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RESUMO

O género Drimys é o de maior &rea de distribuicdo geografica da familia
(Winteraceae), que compreende sete géneros e cerca de 120 espécies. No Brasil,
encontra-se desde a Bahia até o Rio Grande do Sul e ocorre em duas espécies,
Drimys angustifolia Miers. e Drimys brasiliensis Miers, conhecidas popularmente
como “casca-de-anta”. As folhas e cascas sao usadas na medicina popular como
antiescorbutico, estimulante, antiespasmodica, antidiarreica, antifebril, contra
hemorragia uterina, antibacteriana, no tratamento de asma, bronquite, certas
afeccdes do trato digestivo e, algumas vezes no tratamento do cancer e inseticidas.
Ambas sdo caracterizadas pela presenca de flavondides e sesquiterpenoides. O
objetivo deste trabalho foi o de avaliar a composicdo quimica, o potencial
antioxidante, antiviral, inseticida, antitumoral, antifingico, avaliacdo téxica aguda e,
também, formular e caracterizar duas nanoemulsdes dos 0leos volateis das duas
espécies do estudo. Por meio da hidrodestilacéo, foi possivel realizar a extracdo dos
Oleos essenciais e determinar seus rendimentos que variaram entre 0,3 e 0,5% de
folhas. A identificacdo dos componentes foi realizada utilizando a Cromatrografia
Gasosa acoplada ao espectrofotdmetro de massas (CG-EM), as quais apresentaram
como componentes majoritarios em todas as analises, o0 biciclogermacreno para a
espécie Drimys angustifolia e a ciclocolorenona para a espécie Drimys brasiliensis. A
formulacdo e caracterizacdo da nanoemulséo foi realizada dentro dos parametros
estabelecidos (tamanho de particula, indice de polidispersdo, pH) e através da
microscopia eletronica de transmissao foi confirmado o tamanho na escala nano. No
gue tange a atividade inseticida, ambas as espécies mostraram-se promissoras
repelindo o cupim da espécie Cryptotermes brevis com indices de repeléncia
negativos. Para avaliacdo inicial do potencial larvicida de Aedes aegypti, os 6leos
das duas espécies ndo foram eficientes. No entanto, a nanoemulsdo de Drimys
brasiliensis levou a 69% e 89% de mortalidade, correspondendo as concentracdes
de 0,5 pg/mL e 0,83 pg/mL, respectivamente. Com relagcéo a atividade antioxidante,
os Oleos das duas espécies ndo foram capazes de reduzir o radical (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) DPPH . J& na atividade antiviral frente ao VHS-1, as duas espécies
mostraram-se promissoras inibindo a replicagcéo viral. Na atividade antitumoral nas
linhagens de glioma (U-138 MG) e de bexiga (T24), somente o 6leo de Drimys

brasiliensis reduziu a viabilidade celular das duas linhagens pelo ensaio do MTT,



com resultados similares na contagem celular. Na analise da citometria pela
incorporacdo da Anexina-V/lodeto de propidio caracterizou-se inducao de apoptose
tardia. Na atividade antifungica, as duas espécies foram eficazes contra o fungo
oportunista Acremonium, presente em diversas infeccdes em transplantados e
imunocomprometidos. Quanto a avaliacdo da toxicidade aguda, as duas espécies
mostraram importantes sinais de toxicidade em ratos Wistar como ptose, tremor,
reducdo da atividade motora, exolftamia, aumento da frequéncia respiratoria. Os
animais tratados com espécie D. brasiliensis ainda apresentaram aumento na
miccdo e diarréia. Desta maneira, € importante ressaltar que todos 0s ensaios
biolégicos, o0 estudo toxicologico, e a elaboracdo e caracterizagcdo das
nanoemulsdes dos 6leos essenciais foram realizados pela primeira vez para as duas

espécies vegetais, destacando a importancia e ineditismo do presente trabalho.

Palavras-chave: Drimys. Oleos essenciais. Atividade bioldgica. Toxicidade in vitro.
Toxicidade in vivo.



