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“Depois do medo, vem o mundo”
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RESUMO

A ciclofosfamida ¢ um quimioterapico usado em associagdo com outros medicamentos para o
tratamento de neoplasias. Embora amplamente utilizado na clinica, a ciclofosfamida ndo esta isenta
de efeitos toxicos ao organismo. A sua metabolizagdo gera metabolitos toxicos como a acroleina,
sendo essa capaz de desencadear danos oxidativos. Compostos fenolicos e flavonoides presentes no
extrato etanodlico da Baccharis dracunculifolia (Bd) t€ém sido estudados por sua agdo antioxidante.
Além disso, para melhorar a biodisponibilidade de extratos vegetais, formulagdes nanoestruturadas
podem ser utilizadas de modo a ampliar os efeitos do extrato. O objetivo deste trabalho foi avaliar se
o extrato etandlico de Bd e a formulagdo contendo extrato (nBd) sdo capazes de promover agdo
protetora no figado e encéfalo de camundongos que receberam ciclofosfamida. Para isso,
camundongos da linhagem C57BL, foram divididos em 6 grupos: controle+agua,
controlet+extrato50mg/kg, controle+formulacao+extrato5S0mg/kg, ciclofosfamida+éagua,
ciclofosfamidatextrato50mg/kg, ciclofosfamidatformulagao+extratoSOmg/kg. Os camundongos
foram pré-tratados com extrato ou agua por 7 dias e receberam ciclofosfamida 300mg/kg ou salina
intraperitoneal i.p. no ultimo dia. Apds 24 horas, foram eutanasiados com uretana e o encéfalo e
figado foram coletados. Foram realizadas andlises de estresse oxidativo: atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e concentragdo de glutationa (GSH), sulfidrilas e
espécies reativas TBARS. Observou-se que nem o receberam ciclofosfamida nem o pré-tratamento
de 7 dias com o extrato de B. dracunculifolia ou a formulagdo contendo extrato foram capazes de
alterar a formagdo de TBARS, sulfidrilas ou GSH e atividade da cat (todos p>0,05) para o encéfalo.
A formulacdo contendo extrato demonstrou aumento significativo da atividade da SOD no encéfalo
de animais que receberam ciclofosfamida (p<0,05). A administragdo de ciclofosfamida nao foi capaz
de elevar a concentragdo de TBARS no figado, porém observou-se redugdo nas concentragdes de
TBAR ao utilizar formulagao contendo extrato . Assim, a ciclofosfamida foi capaz de causar danos
oxidativos ao figado dos camundongos na dose e tempos testados, e o extrato de Baccharis
dracunculifolia ¢ a  formulacdo contendo extrato ndo promoveram alteracdes nas defesas
antioxidantes do encéfalo e figado.

Palavras-chave: encéfalo, figado, ciclofosfamida, Baccharis dracunculifolia, dano oxidativo,

antioxidante.



ABSTRACT

Cyclophosphamide is a chemotherapeutic agent used in combination with other drugs for the
treatment of neoplasms. Although widely used in clinical practice, cyclophosphamide is not free of
toxic effects on the body. Its metabolism generates toxic metabolites such as acrolein, which can
trigger oxidative damage. Phenolic compounds and flavonoids present in the ethanolic extract of
Baccharis dracunculifolia (Bd) have been studied for their antioxidant activity. In addition, to
improve the bioavailability of plant extracts, nano-structured formulations can be used to enhance
the effects of the extract.The aim of this study was to evaluate whether the ethanolic extract of Bd
and the formulation containing the extract (nBd) are capable of promoting hepatoprotective and
neuroprotective effects in the brain of mice that received cyclophosphamide. For this purpose,
CS57BL mice were divided into 6 groups: control + water, control + extract 50 mg/kg, control +
formulation + extract 50 mg/kg, cyclophosphamide + water, cyclophosphamide + extract 50 mg/kg,
and cyclophosphamide + formulation + extract 50 mg/kg. The mice were pretreated with extract or
water for 7 days and received cyclophosphamide 300 mg/kg or saline intraperitoneally on the last
day. After 24 hours, they were euthanized with urethane, and the brain and liver were
collected.Oxidative stress analyses were performed: superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) activity, and glutathione (GSH), sulthydryl, and TBARS-reactive species concentration. It
was observed that neither cyclophosphamide administration nor 7-day pretreatment with the extract
of B. dracunculifolia or the formulation containing the extract was able to alter TBARS formation,
sulfhydryl or GSH levels, or catalase activity (all p > 0.05) in the brain. The formulation containing
the extract showed a significant increase in SOD activity in the brain of animals that received
cyclophosphamide (p < 0.05). Cyclophosphamide administration was not able to increase TBARS
concentration in the liver; however, a reduction in TBARS concentrations was observed when the
formulation containing the extract was used.Thus, cyclophosphamide was able to cause oxidative
damage to the liver of mice at the dose and time tested, and the extract of Baccharis dracunculifolia
and the formulation containing the extract did not promote changes in the antioxidant defenses of

the brain and liver.

Key-words: Brain, Liver, Cyclophosphamide, Baccharis dracunculifolia, Oxidative damage,

Antioxidant activity, Neuroprotection, Nanostructured formulation
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1-INTRODUCAO

A ciclofosfamida ¢ um antineopldsico com amplo uso na pratica clinica, originando-se do
desenvolvimento de compostos derivados da mostarda sulfurada, também conhecida como gés
mostarda, que foi utilizado como arma quimica no século XX (Goodman, L. el al, 1946) .
Observacdes clinicas e resultados de autopsias indicaram que a exposi¢do a esse agente estava ligada
a leucopenia, o que sugere sua habilidade de inibir a proliferacao celular, particularmente em tecidos
de alta taxa de proliferagdo (Huang; Li, 2013). Com base nessas evidéncias, a substituicdo do enxofre
por um grupo N-metilado resultou na descoberta da mostarda nitrogenada, que apresentou efeito
antitumoral em pacientes com linfossarcoma. Isso estabeleceu as bases para a sintese de novos
agentes alquilantes, incluindo a ciclofostamida (Martins, 2003).

A ciclofosfamida foi sintetizada em 1958, a partir de alteragdes estruturais na mostarda
nitrogenada, resultando em um pré-farmaco com maior seguranca e versatilidade de uso, podendo ser
administrado por via oral e parenteral (Wall; Conrad, 1961). Apo6s a biotransformacdo hepatica
realizada pelas enzimas da familia citocromo P450, s3ao produzidos metabdlitos como
4-hidroxi-ciclofosfamida e aldofosfamida. Esses compostos levam a formagdo de mostarda
fosforamida, que provoca a alquilagdo do DNA e impede a replicagdo do material genético em
células com alta taxa de proliferacdo (Dabbish et al., 2024; McDonald et al., 2003; Emadi et al.,
2009). Assim, a ciclofosfamida se estabeleceu como um medicamento importante no tratamento de
linfomas, mielomas e leucemias, além de funcionar como imunossupressor em transplantes de 6rgaos
e em condi¢des reumaticas (Emadi et al., 2009).

Embora a ciclofosfamida seja eficaz no tratamento de neoplasias, seu uso esta ligado a efeitos
colaterais significativos, como os causados pelo estresse oxidativo e pela formacao de metabolitos
toxicos, como a acroleina (Halliwell; Gutteridge, 1999). Essa substancia pode interagir com grupos
tiois e nucleofilicos em biomoléculas, levando a um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (Akomolafe, 2020; Dabbish et al., 2024). O estresse oxidativo & caracterizado pelo
desequilibrio entre a formacdo de espécies reativas e a habilidade dos sistemas antioxidantes
endogenos. Essa condigdo afeta lipidios, proteinas ¢ DNA, impactando de forma significativa 6rgaos
com alta demanda metabodlica, como encéfalo e figado (Bailo, 2022; Oyagbemi ef al., 2016). Nesse

cenario, a modulacao de vias antioxidantes, como a via Nrf2/HO-1, e a utilizagdo de compostos com



11

atividade antioxidante vém sendo estudadas como abordagens para reduzir a toxicidade causada pela
ciclofosfamida (Ibrahim; Darwish, 2023).

