, percebe-se que o grupo
CF+Bd50 também apresentou um aumento significativo nos niveis de TBARS em relagdo ao
grupo controle. Mas o grupo Cf+nBd50 demonstrou uma diminuigdo significativa no nivel de
TBARS em comparacao ao grupo Cf (Figura 3). Portanto, Cf induziu peroxidacao lipidica no
tecido cardiaco e o extrato livre ndo conseguiu reverter esse dano oxidativo, mas o extrato
veiculado na nanoemulsdo conseguiu diminuir esse dano.

Um estudo feito por Marchetti e al. (2025) mostrou que o aumento de ERO associada

a reducao da atividade antioxidante causada pela ciclofosfamida favorece o processo de
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peroxidagdo lipidica, causando danos ao coracdo. Deste modo, os animais que receberam
ciclofosfamida desse trabalho, também apresentaram um aumento significativo nos niveis de
TBARS no tecido cardiaco, ocasionando maior dano oxidativo. Em relagdo ao efeito
antioxidante do extrato carreado em nanoemulsdo, pode-se dizer que a formulagao viabilizou
o tratamento entregando constituintes quimicos que se relacionam com a atividade antioxidante
ao tecido cardiaco. E de modo geral, nanoemulsdes tém sido utilizadas como instrumento para
melhorar a biodisponibilidade de medicamentos que sdo pouco soliveis em agua, facilitando a
liberacdo do medicamento e prolongando o efeito terapéutico por aumentar a absor¢ao no trato
gastrointestinal (Kotta et al., 2012). Juntamente & nanoemulsdo, o extrato de alecrim-do-campo
¢ rico em antioxidantes, por apresentarem compostos fendlicos (Navarro et al., 2018). Assim,
ananoemulsdo contendo o extrato de 50 mg/kg conseguiu reduzir o dano oxidativo por sua agdo

antioxidante, ao neutralizar as espécies reativas, prevenindo assim a peroxidacao lipidica.

Figura 4: Concentragdo de TBARS no corac¢do de camundongos

[ Controle E= Bd50 E nBd50

0.4

S
w
1

TBARS
(nmol/mg ptn)
o
N
1
_|

(=]
-
1

0.0

Controle Ciclofosfamida

Os resultados sdo apresentados como média + EPM (n= 15), utilizando ANOVA de duas vias, seguido de
pos-teste Tukey, considerando p< 0,05. * Diferenga significativa em comparagdo ao grupo controle, # diferenca
significativa em comparagdo ao grupo ciclofosfamida

5.3 Determinacao da atividade da superéxido dismutase (SOD)

A SOD ¢ uma importante enzima antioxidante, responsavel por catalisar a conversao do
radical superoxido (O,") em perdxido de hidrogénio (H20:) e oxigénio (O), a fim de controlar
ERO (Halliwell; Gutteridge, 1999). Quando ocorre estresse oxidativo essa enzima pode ficar
comprometida, bem como pode ocorrer uma reducao da atividade enzimatica. Sendo assim,

percebe-se que camundongos que receberam ciclofosfamida mostraram uma reducao
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significativa na atividade da SOD, devido ao desequilibrio redox, quando comparado com o
grupo controle que recebeu Bd50, nBd50 e agua. Ademais, os animais do grupo CF+Bd50
apresentaram um aumento significativo na atividade da SOD, sugerindo uma atividade
antioxidante do extrato (Figura 4). O extrato de B. dracunculifolia apresenta compostos
conhecidos como flavonoides, ¢ de acordo com Chimi et al., (1990) estes compostos sdao
potentes antioxidantes capazes de atuar como aceptores de radicais livres ou de ions metalicos
(Chimi et al., 1991). Assim, esse composto antioxidante, ao reduzir o estresse oxidativo pela
neutralizagdo das ERO e diminuir o desequilibrio redox, permitird uma maior atividade da SOD.
Portanto, os flavonoides e a SOD s3o importantes meios para a preservacdo da defesa

antioxidante, diminuindo assim os danos oxidativos.

Figura 5: Atividade da SOD no coragdo de camundongos.
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Os resultados sao apresentados como média + EPM ( n= 17), utilizando ANOVA de duas vias, seguido de
pos-teste Tukey, considerando p< 0,05. * Diferenca significativa em comparagao ao grupo controle, # diferenca
significativa em comparagdo ao grupo ciclofosfamida.