ABSTRACT

The genus Drimys presents the largest geographical distribution of the family
(Winteraceae), which comprises seven genera and about 120 species. In Brazil, is
found from Bahia to Rio Grande do Sul and occurs in two species, Drimys
angustifolia L. and Drimys brasiliensis Miers, popularly known as "Casca-de-anta".
The leaves and barks are used in folk medicine as antiscorbutic, stimulant,
antispasmodic, anti-diarrheal, antipyretic, against uterine bleeding, antibacterial, to
treat asthma, bronchitis, certain disorders of the digestive tract and sometimes in the
treatment of cancer and insecticides. Both are characterized by the presence of
flavonoids and sesquiterpenoids. The objective of this study was to evaluate the
chemical composition, the antioxidant, antiviral, insecticidal, antitumor, antifungal,
acute toxicological evaluation and also to formulate and characterize two
nanoemulsions of the volatile oils of two species of the study. By steam distillation
was possible to perform the extraction of essential oils and to determine their yields
ranging between 0.3 and 0.5% of leaves. The identification of components was
performed using the Gas Cromatography coupled to mass spectrometer (GC-MS),
which presented as major components in all analyzis bicyclogermacrene for the
Drimys angustifolia species and ciclocolorenona for the Drimys brasiliensis. The
formulation and characterization of nanoemulsion was performed within the
established parameters (particle size, polydispersity, pH) and by transmission
electron microscopy confirming the size at the nanoscale. Regarding the insecticidal
activity, both species were promising repelling termites Cryptotermes brevis with
negative index of repellency. To evaluate initial potential larvicidal Aedes aegypti, the
oils of the two species were not efficient, however, of the Drimys brasiliensis
nanoemulsion the larvae mortality of the 69% and 89%, corresponding to
concentrations of 0.5 pg/mL and 0.83 pg/mL, respectively. With respect to antioxidant
activity, the oils of the two species have not been able to reduce the (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) DPPH radical. In the antiviral activity against the HSV-1, the two
species were promising inhibiting viral replication. In antitumor activity in glioma cell
lines (U-138 MG) and bladder (T24), only the oil Drimys brasiliensis reduced cell
viability of two strains by the MTT assay, with similar results in cell counts and flow
cytometry analysis of the incorporation of Anexinn-V/Propidium lodide characterized

as late apoptosis. In the antifungal activity, the two species were effective against the



opportunistic fungus Acremonium, present in various infections in transplant and
immunocompromised. Regarding the evaluation of acute toxicity, the two species
showed significant signs of toxicity in rats as ptosis, tremor, decreased motor activity,
exolftamia, shortness of breath. Animals treated with species Drimys brasiliensis also
showed an increase in urination and diarrhea. Thus, it is important that all biological
assays, the toxicity study, and preparation and characterization of nanoemulsions of
essential oils were first performed for the two species, highlighting the importance

and originality of this work.

Keywords: Drimys. Essential oils. Biological activity. in vitro toxicity. in vivo toxicity
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1 APRESENTACAO

A utilizagéo de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades ou cura
das mais diversas doencas €é tdo antiga quanto a espécie humana. Os
conhecimentos de plantas representam muitas vezes 0 Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje, o mundo mantém grande
aceitacdo ao consumo de fitoterapicos, buscando conhecimentos e informacdes que
foram sendo acumulados durante séculos (MACIEL et al., 2002). Pode-se considerar
como planta medicinal aquela administrada sob qualquer forma ou parte dela e por
alguma via ao homem, exercendo algum tipo de acdo farmacoldgica. Suas
aplicacbes sao amplas abrangendo desde o combate ao céancer até
microorganismos patogénicos (CALIXTO, 2000; SILVA, 2004).

A ANVISA, através da Resolucdo n° 10 de 09 de marc¢o de 2010, elencou uma
série de medidas para assegurar o uso de plantas por parte da populacdo. Estes
documentos levam em consideracdo, dados etnofarmacolégicos e estudos
realizados com estas plantas, oferecendo maior seguranca para a populacdo no que

se refere ao modo de uso, bem como, sua eficacia.