Na pratica clinica, a Mesna ¢ um medicamento utilizado como um agente citoprotetor para
diminuir a toxicidade urotelial, pois se liga a acroleina no trato urindrio e ajuda a prevenir,
principalmente, a cistite hemorragica. No entanto, sua acdo ¢ majoritariamente local e ndo previne os
danos oxidativos sistémicos que afetam outros tecidos, como cérebro e figado. Portanto, ainda ha a
necessidade de estratégias adicionais que possam oferecer uma protecdo mais abrangente contra a
toxicidade causada pela ciclofosfamida (ALMALAG et al., 2021).

A Baccharis dracunculifolia, popularmente chamada de alecrim-do-campo, ¢ uma espécie da
familia Asteraceae que ocorre em grande parte da América do Sul. Pesquisas fitoquimicas indicam a
presenga de diterpenos, triterpenos, flavonoides e derivados de acidos fenolicos, além de compostos
como bacharina e artepilina C, que proporcionam propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas e antitumorais (Bohlmann et al., 1981; Park et al., 2002; Lima et al., 2019).

Ainda, a nanotecnologia farmacéutica se apresenta como uma estratégia promissora para
aprimorar a farmacocinética e a eficacia de compostos bioativos. Isso possibilita aumentar a
biodisponibilidade de moléculas hidrofobicas, melhorar a permeabilidade nos tecidos biologicos e
ajustar a distribui¢do sistémica, o que ajuda a prolongar o tempo de permanéncia no local de agao
(Date et al., 2010). Considerando a elevada capacidade antioxidante de B. dracunculifolia, postula-se
que tanto o extrato etandlico quanto sua formulagdo nanoestruturada possam atuar como adjuvantes a
citoprote¢do ja empregada clinicamente, ampliando a prote¢do de outros tecidos.

Portanto, em fun¢do dos impactos no desbalanco oxidativo que a ciclofosfamida pode causar
em estruturas bioldgicas, a hipotese deste estudo € que a exposicdo a ciclofosfamida pode levar a
dano oxidativo no encéfalo e no figado de camundongos e que os pré-tratamentos com extrato
etandlico de alecrim-do-campo e com a formulagdo nanoestruturada que contém o extrato (nBd),
levem a reducdo dos danos oxidativos. Além disso, espera-se que a formulagdo nanoestruturada
contendo o extrato seja mais eficaz do que o extrato livre na prote¢do dos tecidos contra danos

oxidativos causados pela administragdo da ciclofosfamida.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CONTEXTO HISTORICO E CRIACAO DA CICLOFOSFAMIDA

No periodo da primeira Guerra Mundial, a substdncia mostarda sulfurada (bis(2-cloroetil)
sulfeto), mais conhecida como gas mostarda, foi utilizada como uma arma quimica responsavel pela
morte de milhares de pessoas. Apos o contato da substancia com o organismo, era possivel observar
efeito vesicante, ou seja, ela levava a formacdo de bolhas de queimaduras graves e também
apresentava alta toxicidade pulmonar. Sendo assim, ao realizar as autopsias dos individuos expostos a
esse composto, observava-se que essas pessoas apresentavam leucopenia, criando a hipdtese de que
essa substancia era capaz de diminuir a divisdo de células com elevada proliferacao (Huang Y, Li L,
2013).

Para diminuir os efeitos letais da mostarda sulfurada e manter a propriedade de inibir a
divisao celular, o atomo de enxofre presente na molécula foi substituido por um grupo N-metilado,
levando a formacdo de uma substancia conhecida como mecloretamina, ou mostarda nitrogenada.
Desse modo, os pesquisadores Louis S. Goodman e Alfred Gilman, observaram que um paciente com
linfossarcoma apresentou redu¢do em seu tumor ao receber dose intravenosa de mostarda nitrogenada
(Gilman, A.; Goodman, L. S.,1946). Por isso, a mecloretamina foi a substancia base para estudos que
visavam a criagdo de novos farmacos que fossem capazes de inibir a multiplicacdo de células
tumorais. A partir da mostarda nitrogenada, moléculas como clorambucil, melfalano, ifosfamida
foram criadas. Assim como a ciclofosfamida, quimioterapico sintetizado em 1958 por Bourseaux e
Brock, com importancia clinica até os dias atuais e enfoque do presente trabalho (R.K. Singh et al,
2018).

A ciclofosfamida foi entdo desenvolvida a partir da mostarda nitrogenada, na qual o
grupamento metil foi substituido por um grupamento ciclico de éster-diamina do acido fosforico,
porém mantendo o grupo terminal N,N-bis(B-cloroetil), o qual confere a capacidade de gerar agdo
alquilante. Com o novo grupamento ciclico, a molécula passou a se apresentar de forma inativa in
vitro, sendo necessdaria ativagao bioldgica para atividade farmacologica. Além disso, as modificagdes
estruturais nessa substancia permitiram a ampliagdo nas suas vias de administracdo, viabilizando seu

uso parenteral (i.p.) e oral (v.0.). (Wall, Robert L.; Conrad, Fred G., 1961).
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2.2. FARMACOLOGIA E MECANISMOS DE AGAO

A ciclofosfamida continua um quimioterapico de grande importancia clinica que atua como
antineoplasico. Seu uso terapéutico se faz no tratamento de linfomas, mielomas, leucemias, e também
como imunossupressor em transplantes de 6rgaos e no tratamento de doencas reumaticas. Seu efeito
antitumoral baseia-se na conversdo quimica do pro-farmaco, que ¢ atdxico, até a forma ativa e tdxica
para células tumorais, a mostarda fosforamida (Emadi, A., Jones, R. J., & Brodsky, R. A.;2009).

Para exercer efeitos terapéuticos, a ciclofosfamida precisa, inicialmente, ser metabolizada no
figado pelas enzimas da familia citocromo P450 (CYPs 450). Nesse primeiro momento, a molécula
recebe um grupo hidroxila, convertendo-se em 4-hidroxi-ciclofosfamida e coexistindo com seu
isomero, a aldofosfamida. Por sua vez, a aldofosfamida pode seguir por via enzimatica, levando a
formagdo de carboxifosfamida, metabolito que ndo possui atividade farmacoldgica, ou ainda por via
de eliminagdo [, que leva a formagao de mostarda fosforamida, metabolito farmacologicamente ativo
que possui capacidade de alquilar o DNA, além de formar acroleina. (Dabbish ef al. 2024).

Para sua atividade farmacoldgica, a mostarda fosforamida depende dos seus dois grupos
cloroetil, que, ao abandonar a molécula, permitem que o carbono se ligue ao nitrogénio o qual possui
par de elétrons livres para interagdo intramolecular, promovendo ciclizagdo, o que resulta na
formagdo do ion aziridinio. Por sua vez, o alto carater eletrofilico desse ion, promove sua ligagdo aos
atomos de nitrogénio das guaninas em fitas opostas do DNA, o que bloqueia a abertura da molécula,
resultando no impedimento da replicagdo do material genético, na transcricdo génica € na
proliferagao de células tumorais (Mcdonald et al., 2003; Emadi et al., 2009).

Quanto a sua toxicidade, a acroleina, um aldeido insaturado formado na biotransformacao da
ciclofosfamida, ¢ capaz de realizar ligagdes a grupos tidis e grupos nucleofilicos em biomoléculas.
Ao se ligar a esses grupos, a acroleina pode desencadear o aumento de espécies reativas de oxigénio
(ERO) por meio da ativacao de diferentes mecanismos, sendo um deles pela hiper-regulacdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA). Por sua vez, a ECA promove a conversdo da angiotensina
I em angiotensina II, sendo esse um peptideo-hormonio que possui agdo vasoconstritora ao ligar-se
aos receptores AT,. A ativagdo desses receptores na superficie dos musculos lisos, desencadeia a
ativacdo de proteinas-quinases, as quais levam a montagem e ativacdo do complexo da enzima

NADPH oxidase, o que pode ocasionar no aumento da formag¢ao de ERO (Akomolafe, 2020).
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2.3. SISTEMA REDOX

2.3.1 ESTRESSE OXIDATIVO E AGENTES ANTIOXIDANTES

Estresse oxidativo ¢ o termo utilizado para descrever o desbalanco existente entre a alta
formagdo de espécies reativas e ou a baixa a¢ao de agentes antioxidantes endogenos (Barbosa, K. et
al., 2010). Ja é entendido na literatura que o excesso de radicais livres pode causar danos celulares e
moleculares, ocasionando severas disfungdes fisioldgicas, ao passo que o desbalango desses radicais
pode resultar na reducao da resposta imune.