5.4 Avaliaciao da atividade da catalase (CAT)

A CAT do mesmo modo, ¢ uma enzima antioxidante responsavel pela conversdao do
H>0; em agua e oxigénio (O2). Essa molécula reativa quando em excesso pode causar danos as
biomoléculas, como DNA, proteinas e lipidios durante o estresse oxidativo (Halliwell;
Gutteridge, 1999). Quando isso ocorre, hd uma diminui¢ao na atividade da catalase. Nota-se
que os animais que receberam ciclofosfamida ndo obtiveram diferenga significativa em relagao

ao grupo controle. Entretanto, percebe-se que o grupo Cf+Bd50 apresentaram um aumento
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significativo na atividade da enzima em relagdo ao grupo controle e o grupo Cf (Figura 5). Em
um estudo feito por Marchetti et al. (2025) mostraram que a atividade antioxidante das enzimas
catalase e glutationa peroxidase nao foi modificada pela ciclofosfamida no coragao (Marchetti
et al., 2025). Assim como no presente trabalho, ndo houve diferenga significativa na atividade
da CAT em camundongos que receberam ciclofosfamida quando comparados ao grupo controle
no tecido cardiaco. Entretanto, o tratamento com o extrato livre aumentou a atividade da enzima,

superando niveis basais.

Figura 6: Atividade da CAT no coragdo de camundongos
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Os resultados sdo apresentados como média + EPM ( n= 16), utilizando ANOVA de duas vias , seguido
de pos-teste Tukey, considerando p< 0,05. * Diferenga significativa em comparacdo ao grupo controle, # diferenca
significativa em comparagdo ao grupo ciclofosfamida.

5.5 Determinacao da concentracgao de glutationa (GSH)

A GSH, por sua vez, também apresenta atividade antioxidante, ao ser convertida em sua
forma oxidada (GSSH), diminuindo ERO, e consequentemente, o estresse oxidativo (Halliwell;
Gutteridge, 1999). Neste ensaio, observa-se que ndo houve diferencga significativa entre os
grupos (Figura 6). Nao foi possivel observar efeito antioxidante do extrato livre e incorporado

em nanoemulsdo, assim como a deplecao de GSH pela ciclofosfamida.

Figura 7: Concentragdo de GSH no coracdo de camundongos
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Os resultados sdo apresentados como média + EPM ( n=18), utilizando ANOVA de duas vias, seguido de
pos-teste Tukey, considerando p< 0,05. * Diferenga significativa em comparagdo ao grupo controle, # diferenga
significativa em comparacdo ao grupo ciclofosfamida.

5.6 Determinacio da concentrac¢io de grupos sulfidrilas

Os grupos sulfidrilas (-SH) sdo uma resposta ao estresse oxidativo, no qual sofrem
oxidagdo para originar dissulfetos mistos (S-tiolagdo), e posteriormente reduzidos ao seu estado
original (detiolag@o). Esse ciclo confere a célula uma capacidade antioxidante. Assim, como
para GSH, também ndo houve diferenca significativa para sulfidrilas no tecido cardiaco (Figura
7). Apesar de que os tidis sejam alvos faceis para ERO, eles se mantiveram intactos. Talvez
porque o coracao ainda tenha outras defesas antioxidantes que permaneceram preservadas ou

pronunciadas, como observado para SOD e CAT.

Figura 8: Concentragdo de sulfidrilas no coragdo de camundongos
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Os resultados sdo apresentados como média + EPM ( n=18), utilizando ANOVA de duas vias, seguido de
pos-teste Tukey, considerando p< 0,05. * Diferenga significativa em comparagdo ao grupo controle, # diferenga
significativa em comparagdo ao grupo ciclofosfamida.

5.7 Avaliac¢iao da atividade da metaloproteinase 2

Percebe-se que os animais que receberam ciclofosfamida obtiveram uma elevagdo
significativa na expressao de MMP-2 total quando comparado ao grupo controle: d4gua, Bd50 e
nBd50. Essa alteragdo também foi observada na forma latente e inativa da enzima (72kDa), no
qual houve um aumento nos niveis de MMP-2, reforcando o papel dessa enzima no
remodelamento cardiaco induzido pelo desequilibrio redox (Koldysheva ef al., 2018; Bergman
et al., 2007). Além disso, percebe-se que o extrato e a formulagdo nanoestruturada ndo foram
capazes de reverter significativamente esse processo. No entanto, serd necessario aumentar o
“n” experimental dessas andlises para confirmar esse resultado. Este resultado estd de acordo
com os estudos conduzidos por Koldysheva et al., 2018, em que os ratos apOs exposicao a
ciclofosfamida obtiveram um aumento significativo de MMP-2 nos cardiomidcitos

(Koldysheva et al., 2018). Neste trabalho a MMP-9 nao foi encontrada.