Abordaremos neste estudo, a composi¢cdo quimica, as atividades inseticida,
antiviral, antioxidante, antitumoral e antifingica das espécies vegetais Drimys
angustifolia e Drimys brasiliensis e os estudos toxicologicos in vivo utilizando ratos
Wistar. Além disso, também foram elaboradas nanoemulsdes das duas espécies, as
quais foram caracterizadas e avaliadas sob o ponto de vista biol6gico nas atividades
inseticida, antitumoral e antifungica. As duas espécies do presente estudo possuem
0leos essenciais em sua composi¢cdo quimica, o que justifica os bioensaios que
foram realizados, uma vez que, as atividades inseticida, antiviral, antioxidante,
antitumoral e antifingica séo atribuidas a espécies vegetais que possuem estes
6leos (YUNES, 2007).

Com relagdo a atividade inseticida, temos problemas relacionados a
infestacbes por cupins, sendo a grande maioria das espécies endémicas,
principalmente na regido neotropical. Esses insetos sao essencialmente xil6fagos e
nas areas urbanas mundiais, estima-se que 0s gastos com tratamento, reparo e

substituicbes de pecas atacadas por cupins alcancem, na atualidade, valores na
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ordem de US$ 5 a 10 bilhdes anuais (FONTES; BERTI-FILHO, 1998; IBRAHIM;
ADEBOTE, 2012). O patrimdnio histdrico e artistico cultural também & comumente
atacado por cupins, onde a acdo destes insetos abrange desde retabulos, altares,
imagens e outras pecas de madeira, sendo muitas vezes percebida somente quando
os danos sdo de grande extensdo, comprometendo, muitas vezes, a prépria
estabilidade estrutural da edificacdo (LOSS, 2008).

Outro ponto importante e caso de saude publica sdo os casos de dengue em
Nnosso pais, com cerca de 764.032 casos registrados em 2011, com 191 mortes. A
doenca € transmitida pelo mosquito Aedes aegypti e tem como agente etioldgico o
virus de RNA do género Flavivirus. A principal forma de controle dos casos de
dengue é evitar que o ciclo biolégico do mosquito se conclua. Para isso, 0 ataque as
formas larvais que vivem em 4gua parada € de fundamental importancia (BRASIL,
2011).

Com os Oleos essenciais das duas espécies foram realizados estudos de
repeléncia e toxicidade frente a espécie Cryptotermes brevis, conhecida como
cupim de madeira seca e a avaliacdo do potencial téxico frente as larvas do
mosquito Aedes aegypti. Para esta ultima, o potencial larvicida também foi avaliado

com as nanoemulsdes formuladas com os 6leos das duas espécies.

No que se refere as infec¢bes virais, o Herpes virus humano (VHS-1) como
principal causador de herpes labial e com o arsenal terapéutico restrito ao uso de
aciclovir, estudos e investimentos na descoberta de novos agentes antivirais sdo de
suma importancia (FONSECA, 1999). Foi realizado um screening a fim de verificar o

potencial antiviral em relagdo ao herpes virus das espécies vegetais do estudo.

Apesar do uso terapéutico de plantas ser tdo antigo quanto a propria espécie
humana, o conhecimento de suas propriedades antioxidantes é relativamente
recente. Observa-se nas ultimas décadas um enorme crescimento da investigacao
cientifica nessa area, envolvendo o efeito de extratos brutos, de fracdes purificadas
ou de componentes isolados (DESMARCHELIER et al., 1997; ZHENG; WANG,
2001; PAREJO et al., 2003; SILVA et al., 2005). As espécies foram avaliadas em

seu potencial antioxidante utilizando o método da redugéo do radical DPPH.
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Sobre a atividade antitumoral, aproximadamente 2% das mortes por cancer
sdo atribuidas aos tumores cerebrais e sua complexa biologia e, ainda a
capacidade das células deste tumor em invadir tecidos cerebrais adjacentes, muitas
vezes de dificil acesso, o que dificulta a remocao dos mesmos. Isso leva a recidiva
local e piora o prognédstico do paciente com glioma (STYLLI; KAYE, 2006). Em
outros tipos de tumores, como o carcinoma humano de bexiga, a maioria dos
pacientes pode apresentar tumores de bexiga superficiais, embora 20-40% dos
tumores de bexiga evolua para uma forma invasiva (HINATA et al., 2003). Desta
maneira, foi avaliado o potencial antitumoral in vitro frente as células de glioma
humano e carcinoma humano de bexiga dos Oleos volateis e nanoemulsfes das

duas espécies vegetais.