As ERO sdo formadas a partir de atividades fisiologicas normais, como por exemplo a
respiragdo celular para a formagdo de adenosina trifosfato (ATP). Durante tal processo, o oxigénio
(O,) ¢ reduzido a agua por meio de uma troca de elétrons realizado com o auxilio das coenzimas
como a nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NADH) e a flavina adenina (Halliwell & Gutteridge,
1999). Porém, como o oxigénio aceita apenas um elétron por vez, podem ser formados intermediarios
como o anion superdxido (O,”), que possui alta reatividade e deve ser convertido rapidamente em
peroxido de hidrogénio e, posteriormente, em oxigénio e d4gua. Quando ndo convertido, o O,” pode
levar a uma série de danos bioquimicos nas células (Halliwell & Gutteridge, 1999).

O O,” ¢ liberado durante o processo de fosforilagdo oxidativa para a matriz mitocondrial,
sendo, assim, captado pelas enzimas antioxidantes que o transformam em um produto nao toxico. De

inicio, a enzima superoxido dismutase (SOD) converte O,” em peroxido de hidrogénio (H,0,) € O,.
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O H,0,, inicialmente, ndo ¢ capaz de promover toxicidade, porém se nao for convertido em agua e O,
podera ser degradado e formar radical hidroxila (°OH), ERO altamente reativa (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

Em seguida a enzima catalase (CAT) inicia o processo de conversao do H,O, em dgua e O,. A
CAT ¢ considerada uma das enzimas de maior importancia na atividade antioxidante uma vez que ela
pode ser saturada pelo H,O,, mantendo sua atividade durante todo o processo oxidativo. Além da
CAT, o H,0, pode ser reduzido pelo sistema da glutationa, no qual a glutationa peroxidase utiliza a
glutationa reduzida (GSH) para detoxificar o perdxido, gerando glutationa oxidada (GSSG). A
glutationa redutase, por sua vez, regenera a GSH a partir de GSSG, mantendo a capacidade
antioxidante desse sistema (Halliwell & Gutteridge, 1999).

O O, pode ainda reagir com outras substdncias presentes nos organismos € promover
nitrosilagdo de enzimas e proteinas e peroxidacao lipidica. A agdo das espécies reativas de nitrogénio
pode levar a formagdo de compostos como a 3-nitrotirosina, sendo esse utilizado como marcador
bioldgico para dano oxidativo e também de malondialdeido (MDA), um produto formado por meio
da decomposic¢do de hidroperéxido lipidico, que pode ser determinado a partir da sua reagdo com o
acido tiobarbitarico (TBA). Assim, por meio da quantificagdo desses biomarcadores, ¢ possivel

determinar a extensao do dano causado pelo estresse oxidativo (MAYNE, S,2003).

2.3.2 DANO CAUSADO PELO ESTRESSE OXIDATIVO AO ENCEFALO E FIGADO

O cérebro ¢ um dos 6rgaos suscetiveis ao estresse oxidativo, uma vez que nesse tecido ha um
alto consumo de oxigénio, podendo ocasionar a formagdo de radicais livres (Bailo, Paula Sienes,
2022). Além disso, o cérebro possui elevadas concentragdes de ferro e cobre, bem como elevadas
concentragdes de lipideos, favorecendo a peroxidagdo lipidica. Somando-se a alta suscetibilidade ao
dano oxidativo, os tecidos cerebrais sdo compostos principalmente de neurdnios terminais e as
células da neuroglia, o que ndo o permite restabelecer as células lesionadas com tanta facilidade
como os outros tecidos (Andersen, J. K.; Nat. 2004).

Além da formacdo de radicais livres, a ciclofosfamida induz dano neural ao inibir vias
antioxidantes endogenas como a via de sinaliza¢dao do fator nuclear eritroide 2 (Nrf2). Em condigdes
de estresse, o Nrf2 ndo ¢ degradado normalmente, do contrario, ele escapa do processo de degradacao

e se direciona para o nlcleo onde se liga a elementos de resposta antioxidantes, promovendo a
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ativagdo da maquinaria de genes-alvo antioxidantes como heme oxigenase-1 (HO-1) e enzimas
glutationa redutase (GR). Desse modo a ciclofosfamida ¢ capaz de limitar a acdo antioxidante do
organismo no hipocampo e no cortex (Ibrahim, K. M.; Darwish, S., 2023).

No figado, a terapia com antineoplédsicos pode levar a problemas como esteatose hepatica,
reducao da eficacia terapéutica e diminui¢ao da resposta a outros farmacos em fun¢ao do figado ser o
principal 6rgdo que atua no metabolismo desses medicamentos, incluindo a ciclofosfamida. Para
além disso, os subprodutos do metabolismo da ciclofosfamida, como a acroleina, promovem a
formacdo de radicais livres, os quais levam a peroxidacao dos lipideos de membrana, promovendo
maiores concentracdo de MDA, bem como a reducao dos concentragdo de GSH e da atividade de

enzimas antioxidantes, como a SOD (Oyagbemi ef al. 2016).

2.4. ALECRIM-DO-CAMPO (BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA)

A Baccharis dracunculifolia (Bd), também conhecida popularmente como alecrim-do-campo
ou vassourinha, pertencente a familia Asteraceae, a qual a camomila e dente-de-ledo também estao
presentes. Essa espécie ¢ amplamente distribuida por regides tropicais da América do Sul, como
Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e Bolivia (Heiden, G. 2022). No territério brasileiro, essa
planta pode ser encontrada principalmente no centro-oeste, sul e sudeste do pais (Vieira, N. K. 2011).
Na medicina popular, o principal uso do alecrim decorre do preparo de chas das folhas para
tratamento de problemas hepaticos e estomacais, mas também ha relatos de uso de infusdo das flores
para tratamento de ulceras gastricas (Bonin, E. et al., 2020; Salazar et al., 2018) .

Na literatura, a Baccharis dracunculifolia ¢ considerada uma planta de ampla importancia
para as abelhas da espécie Apis mellifera, pois ela ¢ uma das principais fontes para a producgdo de
propolis-verde, um produto natural de grande importincia para a sobrevivéncia do inseto, para
industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos. Para produgdo da propolis, a abelha coleta resina
dos brotos e folhas jovens, os quais apresentam coloracdo verde, o que confere a coloragdo
esverdeada da propolis (Salatino, A. et al,2005). Apoés a coleta, a resina € levada até a colmeia e,
posteriormente, as abelhas adicionam secregdes glandulares e cera a ela, formando, dessa forma, a
propolis. A partir desse processo, as abelhas podem usar essa massa para protecao fisica da colmeia e
também para evitar a propagacao de virus e bactérias. Para o ser humano, a propolis-verde pode ser

usada para a producdo de medicamentos em fun¢do de diversas propriedades farmacoldgicas como
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atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifingica e antitumoral. (Lima et
al.,2019).

Estudos que caracterizam o perfil fitoquimico da Baccharis dracunculifolia identificaram
principalmente a presenca de sesquiterpenos, flavonoides e compostos fenolicos. Nos estudos
analiticos foi utilizado cromatografia liquida de alta performance (HPLC), a qual detectou a presenga
de acido cafeico, acido fertlico, acido cumarico, acido cinamico, aromadendrina-4’O-metil éter,
1sosacuranetina, drupanina, artepelina C, bacharina, acido
2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopiranico. Ademais, trabalhos que utilizaram cromatografia
gasosa (CQG) identificaram compostos como a-pineno, pf-pineno, limoneno, p-cariofileno,
aromadendreno, o-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, o-cadineno, (E)-nerolidol,
espatulenol, viridiflorol, guaiol e a-muurolol (Bolhlmann et al., 1981; Park et al., 2002; Casagrande,
2019; Bastos, 2001; Alencar, et al. 2005; Paroul et al., 2016; Tomazolli, 2020; Domingos, 2024).

Em funcdo da variedade de metabolitos secundarios, diversos autores relatam em seus
trabalhos, o amplo espectro de atividades farmacologicas da Baccharis dracunculifolia. Desse modo,
a tabela 1 demonstra que o alecrim pode desempenhar atividades anti-inflamatorias, antioxidantes,
antimicrobianas, antiparasitarias, antitumoral, bactericida e bacteriostatica, imunomoduladora, entre

outros.