Figura 9: Atividade da MMP-2 no coracdo de camundongos
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Os resultados sdo apresentados como média £ EPM ( n=6), utilizando ANOVA de duas vias, seguido de
pés-teste Tukey, considerando p< 0,05. * Diferenga significativa em comparagdo ao grupo controle, # diferenga
significativa em comparagéo ao grupo ciclofosfamida.

6 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que a ciclofosfamida causou dano oxidativo no coragao
dos camundongos, aumentando os niveis de TBARS, o que implica em processo de peroxidacao
lipidica no tecido cardiaco. Em contrapartida, o prétratamento com extrato de B. dracunculifolia
livre foi capaz de apresentar atividade antioxidante, com base no aumento de atividade das
enzimas SOD e CAT. E a nanoemulsdo contendo o extrato demonstrou maior efetividade ao
diminuir a peroxida¢ao lipidica, diminuindo os niveis de TBARS. J4 em relacdo a MMP-2, os
tratamentos demonstraram uma tendéncia em diminuir MMP-2 nos cardiomidcitos ativada pelo
estresse oxidativo induzido pela ciclofosfamida, mas todavia, faz-se necessario aumentar o

numero amostral para confirmar esse dado.
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ANEXOS

ANEXO A - Cadastro da Baccharis dracunculifolia no SISGEN

Ministério do Meio Ambiente

CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n2 A91F793

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n°® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patriménio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gesté&o
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificacdo e néo foi objeto de requerimentos admitidos de verificacéo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagéo ndo foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro:
Usuario:

CPF/CNPJ:

Objeto do Acesso:
Finalidade do Acesso:
Espécie

Baccharis dracunculifolia
Titulo da Atividade:

Equipe
carla speroni ceron
Leonardo Maximo Cardoso

Data do Cadastro:
Situacdo do Cadastro:

A91F793

carla speroni ceron
010.654.120-02
Patrimé6nio Genético
Pesquisa

EFEITO DO EXTRATO DE ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis dracunculifolia)
NO DANO tecidual CAUSADO PELA CICLOFOSFAMIDA EM CAMUNDONGO

UNIFAL-MG
UFOP

20/10/2023 13:04:00
Concluido

Conselho de Gestédo do Patriménio Genético

Situacé&o cadastral conforme consulta ao SisGen em 13:52 de 07/04/2026.

\\Y/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL

ANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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)\ UN'VERSIDADE Universidade Federal de Ouro Preto

FEDERAL DE Comisséo de Etica no
OURO PRETO Uso de Animais

[
o
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do extrato de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) nos danos
teciduais causados pela ciclofosfamida em camundongo”, protocolada sob o CEUA n2 8522301023 (b 000995), SOb a
responsabilidade de Carla Speroni Ceron e equipe; Gabriel Tavares do Vale; Grazieli Beatriz O. Gong¢alves - que
envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro
de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP) na reuniao de 22/03/2024.

We certify that the proposal "Effect of rosemary (Baccharis dracunculifolia) extract on tissue damage caused by
cyclophosphamide in mice ", utilizing 444 Isogenics mice (444 males), protocol number CEUA 8522301023 (ip 000995),
under the responsibility of Carla Speroni Ceron and team; Gabriel Tavares do Vale; Grazieli Beatriz O. Gongalves -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Ouro Preto
Federal University (CEUA/UFOP) in the meeting of 03/22/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2024 a 01/2027  Area: Ciéncias Biolégicas

Origem:  Centro de Ciéncia Animal
Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 6 a 8 semanas Quantidade: 444
Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a25¢g

Ouro Preto, 22 de marco de 2024

& -

Profa. Dra. Cintia Lopes de Brito Magalhaes Prof Dr. Wanderson Geraldo de Lima
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Ouro Preto

Campus Universitario - Morro do Cruzeiro - ICEB-II, Sala 29 - CEP 35400-000 - Ouro Preto/MG - tel: 55 (31) 3559-1368
Horério de atendimento: Online : e-mail: ceua.propp@ufop.edu.br
CEUA N 8522301023
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