Com relacdo a atividade antifungica, a incidéncia e prevaléncia destas
infecgbes invasivas tém aumentado desde a década de 80, especialmente na
populacdo de imunocomprometidos e/ou hospitalizados com doencas graves
(ARENDRUP et al., 2005; ENOCH, 2006). Embora o arsenal das drogas antifingicas
tenha se expandido, estas ndo tém atendido a infeccbes em populacbes de
pacientes complexos. O desenvolvimento de novas drogas antifungicas tem sido
necessario na terapia clinica (KATHIRAVAN et al.,, 2012). Neste contexto, foi
avaliada a referida atividade com os 6leos e nanoemulsfées das duas espécies do

estudo.

Em relacdo aos estudos toxicologicos, foi realizado o estudo de
citotoxicidade, realizado previamente nos ensaios da atividade antiviral, utilizando as
Vero Cells, consistindo em um estudo in vitro. Também foram realizados estudos in
vivo, utilizando ratos Wistar com o propésito de averiguarmos a toxicidade aguda
dos 6leos essenciais das espécies vegetais. Com isso, a avaliacdo toxicologica
(citotoxicidade, toxicidade aguda, toxicidade crénica, irritacdo dérmica e ocular) é de
fundamental importancia para determinar a segurancga na utilizacdo destas plantas
(FOGLIO et al., 2006).

Os resultados estdo apresentados na forma de artigos cientificos,
relacionando a composi¢éo quimica, atividades bioldgicas e estudo de toxicidade, os
guais estdo dispostos da seguinte forma: o primeiro manuscrito trata da atividade

repelente em cupins de madeira seca; o segundo estad relacionado com as
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atividades antiviral e antioxidante, e ainda, sobre a toxicidade aguda em ratos; o
terceiro mostra a atividade antitumoral das nanoemulsdes e 0Oleos essenciais em
linhagens humanas de células de Glioma e tumor de bexiga; o quarto avalia a
atividade antifungica das formulacdes e 0leos essenciais e o Ultimo, o poder larvicida

frente as formas imaturas do mosquito da dengue.

Desta maneira, é importante ressaltar que todos os ensaios biologicos, o
estudo toxicologico, e a elaboragdo e caracterizagcdo das nanoemulsdes dos 0Oleos
essenciais foram realizados pela primeira vez para as duas espécies vegetais,

destacando a importancia e ineditismo do presente trabalho.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a composi¢cdo quimica, o potencial antioxidante, antiviral, inseticida,

antitumoral,

antifungico, avaliacdo toxicolégica aguda e também formular e

caracterizar duas nanoemulsdes dos Oleos volateis das duas espécies do estudo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

h)

realizar a extracéo dos 6leos essenciais das folhas de D. angustifolia e
D. brasiliensis por hidrodestilagéo;

estabelecer sob o ponto de vista qualitativo e quantitativo a
composicao quimica dos 6leos essenciais de D. angustifolia (folhas) e
D. brasiliensis (folhas) por Cromatografia Gasosa acoplada ao detector
de Massas (CG/EM);

avaliar o efeito inseticida dos 0Oleos essenciais frente a espécie de
cupim Cryptotermes brevis para os 6leos essenciais das folhas de D.
angustifolia e D. brasiliensis;

avaliar a atividade antiviral in vitro dos Oleos essenciais das folhas de
D. angustifolia e D. brasiliensis frente ao Herpes virus humano tipo 1;
avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais das folhas de D.
angustifolia e D. brasiliensis por DPPH;

avaliar a toxicidade aguda em ratos Wistar tratados com os Oleos
essenciais das folhas de D. angustifolia e D. brasiliensis, segundo
metodologia proposta pela OECD para avaliacdo toxicologica de
fitoterapicos;

formular e caracterizar as duas nanoemulsdes feitas a partir dos 6leos
essenciais extraidos das duas espécies;

avaliar o potencial antitumoral frente as linhagens de tumor de bexiga
e glioma humano dos Oleos essenciais e nanoemulsbes das duas

espécies;
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avaliar o potencial antifungico frente as leveduras e fungos
filamentosos dos O6leos essenciais e nanoemulsGes das duas
espécies;