Tabela 1-Atividade farmacoldgica dos metabodlitos secundéarios presentes na Baccharis

dracunculifolia
Constituintes fitoquimicos Atividade farmacologica Referéncias

Artepillina C Anti-inflamatoria, Antioxidante, Beserra et al., 2020

Antitumoral, Antimicrobiana,

Antiparasitaria

Acido p-cumérico Anti-inflamatoria, Santos et al., 2012

Antimicrobiana, Antitumoral
E-Spatulenol Antioxidante, Antibacteriana, Okuro et al, 2026

Citotdxico
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Drupanina (Acido Anti-inflamatoria intestinal, FIGUEIREDO-RINHEL et
3-prenil-p-cumadrico) Sequestradora de radicais al., 2017
Baccharina Antitumoral e Imunomoduladora Maganeli, 2025
Acido cafeico Imunomoduladora,Inibi¢do de MUHEYUDDEEN et al.,
NF-kB 2025.
Acacetina Antimicrobiana e Antileishmanial Gazim ZC et al., 2022
Naringenina Antimicrobiana e Antitumoral Da Silva Monteiro et
al.,2022
E-Nerolidol Bactericida e Bacteriostatica Klopell et al., 2007
Acido fertlico Antioxidante Lemos, 2007
B-Pineno Antioxidante Santos et al., 2012

Fonte: autoria propria

Um dos principais campos de estudos sobre as atividades farmacologicas da B.
dracunculifolia é sobre a atividade antioxidante em diferentes modelos de doenca. Franca TCS et al.,
2022, demonstraram em seus estudos que, ap6s induzir colite em camundongos sui¢os, por meio da
administracdo de Dextran Sulfato de Sodio (DSS), foi possivel reduzir o indice de atividade da
doenca, para além de promover o aumento da atividade antioxidante no célon e hipocampo e reduzir
atividade da mieloperoxidase, bem como os concentragdo de [L-6 em animais com colite (Franca et
al., 2022). Além disso, Costa et al., 2019, demonstraram em seus trabalhos que ao administrar extrato
hidroalcodlico da Baccharis dracunculifolia em animais com ulcera gastrica induzidas por acido
acético, foi possivel ndo somente reduzir a area da ulcera, mas também potencializar a atividade da

SOD, GSH e aumentar a concentracdo de mieloperoxidase (Costa et al., 2019). Em animais com
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obesidade e diabetes mellitus, a administracdo de extrato de Baccharis dracunculifolia resultou no
aumento dos concentrag¢do séricos de insulina, evidenciando também que essa planta ¢ capaz de
promover a preservacao das ilhotas pancreaticas e reduzir os danos celulares irreversiveis que esses

modelos de doencas podem provocar (Hocayen, 2016).

2.5. SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

As emulsdes podem ser definidas como sistemas de dispersao entre dois liquidos os sai
imisciveis. A composi¢do desses sistemas baseia-se na presenca de uma fase oleosa e uma fase
aquosa, as quais necessitam de um tensoativo para que essa estrutura se mantenha estavel. A
presenca do emulsificante torna-se imprescindivel para a estabilidade da emulsdo, pois ele ¢
responsavel por diminuir a energia superficial por unidade de area, ou seja, reduz a tensao
intererficial entre as fases. Sendo assim, as emulsdes podem ser usadas para desenvolver
nanomulsdes, 0 quais sdo sistemas que apresentam goticulas nas propor¢des de nandmetros. Esses
sistemas possuem alta eficiéncia para melhorar a biodisponibilidade de farmacos poucos soluveis,
melhoram a eficacia e permitem que algumas moléculas alcancem os tecidos alvos com maior
facilidade (Kumar et al., 2024).

As nanoestruturas sdo estruturas que podem desempenhar a mesma funcao de semi-solidos e
de liquidos, sem que haja problemas relacionados a irritagcdo e eficacia em peles e mucosas (Zeferino,
2022). Além disso, diversos relatos literarios indicam que o uso de estruturas nanoestruturas, como a
nanoemulsdo, sdo capazes de potencializar tratamentos de diversas doencas. Brito, 2022, observou
que ao utilizar nanoemulsdes a base de dleo-resina de copaiba como carreador de acido betulinico, o
sistema passou a apresentar boa estabilidade, solubilizagdo do composto e potencial citotoxico em
células de linhagens tumorais, indicando uma nova estratégia para tratamento de cancer (Brito,
2022). Em outro estudo, proposto por Silva, 2023, a nanoemulsdo de luteolina melhorou a
biodisponibilidade do flavonoide, para além de permitir efeito oral em menor dose, levando a
melhora na atividade analgésica e anti-inflamatéria em modelos animais, indicando, inclusive
desempenho superior ao da luteolina pura em algumas doses (Silva, 2023).

Para compostos naturais, as nanoemulsdes podem melhorar a solubilidade de compostos

pouco hidrossoluveis, melhorando a absorcdo e potencializando o efeito biologico (Bruxel et al.,
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2012) . Assim, o presente trabalho busca investigar se o extrato de Baccharis dracunculifolia, ou a
nanoemulsdo contendo o mesmo extrato ¢ capaz de promover melhora nos danos oxidativos ao

encéfalo e figado causados pela ciclofosfamida em modelo animal.

3. OBJETIVOS

3.1 GERAIS
Avaliar o efeito protetor do extrato de alecrim-do-campo e da formulagdo contendo extrato

sobre o balango oxidativo causado pela ciclofosfamida ao encéfalo e ao figado de camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Avaliar os niveis de TBARS no encéfalo e figado de animais expostos a ciclofosfamida e que
receberam tratamento com extrato de alecrim-do-campo ou formulagdo nanoestruturada
contendo extrato de alecrim-do-campo.
b) Determinar a atividade da CAT, da SOD e a concentracdo de GSH e de sulfidrilas no figado e
encéfalo de animais tratados com ciclofosfamida e que receberam extrato de
alecrim-do-campo ou formulag¢do nanoestruturada contendo extrato de alecrim-do-campo.

c) Comparar o efeito antioxidante entre o extrato livre € a nanoemulsdo contendo o extrato.
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4. METODOLOGIA

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PREPARO DO EXTRATO

Durante o verao foram coletadas partes aéreas da planta Baccharis dracunculifolia, no
periodo da manha na regido da mineradora Samarco S.A.A. Assim, apos a coleta, as amostras foram
envoltas em plasticos e transportadas até o Laboratério de Fisiologia Cardiovascular e Enddcrina
(LFEC), onde foram selecionadas e pesadas. Posteriormente, as folhas foram imergidas em solucao
de etanol 99% por um periodo de 10 dias, em uma propor¢ao de 1:1,5. Depois do periodo decorrido
de 10 dias, a fase liquida foi filtrada e o volume de etanol foi reposto respeitando a proporc¢ao
previamente estabelecida. Ao todo, foram realizados trés procedimentos de maceragdo por extracao
etandlica. Por fim, ao final da terceira maceragdo, as fases liquidas filtradas foram misturadas e
levadas para a evaporagdo a 86 mBar de pressao £40°C (GRANCE, 2008). Assim, o fluido obtido foi
colocado em estufa para secagem final em temperaturas de ~40°C, para obteng¢ao do extrato etandlico
de alecrim-do-campo.

Um exemplar da planta foi adquirido e reservado no herbario da instituicdo, catalogado sob
codigo OUPR46113 e realizado o cadastro no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob n® A91F793 (anexo I).

4.2 CARACTERIZACAO POR ANALISE CROMATOGRAFICA

Para caracterizagdo fitoquimica foi realizada a dosagem de fendlicos, flavonoides e anélises
de compostos volateis. Para analise cromatografica foi utilizada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de arranjo de diodos. O processo de caracterizacao foi
realizado previamente pelo trabalho de Gongalves, 2025. O rendimento do extrato foi de 20,74%. As
dosagens indicaram teores de compostos fenolicos de 115,82 pg/mg, expressos em equivalente de
acido galico (EAG), e de flavonoides de 12,1 pg/mg, expressos em equivalente de quercetina (EQ).
Os valores foram calculados a partir das equagdes lineares dos padrdes utilizados (Gongalves

Oliveira, 2025).
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4.3 PREPARO DA FORMULACAO NANOESTRUTURADA

A formulagdo contendo extrato de alecrim-do-campo foi desenvolvida e patenteada, e possui
registro no Instituto Nacional da Propriedade Industrial-INPI. Seu deposito ocorreu em 02/06/2022,
e seu numero do registro ¢ BR10202201082.