avaliar o potencial larvicida das nanoemulsdes e Oleos essenciais das

duas espécies frente as larvas de Aedes aegypti.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo substancias organicas extraidas de plantas, sendo uma
matéria-prima de grande importancia para industrias farmacéutica, alimenticia e de
cosmeéticos. Conforme a espécie podem estar presentes em diversas partes como
folhas, caule, sementes, frutos, etc. Sado constituidos por substancias de diversas
funcBes organicas, como hidrocarbonetos terpénicos ou aromaticos, alcoois,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres e éteres entre outras, podendo ser obtidos por
varias técnicas, destacando-se em escala comercial, hidrodestilacdo, arraste de
vapor, extracao por solventes organicos e por pressao (PAINTER, 1951; ANAYA et
al., 1974; YUNES, 2007).

Os oOleos essenciais tém sido utilizados had mais de 2.000 anos,
principalmente por suas propriedades bactericidas, sendo seu uso como
condimentos, associado a higiene alimentar. Atualmente, s&o usados como
aromatizantes, edulcorantes, odoriferos em perfumaria, industria alimenticia e
farmacéutica, bem como matéria-prima para semi-sintese ou devido as suas
propriedades farmacoldgicas proprias (DOMINGUEZ, 1973; HARBORNE, 1985).

A volatilidade associada aos aromas torna essas substancias perceptiveis
pelos organismos que se interrelacionam, permitindo o estabelecimento de um elo
de comunicacdo entre a fonte produtora e o meio ambiente, conferindo-lhes
importantes funcdes ecoldgicas: ao mesmo tempo que essas substancias podem
servir de atrativos para insetos e outros animais polinizadores e dispersores, elas
podem atuar como repelentes constituindo um meio de defesa frente a predadores
(microrganismos, fungos, insetos e herbivoros) ou apresentar acao téxica sobre as
germinacdes (BRUNETON, 1992, YUNES, 2007).
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3.2 Drimys angustifolia E Drimys brasiliensis

A familia Winteraceae € considerada uma das mais arcaicas familias de
angiospermas com ocorréncia restrita em matas temperadas, como o sul da América
do Sul (LORENZI; ABREU MATOS, 2002). O género Drimys € o de maior area de
distribuicdo geogréafica da familia, que compreende 7 géneros e cerca de 120
espécies. Este género apresenta as espécies Drimys winteri, Drimys granadensis,
Drimys brasiliensis e Drimys angustifolia que séo classificadas por suas
caracteristicas morfolégicas, anatdbmicas e cariotipicas (EHRENDORFER et al.,
1979).

No continente americano, a area de ocorréncia estende-se desde o extremo
sul da Argentina e Chile até o México, pertencendo ao género Drimys secdo wintera
(MARCHIORI, 1997; MALHEIROS, 2001). Segundo Joly (1985), o género é restrito
as regides de climas temperados. No Brasil, encontra-se desde a Bahia até o Rio
Grande do Sul (BACKES; NARDINO, 1999) e ocorre em duas espécies, Drimys
angustifolia e Drimys brasiliensis, conhecidas popularmente como “casca-de-anta”.
As folhas e cascas sdo usadas na medicina popular como antiescorbutico,
estimulante, antiespasmodica, antidiarreica, antifebril e antibacterianas (ALMEIDA,
1993), no tratamento de asma e bronquite e com propriedades inseticidas (DA
CUNHA et al., 2001). Ambas sao caracterizadas pela presenca de flavonoides e
sesquiterpenoides (SCOPEL et al., 2002).

As espécies do sul do Brasil também sao utilizadas como estimulante,
antiespasmadica, aromatica, antidiarreica, antifebril, contra hemorragia uterina, em
certas afeccbes do trato digestivo e, algumas vezes no tratamento do cancer
(SIMOES et al., 1986). Devido a esses usos, 0 estudo da composicdo quimica,

atividade bioldgica e toxicidade sédo de grande interesse farmacéutico.
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3.3 NANOEMULSOES

Nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos nos quais
um liquido (a fase interna) € disperso em outro (a fase externa) na forma de
goticulas, na presenca de um agente emulsionante. Suas propriedades fisico-
quimicas, influenciadas pela composicdo quali e quantitativa e pelas condi¢cdes de
preparacdo, devem ser estritamente controladas, visando a administracdo por via
parenteral e a estabilidade do sistema (KLANG; BENITA, 1998; HUNG et al., 2007).

Apesar da instabilidade termodindmica, as nanoemulsfes sdo sistemas
cineticamente estaveis e apresentam diversas potencialidades como sistemas
carreadores de substancias. Estudos recentes descrevem a possibilidade de
reducado de toxicidade, aumento de atividade, janela terapéutica e biodisponibilidade
e, em alguns casos, uma liberacdo controlada e direcionada de substancias
incorporadas nesses sistemas (TAMILVANAN, 2004; DATE; NAGARSENKER, 2008;
WANG et al., 2008).

O direcionamento das substancias a determinados tecidos pode ocorrer de
forma passiva e/ou ativa (TAMILVANAN, 2009). O direcionamento passivo ou
natural baseia-se no fato das emulsées serem reconhecidas como corpos estranhos
ao organismo e serem captadas por tipos celulares especificos, permitindo o
direcionamento ao sistema fagocitico mononuclear; ou, ainda, no fato de alguns
tecidos possuirem capilares fenestrados, isto €, com espacos intercelulares epiteliais
maiores que capilares normais, permitindo a passagem e o acumulo das nanoe-
mulsdes injetadas na corrente circulatéria, como no caso de alguns tumores
(MULLER; HEINEMANN, 1993; WANG et al., 2002 TAMILVANAN, 2009).

3.4 ATIVIDADE INSETICIDA

Estima-se que aproximadamente 90.000 espécies de insetos sejam
consideradas pragas no mundo. Elas provocam grandes prejuizos as principais

culturas, podendo proporcionar perdas na producdo que variam de 2 a 28%
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(ZUCCHI et al., 1992). Pesticidas sao necessariamente inseticidas que garantem a
protecdo de plantas. Por outro lado, como resultado de mais de um ano de aplicacao
do mesmo inseticida, 0s insetos se tornam resistentes; por isso, 0s inseticidas
devem ser continuadamente renovados e inseticidas com novos mecanismos de
acao devem ser obtidos para evitar a resisténcia. Por essa razdo, a aplicacdo de
inseticidas organoclorados e organofosforados tiveram seu uso descontinuado no
devido tempo, e foram substituidos pelos piretréides. Entretanto, nos ultimos anos
insetos se tornaram mais resistentes aos piretroides, e seu uso sera muito restrito
em breve. Uma das alternativas aos piretrdides foram o0s novos inseticidas
chamados de neonicotindides. O mecanismo de atividade inseticida dos
neonicotinoides € baseado na sua habilidade de ligacdo com o receptor nicotinico
dos insetos (KOVGANKO, 2004). Contudo, independente da categoria, 0s
inseticidas sao geralmente potentes neurotoxicantes, em maior ou menos extensao.
Um alternativa que tem sido vista como promissora para mitigar o risco do uso
destes toxicantes é o uso de Oleos essenciais , sobretudo os seus constituintes
terpénicos (JUNIOR, 2003).

Os terpenos abrangem uma grande variedade de substancias de origem
vegetal e sua importancia ecologica como defensivos de plantas estd bem
estabelecida (JUNIOR, 2003). Dentre os diversos estudos relacionados com os
terpenos, observou-se que alguns monoterpenos apresentam atividade inseticida
(HARBORNE, 1993).

Muitos estudos utilizando os 6leos essenciais mostram que componentes em
mistura ou isolados podem apresentar atividade repelente contra insetos atribuida
aos monoterpenos e sesquiterpenos contidos nestes Oleos. Dentre os isolados
podemos citar: alfa-pineno, limoneno, citronelol, citronelal, canfora e timol. Pode

ainda ocorrer o sinergismo quando em mistura (NERIO et al., 2010).