A formulacdo ¢ caracterizada como uma emulsdo em nandmetros do tipo agua e Oleo
-nanoemulsdo- no qual o elemento carreado ¢ o extrato etandlico de alecrim-do-campo. Para
constituicao da fase oleosa usa-se 6leo de girassol, emulsificante Croduret™ 50 e também surfactante
Crill 3. Ja para a fase aquosa utiliza-se agua ultrapura. Em um primeiro momento, os componentes
para preparo da nanoemulsdo, sendo eles o extrato, os componentes oleosos e os tensoativos ficaram
por um intervalo de uma hora em banho de ultrassom. Posteriormente, a fase oleosa e a fase aquosa
foram aquecidos separadamente a 80°C, misturadas por intermédio de agitagdo mecanica até que se
atingisse a temperatura ambiente.

Ap6s a finalizagdo, o material foi armazenado a temperatura de 4 °C e analisado apds 24
horas por meio de microscopia para identificacdo de separagcdo entre as fases. Em seguida,

realizou-se caracterizacao de ph, tamanho de goticula, indice de polidispersdo e potencial zeta.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO IN VIVO

Para a realizacdo do experimento, os camundongos machos C57BL/6L adultos, com idades
médias de 6 a 8 semanas, provenientes do Centro de Ciéncias de Animais (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto-Protocolo n°- 8522301023 (Anexo II), foram divididos em grupos da seguinte

forma:

1- Grupo controle: receberam agua (veiculo do extrato, v.0) durante 7 dias e no sétimo dia, 1 horas
antes da administracdo de salina (veiculo de ciclofosfamida, i.p);

2-Grupo controle + extrato: receberam o extrato de alecrim-do-campo (Bd) na concentragdo de 50
mg/kg, (v.0), durante 7 dias e no sétimo dia, 1 hora antes da administragcdo de salina (i.p);

3-Controle + formulacdot+extrato: receberam a formulagdo mais o extrato (veiculo do extrato

formulado, v.0) durante 7 dias e no sétimo dia, 1h antes da administragdo de salina (i.p);
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4-Ciclofosfamida: receberam agua (v.0) durante 7 dias e no sétimo dia, 1h antes da administracdo em
dose tnica de ciclofosfamida (300mg/kg, i.p);

5-Ciclofosfamida + extrato: receberam o extrato de alecrim-do-campo (Bd) (50mg/kg, v.0), veiculado
em agua, durante 7 dias e no sétimo dia, 1h antes da administragdo em dose Unica de ciclofosfamida
(300mg/kg, 1.p);

6-Ciclofosfamida + formulagdo com extrato: receberam a formulacdo contendo o extrato (nBd)
(50mg/kg, v.0) durante 7 dias e no sétimo dia, lh antes da administragdo em dose Unica de

ciclofostfamida (300mg/kg, i.p);

Os animais foram anestesiados com uretano (1,25g/Kg, i.p) e eutanasiados por
exsanguinacdo, depois das 24 horas apés o sétimo dia de experimentagcdo. Posteriormente a
eutanasia, foi removido o encéfalo e figado para andlise da atividade da CAT, SOD, sulfidrilas, GSH
e peroxidacdo lipidica. O modelo experimental para tratamento com dose de ciclofosfamida e tempo
foi baseado em estudos anteriores (Abraham, Rabi, 2011; Goudarzi et al., 2017; Temel et al., 2020;
Sousa et al., 2021).

A dose escolhida, 50 mg/kg, para tratamento dos animais foi selecionada de acordo com
trabalhos anteriores realizados pelo LFEC, o qual Carlos Batista et al., 2024 observaram atividade

anti-hipertensiva em modelo de hipertensao arterial sodio-dependente.

4.5 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL

Para a avaliagdo da massa corporal, os animais foram pesados antes de iniciar o tratamento

(T0), no sétimo dia do tratamento (T7) e 24h posterior a aplicagdo da ciclofosfamida (TS8).

4.6 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE SULFIDRILAS

Grupos tidis foram mensurados ao triturar amostra de encéfalo e figado em 1 mL de PBS (pH
7,4) e centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Em um eppendorf, foi adicionado 20 pL
do sobrenadante, 72 puL de tampao Tris HC1 0,2 M (pH 8,2), 24 uLde DTNB e 384 uL. de metanol.
Em seguida, homogeneizou-se em vortex e centrifugou-se em 13.000 rpm durante 15 minutos em

TA. A curva padrao foi preparada a partir de L-cisteina 500 uM/L (2,4 mg/mL) em solugdo TEA
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0,002 M e feita diluigao seriada com concentragoes de 500 a 78,125 MM/L. A leitura foi realizada no
equipamento Tecan (Molecular Devices) em 412 nm. Através da equagdo da reta, os resultados

encontrados foram expressos em umol/mg de proteina (Ellman GL., 1959).

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA CAT

A determinagdo da decomposi¢do da CAT no encéfalo e figado foi realizada através da
homogeneizagao de parte do tecido com PBS pH 7,4 seguido por centrifugacdo a 10.000 rpm e uma
temperatura de 4 °C por um intervalo de 10 minutos. Posterior a centrifugagao, foi coletado 10uL de
sobrenadante adicionando-o a 590 puL. de PBS contendo peroxido de hidrogénio em cubetas de
quartzo com agitador magnético. Logo de imediato, apds a agitagdo, verificou-se a velocidade de
decomposicao do peroxido de hidrogénio por um periodo de 120 segundos em uma absorbancia de
0,240 nm. Para determinacao dos valores de decomposi¢do, subtraiu-se o valor de absorbancia inicial
do valor de absorbancia final. Os valores obtidos foram expressos em UCAT/mg de proteina (Beers;

Sizer, 1952).

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA SOD

Para determinagdo da atividade da SOD em encéfalo e figado foram triturados em PBS pH
7,4, centrifugados a 10.000 rpm a temperatura de 4 °C por um periodo de 10 minutos. Para
seguimento do ensaio, foi pipetado um volume de 1,5 pL. do sobrenadante de cada amostra a uma
placa de 96 pogos. Posteriormente, foi adicionado 127 uL de tampao fosfato, seguidos de 6 puL de
MTT e por fim 15 pL de pirogalol. Posteriormente, a placa foi acondicionada em estufa, a 37°C por
um periodo de 5 minutos e, posteriormente, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de 150 puL de
dimetilsulféxido (DMSO). A leitura da absorbéncia foi realizada por meio de espectrofotometro, na
faixa de 570 nm. Para realizacdo dos calculos, considerou-se que a cada uma unidade de SOD ¢
capaz de oxidar 50% do pirogalol, sendo assim, o resultado foi expresso em U/mg de proteinas

(Marklund; Marklund, 1974).
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4.9 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE GSH

Para avaliagdo da concentracdo de GSH o encéfalo e o figado foram homogeneizados em PBS
pH 7,4 seguido por centrifugagdo a 3000 rpm e uma temperatura de 4 °C por 30 minutos.
Posteriormente, coletou-se o sobrenadante, adicionado 100uL do homogenato em 100uL de 4cido
tricloroacético (0,0125%), que foi mantido no gelo por 30 minutos e posteriormente centrifugado a
3000rpm por cerca de 15 minutos a 4 °C. Em seguida, coletou-se 100puL da amostra e pipetou em
uma placa de 96 pogos juntamente com 200ul. de Tampao Tris pH 8 e SuL. de 4cido 5,5-ditiobis
(2-nitrobenzoico). Desse modo, quando o 4cido entrar em contato com o grupo SH—Tiol dos grupos
sulfidrilicos foi gerado uma coloragdo amarela, sendo essa analisada em um espectrofotometro a 415
nm. Entdo, dividiu-se o valor encontrado pela concentragdo de proteinas, expressando os resultados

em pg GSH/mg de proteina (Simplicio ef al, 2015).

4.10 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE TBARS

Para a dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA) o encéfalo e figado
foram triturados em 1 mL tampao (PBS pH 7,4), posteriormente centrifugado a 10.000 rpm, numa
temperatura de 4°C. Assim, retirou-se 250 uL  do sobrenadante e foi acrescido a ele o acido
tricloroacético (TCA), acido tiobarbitirico (TBA) e reagente butil-hidroxitolueno (BHT) para reagdo
em aquecimento a 95°C em banho seco, por um intervalo de 15 minutos. Posteriormente, as amostras
foram resfriadas em gelo por 5 minutos, levadas ao vortex para agitacao e centrifugadas. Assim, o
sobrenadante foi pipetado em uma placa de 96 pogos para a leitura em 535 nm. Também foi
construida uma curva padrao de 1,1,3,3-Tetramethoxypropano (TMP) 500 uM em diluigdes seriadas,
a fim de se obter uma equacdo da reta e, assim, podendo expressar os dados em nmol/mg de proteina

(Kohn; Liversedge, 1944).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos resultados foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 8 para

Windowns e expressos como média + erro padrao da média (EPM). Ainda, para comprar os grupos,
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foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA One e Two Way) seguida de pods-teste de Tukey.

Diferencas significativas foram consideradas quando valores de p < 0,05.

4.12 INTELIGENCIA ARTIFICIAL

A ferramentas de inteligéncia artificial generativa descrita abaixo foi utilizada sob supervisao
dos autores, ¢ em conformidade com a portaria do CNPq n°2.664/2026. Todas as decisdes e
conteudos sao de responsabilidade dos autores.
Notebook LN: Usado para encontrar os artigos

Perplexity.ai: Usado para encontrar artigos


http://perplexity.ai

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MASSA CORPORAL

Figura 1- variacdo de massa corporal
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Figura 1: Descreve a variagdo do peso entre o intervalo de T0 a T7, o que corresponde ao tempo do
pré-tratamento com o extrato livre e a nanoemulsdo contendo o extrato (grdfico 1). O grdfico 2 refere-se a
variagdo de peso no periodo posterior de 24 horas apos administra¢do da ciclofosfamida (T7 a T8), referente
ao tempo de 24 horas apos administragdo de ciclofosfamida. CF (ciclofosfamida),
CF+Bd50(ciclofosfamida+extrato) F+FBd50 (ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato). N= 15

animais. * p<0,05 versus controle.

Segundo Garcia (2015), foi possivel observar que, camundongos fémeas Swiss, ao receberem
ciclofosfamida em doses de 150 mg/kg em um primeiro momento e 100 mg/kg 4 dias depois, tiveram
perda significativa de 24% da sua massa corporal (Garcia, 2015). Assim como o estudo anterior, o
presente trabalho também observou reducdo significativa na perda de massa corporal (p<0,05) ao
aplicar dose unica de 300mg/kg de ciclofosfamida em camundongos machos. Embora os dois
trabalhos tenham diferengas quanto ao modelo experimental, no que refere-se a linhagem do animal,
esquema posologico e tempo, foi possivel observar que o medicamento exerce efeito relevante sobre
o peso dos animais, levando a redugdo na massa corporal. Adicionalmente, tanto no estudo
anteriormente citado, quanto no presente trabalho, foi possivel observar que os tratamentos prévios
por 7 dias com suplementa¢do de vitamina C 50 mg/kg, quanto o tratamento com doses de 50mg/kg

de extrato Bd e nanoemulsdo contendo Bd ndo foram capazes de prevenir a perda de peso dos
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animais ao receberem a dose unica de ciclofosfamida. Esses resultados sugerem que, nos modelos
experimentais utilizados, os tratamentos ndo foram capazes de prevenir a redu¢ao de peso de forma

significativa contra a toxicidade sistémica induzida pelas doses de ciclofosfamida utilizadas.

5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA SOD

A figura 2 demonstra que apenas a administragdo de nanoemulsdo contendo extrato de

alecrim-do-campo (nBd50) aumentou a atividade da SOD no encéfalo (p<0,05).

Figura 2- Avaliagdo da atividade da SOD no encéfalo
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A figura 2: atividade da superoxido dismutase (SOD) no encéfalo de camundongos
C57BL/6L, que foram tratados com extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de
Baccharis dracunculifolia, por um periodo de 7 dias e que receberam ciclofosfamida. Representacdo de
diferenca  significativa entre grupo Bd50 e nBd50. CF+Bd50 (ciclofosfamida+extrato 50)
CF+FBd50(ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato. N= 12 animais/grupo. # diferenca significativa
(p<0,05).
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A figura 3 demonstra que nenhuma das intervencdes foram capazes de modificar a atividade

da SOD no figado (p>0,05) dos camundongos.

Figura 3- Avaliacdo da atividade da SOD no figado
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A figura 3: atividade da superoxido dismutase (SOD) no figado de camundongos C57BL/6L, que
foram tratados com extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de Baccharis
dracunculifolia, por um periodo de 7 dias e que receberam ciclofosfamida ndo expressa diferenca significativa
entre nenhum grupo. CF+Bd50 (ciclofosfamida+extrato 50) CF+FBd50 (ciclofosfamida+nanoemulsdo

contendo o extrato 50). N= 12 animais/grupo.

Ebokaiwe (2022) demonstraram que a quercetina, flavonoide presente na propolis-verde e
também relacionada aos constituintes de Baccharis dracunculifolia, apresenta efeito neuroprotetor
contra danos oxidativos induzidos pela ciclofosfamida, ao aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT). Entretanto, no presente
estudo, ndo foram observadas alteragdes hepaticas ou encefalicas significativas apds a administracao

de dose tnica de 300 mg/kg de ciclofosfamida, o que pode estar relacionado ao modelo experimental
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adotado. Embora a ciclofosfamida seja reconhecida por induzir toxicidade hepética e neurotoxicidade
por mecanismos associados ao estresse oxidativo, essas alteragdes podem depender do modelo
animal, da dose, do tempo de exposicdo e da janela temporal de avaliagdao, como descrito em estudos
que utilizaram 100 mg/kg em ratos BALB/c (Huang, 2019). Dessa forma, ¢ possivel que figado e
encéfalo nao tenham apresentado lesdo mensuravel nas condigdes avaliadas, ainda que o farmaco seja

capaz de desencadear alteragdes oxidativas em outros contextos experimentais.
5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA CAT

A figura 4 demonstra que nenhuma das intervenc¢des foram capazes de modificar a atividade
da CAT no encéfalo (p>0,05) dos camundongos. A figura 5 demonstra que nenhuma das

intervengoes foi capaz de modificar a atividade da CAT no figado (p>0,05) dos camundongos.

Figura 4- Avaliagdo da atividade da CAT no encéfalo
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A figura 4 : atividade da catalase no encéfalo de camundongos C57BL/6L, que foram tratados com
extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de Baccharis dracunculifolia, por um
periodo de 7 dias e receberam ciclofosfamida.. CAT (catalase),CF+Bd50 (ciclofosfamida+extrato 50),

CF+FBd50 (ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50). N= 15 animais.

Figura 5- Avaliagdo da atividade da CAT no figado
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A figura 5 : atividade da catalase no figado de camundongos C57BL/6L, que foram tratados com
extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de Baccharis dracunculifolia, por um
periodo de 7 dias e receberam ciclofosfamida. CAT (catalase), CF+Bd50(ciclofosfamida+extrato 50),

CF+FBd50(ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50). N= 15 animais/grupo.

Oyagbemi (2016), demonstraram que o acido galico, um dos constituintes da propolis-verde e
do extrato de alecrim-do-campo, desempenha papel neuroprotetor contra danos oxidativos, ao ser
administrado em dose de 60 mg/kg em ratos Wistar, por um intervalo de 7 dias (Oyagbemi, 2016).
Nesse modelo, a ciclofosfamida elevou os niveis cerebelares e cerebrais de malondialdeido, peroxido
de hidrogénio e nitrito, a0 mesmo tempo em que reduziu as atividades de catalase, superdxido

dismutase e glutationa-S-transferase. Porém, em contraste com os achados do trabalho anterior, o
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presente trabalho ndo demonstrou que a ciclofosfamida pode causar alteragdes nos niveis de catalase
no encéfalo ou no figado dos camundongos. Em estudos de neurotoxicidade induzidas por
ciclofosfamida, as altera¢des cerebrais em CAT podem ser observadas com doses de 75 a 200 mg/kg
e apds periodos curtos de exposi¢do, o que frequentemente associadas a redugdes simultaneas de
outros agente antioxidantes como GSH e SOD, bem como no aumento de MDA (Famurewa, A. et
al., 2023). Desse modo, a redu¢do dos niveis de catalase nem sempre aparecem isoladamente, mas
integrada a estado de desequilibrio redox, inflamagdo e apoptose. Assim, pode-se compreender que a
dose tnica de ciclofosfamida ndo tenha sido suficiente para produzir dano detectavel nos niveis de

catalase no encéfalo ou no figado no momento da coleta (Althunibat, O. ef al., 2023).

5.4. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE GSH

A figura 6 demonstra que nenhuma das intervencodes foi capaz de alterar a concentragdo de

GSH no encéfalo (p>0,05) dos camundongos.

Figura 6- Concentracdo de GSH reduzida no encéfalo
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A figura 6: Concentra¢do GSH no encéfalo de camundongos C57BL/6L, que foram tratados
com extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de Baccharis dracunculifolia, por

um periodo de 7 dias e receberam ciclofosfamida. ). CF+Bd50(ciclofosfamida+extrato 50), CF+nBd50

(ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50). N= 13 animais/grupo.

A figura 7 demonstra que a ciclofosfamida reduziu a concentragdo de GSH no figado
(»p<0,05) dos camundongos em comparacao ao controle. Os pré-tratamentos com extrato ndo foram

capazes de prevenir essa alteracdo (p>0,05).

Figura 7- Concentra¢do de GSH reduzida no figado
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A figura 7: concentra¢do de GSH no figado de camundongos C57BL/6L, que foram tratados com
extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de Baccharis dracunculifolia, por um
periodo de 7 dias e receberam ciclofosfamida. CF+Bd50(ciclofosfamida+textrato 50), CF+FBd50
(ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50) # diferenca significativa p<0,05 versus controle. N= 13

animais/grupo.
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Mishra (2022), demonstraram que o 4acido ferulico, derivado de acidos fendlicos que
compdem o propolis-verde e extrato de Baccharis dracunculifolia, ao ser administrado por um
periodo de 14 dias em camundongos albinos, nas doses de 50 e 100 mg/kg v.o., € capaz de reverter o
dano causado pela ciclofosfamida em células do hipocampo e do cortex ao aumentar os niveis de
GSH nesses tecidos, bem como aumenta também a atividade de enzimas, como a catalase ¢ a
superoxido dismutase (Mishra, 2022). Porém, no presente trabalho, a dose tnica de ciclofosfamida
nao foi capaz de induzir efeitos nos niveis de GSH no encéfalo, o que pode estar relacionado com o
tempo de administragdo do farmaco e no tipo de linhagem animal utilizado. Para além disso, nas
andlises do figado, foi possivel observar que a administra¢do de ciclofosfamida foi capaz de diminuir
os niveis de GSH no figado dos animais que receberam uma dose de 300 mg/kg. Cengiz (2022),
observou resultados semelhantes ao administrar dose de 200mg/kg em camundongos, indicando
reducao nos niveis de GSH no organismo desses animais (Cengiz, 2022). No figado, a deplecao de
GSH ¢ um dos marcadores mais robustos da toxicidade hepdtica induzida pela ciclofosfamida. Doses
unicas de 150 a 200 mg/kg reduzem significativamente o GSH hepatico, juntamente com a queda de
SOD, CAT e GPx, e aumento de MDA (Hamzeh, M. et al., 2018). Os efeitos observados nos niveis
séricos de GSH podem estar relacionados com a influéncia da aldofosfamida, metabolito secundario
gerado na metabolizagdo da ciclofosfamida. Tal metabolito se liga rapidamente a estruturas que
possuem grupos tidis, como a glutationa, gerando metabolitos inativos e consumindo os niveis
intracelular de GSH (Alshahrani, S. et al., 2022). Ademais, a administragdo de Bd50 e nBd50 nao
foram capazes de reverter os danos induzidos pelo medicamento em questdo, o que pode estar
relacionado ao tempo de pré-tratamento. Rezende (2014), em seu trabalho, pode observar que ao
utilizar doses de 50 e 100 mg/kg de extrato de Baccharis dracunculifolia por 7 dias em ratos Wister
que receberam doses de acetaminofeno, ocorria melhora nos niveis de GSH intracelular. Porém, ao
comparar os dois trabalhos, ¢ possivel perceber que a diferenga no modelo experimental utilizado
pode impactar na diferenca de achados entre os dois estudos. Novos estudos com tempos maiores de
pré-tratamento utilizando o extrato e a nanoemulsdo contendo o extrato torna-se interessante para

avaliar o potencial terapéutico deles.

5.5. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE SULFIDRILAS.
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A figura 8 demonstra que nenhuma das interveng¢des foram capazes de alterar a concentragao

de sulfidrilas no encéfalo (p>0,05) dos camundongos.

Figura 8- Concentracao de sulfidrilas no encéfalo
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A figura 8: atividade dos grupos sulfidrilas no encéfalo de camundongos C57BL/6L, que
foram tratados com extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de Baccharis
dracunculifolia, por um periodo de 7 dias e receberam ciclofosfamida. ). CF+Bd50(ciclofosfamida~+extrato

50), CF+FBd50(ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50). N= até 18 animais.

A figura 9 demonstra que apenas a administragdo de nanoemulsdo contendo extrato de
alecrim-do-campo (nBd50) aumentou a concentracdo de sulfidrilas no figado (p<0,05) dos

camundongos.
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Figura 9- Concentracdo de sulfidrilas no figado
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A figura 9: atividade dos grupos sulfidrilas no encéfalo de camundongos C57BL/6L, que foram
tratados com extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de Baccharis
dracunculifolia, por um periodo de 7 dias e receberam ciclofosfamida.). CF+Bd50 (ciclofosfamida~+extrato

50), CF+FBd50 (ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50). N= atél8 animais.

Os grupos sulfidrilas, também chamados de grupos tiois, sdo importantes componentes do
sistema antioxidante. Em ensaios bioquimicos, esses compostos podem ser utilizados como
biomarcadores do sistema redox, no qual o aumento dos seus niveis podem indicar agdo redutora do
sistema antioxidante e a sua baixa pode indicar consumo das defesas antioxidantes e aumento no
estresse oxidativo (Ellman, G. L, 2015).

Em um estudo utilizando ratos Wistar machos, os quais receberam uma dose Unica 200 mg/kg
i.p. de ciclofosfamida, foi possivel observar que o fairmaco produziu lesdo aguda em figado, rim e
cérebro 24 horas ap6s a administragdo, com aumento da peroxidacdo lipidica e queda das defesas
antioxidantes, efeito atenuado por acido elagico administrado por via oral por 6 dias nas doses de
1040 mg/kg (Sahu; Nirala; Bhadauria, 2026). De mesmo modo, uma dose de 75 mg/kg i.p. de

ciclofosfamida no 14° dia de tratamento com resveratrol e coenzima Q10 a 20 mg/kg , em 35 ratos
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Wistar albinos machos elevou MDA e reduziu GSH, SOD e CAT em sangue, figado, rim, cérebro,
coracdo e testiculo (Akbel et al., 2024). O presente trabalho ndo observou danos oxidativos no
encéfalo e no figado de camundongos causados pela administracdo de dose tnica de 300 mg/kg, em
comparacdo com os estudos anteriormente citados. Tais diferengas podem estar relacionadas com o
modelo experimental utilizado.

Para as analises do figado, o tratamento com doses de 50 mg/kg de nanoemulsdo contendo o
extrato foi capaz de aumentar os niveis de sulfidrilas neste tecido em comparacdo com o grupo
controle, o que sugere reforco da defesa antioxidante pelo grupos sulfidrilas. Extratos da espécie
Baccharis dracunculifolia apresentam alto teor de compostos fenolicos e flavonoides, com presenga
de catequina, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico, rutina e pinocembrina, moléculas
associadas a atividade antioxidante (Lurckevicz et al., 2021; Casagrande et al., 2018). Em modelo de
mitocondrias hepdticas isoladas de rato, o extrato glicolico de Baccharis dracunculifolia reduziu a
geracdo basal de H,O, e preveniu a oxidacdo do lipidios de membrana, grupos tiolicos proteicos e
GSH, o que indica protegdo direta sobre alvos redox hepaticos (Guimaraes et al., 2012). Além disso,
em ratos diabéticos tratados por gavagem com 50 mg/kg do extrato por 28 dias, houve reducao da
peroxidacao lipidica hepatica e renal (Pereira et al., 2022). Assim, ao comparar os resultados obtidos
no presente trabalho com outros estudos citados anteriormente, pode-se entender que o aumento de
sulfidrilas no figado neste estudo pode ser uma resposta antioxidante precoce e hepatoprotetora da
nanoemulsdo contendo extrato, mesmo na auséncia de lesdo oxidativa apds dose unica de

ciclofosfamida.

5.6. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE TBARS

A figura 10 demonstra que nenhuma das intervencdes foram capazes de alterar a

concentracdo de TBARS no encéfalo (p>0,05) dos camundongos.

Figura 10- Concentragdo de TBARS no encéfalo
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A figura 10: atividade das espécies reativas ao dcido tiobarbiturico no encéfalo de camundongos
C57BL/6L, que foram tratados com extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsdo contendo extrato de
Baccharis  dracunculifolia, por um periodo de 7 dias e receberam ciclofosfamida. ).
CF+Bd50(ciclofosfamida+extrato 50), CF+FBd50(ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50). N=

ate 18 animais.

A figura 11 demonstra que a administracdo de ciclofosfamida ndo alterou a concentracdo de
TBARS no figado dos camundongos, mas que o pré-tratamento com nBd 50 foi capaz de reduzir a

concentracdo de forma significativa quando comparado ao grupo ciclofosfamida (p<0,05).

Figura 11- Concentracdo de TBARS no figado
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A figura 11: Concentragdo das espécies reativas ao dcido tiobarbiturico no figado de camundongos
C57BL/6L, que foram tratados com extrato de Baccharis dracunculifolia ou nanoemulsao contendo extrato de
Baccharis  dracunculifolia, por um periodo de 7 dias e receberam  ciclofosfamida.
CF+FBd50(ciclofosfamida+nanoemulsdo contendo o extrato 50).# diferenca significativa p<0,05. N= 16

animais.

Segunda a literatura, a quercetina pode levar atenuar o estresse oxidativo e inflamatorio no
hipocampo e cortex cerebral, com aumento da atividade de enzimas antioxidantes, reducao da
peroxidagdo de lipidios e melhorar alteracdes comportamentais, em ratos Wistar que foram tratados
com doses de 50 mg/kg de quercetina por dia apds receber 100 mg/kg de ciclofosfamida (Ebokaiwe
AP, Ushang OR, Ogunwa TH et al, 2022). No presente estudo, ndo foi possivel observar alteragdes
nos niveis de TBARS no encéfalo e figado dos animais tratados com a ciclofosfamida nas doses de
300 mg/kg, o que contrasta com os estudos descritos anteriormente. Tal desacordo pode estar
relacionado com a espécie de animal testada. Outro fator que possa contribuir para a distingdo nos
resultados pode estar relacionado com o modelo experimental, o qual o trabalho citado
anteriormente, o qual o composto exerce papel mitigador, enquanto no presente trabalho, modelo

experimental possui carater protetor. Ademais, para as andlises do figado, o tratamento com dose de
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50 mg/kg de nanoemulsdo contendo o extrato indicou redu¢do na formacao de TBARS neste tecido,
o que pode estar relacionado com a presenca de diversos metabolitos com capacidade antioxidante do
extrato. Dos Santos (2025), acredita que os outros metabolitos presente no extrato pode desencadear
efeito sinérgico para a queda na sintese de MDA, como pode observar em seus estudos, ao induzir
dano hepatico em camundongos (etanol+liposoma), obtendo redugdo de MDA e preservagao dos
niveis de GSH, CAT e SOD apo6s a administracdo de extrato hidroalcoolico de Bd, 30-300 mg/kg,
v.o. por 10 dias (Dos Santos, 2025). Desse modo, embora o modelo experimental de Dos Santos
(2025) seja diferente do presente trabalho, ¢ possivel compreender que os constituintes do extrato
possui potencial antioxidante, podendo alterar o balango oxidativo de tecidos expostos ao uso do

extrato de Baccharis dracunculifolia.

6. CONCLUSAO

Apos analise dos resultados, pode-se concluir que a exposicao a ciclofosfamida desenvolvida
no presente trabalho ndo foi suficiente para causar danos no encéfalo de camundongos quando
comparado ao grupo controle, quando se analisa os dados de SOD, CAT e sulfidrilas, porém foi
capaz de induzir danos oxidativos ao figado evidenciados pela diminui¢do de GSH. O pré-tratamento
com o extrato de alecrim-do-campo e a nanoemulsdo contendo extrato por um periodo de sete dias
ndo foi capaz de alterar os niveis de GSH no figado. Futuros trabalhos avaliardo o efeito de diferentes

tempos de exposicao e doses de ciclofosfamida e de extrato nesses 6rgaos.
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'. UHIVERS]DADE Uriversidade Federal de Ouwro Preto
ﬁ FEDERAL DE
-3 OURO PRETO

Comissdo de Etica no
Usa de Animais

CERTIFICADO

Certificarnos que a proposta intitulada “Efeito do extrato de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolial nos danos
teciduais cawsados pela ciclofosfamida em camundongo®, protocalada sob o CEUA n9 8522300023 o eaoms), sob a
respansabilidade de Carla Speroni Ceron & equipe; Gabriel Tavares do Vale; Grazell Beatriz 0. Gongalves - gue
envolve a produc&o, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata |exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica au ensino - esta de acordo com as preceitos da Lei 117494 de 8 de outubro
de 20048, com o Cecrete 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as narmas editadas pelo Conselha Nacional de

Controle da Experimentacan Animal {COMCEAL, & fol APROVADA pela Comissaa de Etica no Usa de Animais da
Universidade Federal de Oura Preto (CEUA/UFOP) na reuniao de 22/03/2024.

We certify that the proposal “Effect of rosemary (Baccharis dracunculifolial extract on tissue damage caused by
cyclophosphamide in mice ©, utilizing 444 |segenics mice (444 males], protocol number CEUA 8522301023 jio osooss),
under the responsibility of Carla Speroni Ceron and team; Gabriel Tavares do Vale; Grazieli Beatriz 0. Gongalves -
which involves the praduction, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings). for scientific research purposes ar teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 63%% of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Mational Council for Cantrol of
Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use aof the Quro Preto

Federal University (CEUAUFOF] in the meeting of 032212024,
Finalidade da Prapasta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Propasta: de 012024 a 01/2027  Area: Ciéncias Biologicas

Origem:  Centro de Ciéncia Animal
Especie: Camundongas ispgénicos sexn: Machos idade: 6 a 8 semanas Quantidade: 444
Linhagem: C57BLG Peso: 20a25g

Cruro Preto, 22 de margo de 2024

80 ifr)

Praofa. Dra. Cintia Lopes de Brito Magalhdes Prof Or. Wanderson Geralda de Lima
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais  Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Usa de Animais
Universidade Federal de Ouro Freto Universidade Federal de Ouro Prata

Campis Unkersitirio - Moo do Cruzeiro - ICBS-1L Sala 29 - CEP 35400-000 - Duwo PretoMG - tel 55 (31) 35591368
Herdrie de atendimentoc Onling @ e-mail: ceua proppdgulop e br
CELS W 2522301023
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Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® AB1FT93

A alividade de acesso ao Patrim8nio Genético, nos termos abeixo resumida, foi cadastrada no SiGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.1232015 e seus regulamentos.

Mimero do cadastro: ASIFTA3

Usuario: carla sperani ceron
CPFICNP: 010.654.120-02
Ohjeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Baccharis dracunculifolia

Titulo da Atividade: EFEITO DO EXTRATO DE ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharls dracunculifolia)
NO DANO tecidualCAUSADO PELA CICLOFOSFAMIDA EM CAMUNDONGO
Equipe
carla speroni ceron UNIFAL-MG
Leonardo Maximo Cardoso UFOP
Data do Cadastro: 20010/2023 13:04:00
SituagBo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestéo do Patriminio Genético
Situagao cadastral conforme consulta a0 SisGen em 16:49 de 120472024
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