Nos ultimos anos, Oleos essenciais obtidos de plantas tém sido considerados
fontes em potencial de substancias biocidas (SIMAS et al.,, 2004, AUTRAN et al.,
2009) como, por exemplo, 6leo de Mentha pulegium e M. spicata. Os monoterpenos
pulegona, mentona e carvona, 0s principais constituintes do 0leo de menta, foram
considerados téxicos para larvas de Drosophila melanogaster (FRANZIOS et al.,

1997). Um trabalho de nosso grupo de pesquisa demonstrou que o 6leo essencial de
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D. brasiliensis foi efetivo contra uma espécie de carrapato bovino e a carrapato
canino (RIBEIRO et al. 2008).

3.4.1 Cupins

Conhecido como cupim-da-madeira-seca, a espécie Cryptotermes brevis
Walker, € comumente encontrada no Brasil, sendo uma espécie ndo nativa. A alta
toxicidade dos produtos quimicos convencionais utilizados no combate aos cupins,
gue quase sempre sao acompanhados pelo aparecimento de resisténcia por parte
dos organismos e, com o tempo, promovendo efeitos cumulativos sobre o ambiente,
favorecendo o desequilibrio no ecossistema, tem motivado o interesse de estudos
envolvendo métodos alternativos de controle de insetos-praga, incluindo os cupins
(LOSS, 2008).

As pesquisas com produtos naturais derivados de plantas podem ser
realizadas, principalmente, visando a descoberta de moléculas com atividade contra
insetos que permitam a formulagéo de novos inseticidas naturais para uso direto no
controle de pragas (LOSS, 2008).

3.4.2 Aedes aegypti

O dengue € a arbovirose de maior incidéncia no mundo, sendo endémica em
todos os continentes, exceto a Europa. Cerca de dois tercos da populacdo mundial
vivem em areas infestadas com mosquitos vetores do dengue, especialmente o
Aedes aegypti, onde circulam algum dos quatro sorotipos do virus, em alguns casos,
simultaneamente. A forma hemorragica da doenca surgiu nas Américas em 1981,
trinta anos depois de seu aparecimento na Asia, e tem mostrado uma incidéncia
crescente (TAUIL, 2002; PINHEIRO; CORBER, 1997).

O A. aegypti, principal vetor responsavel pela transmissdo do dengue, é um
mosquito de habitos doméstico e diurno, utilizando-se preferencialmente de
depositos de agua limpa para deposicdo dos ovos, 0s quais tém uma alta

capacidade de resistir a dessecacdo. O A. aegypti tem revelado grande capacidade
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de adaptacdo a diferentes situacdes ambientais desfavoraveis (TAUIL, 2002; WHO,
2002). O método mais utilizado nos ultimos vinte anos para o controle do A. aegypti
€ a aplicacao de inseticidas a ultrabaixo volume (ULV). O pequeno impacto desse
meétodo na circulacao viral tem levado a uma reavaliacdo das estratégias de controle
(PAHO, 1995).

3.5 ATIVIDADE ANTIVIRAL

InfeccBes, em seres humanos, pelos virus herpes (VHS) foram inicialmente
documentadas na Grécia Antiga. Hipocrates usou a palavra “herpes”, cujo
significado, em grego, € rastejar ou engatinhar, para descrever lesfes que
apareciam umas proximas as outras. Embora a natureza vesicular das lesbes
associadas com infec¢des herpéticas tenha sido bem caracterizada previamente, sé
em 1893, Vidal reconheceu a transmissado interpessoal das infec¢cdes herpéticas.
Estes virus sdo responsaveis por uma gama de infec¢bes que vao desde erupcdes

cutaneas até quadros graves de encefalite (FONSECA, 1999).

Algumas plantas e seus Oleos isolados mostraram atividade frente ao VHS-1
e VHS-2 (BAKKALI et al.,, 2008). A espécie Hypericum connatum Lam. foi ativa
frente ao VHS-1, o que mostra que a utilizacdo de vegetais e de seus metabdlitos
pode mostrar-se promissora contra tal infeccao viral (FRITZ, 2007). Outro exemplo é
o da espécie Melissa officinalis L. que apresentou atividade frente ao VHS-2
(ALLAHVERDIYEV, 2003).

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo intermediérios da reducdo parcial
do oxigénio, produzidos por rea¢des bioquimicas nos organismos vivos eucarioticos,
durante o processo de fotossintese e de respiracdo mitocondrial (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). O desequilibrio entre a geracdo de EROs e 0s mecanismos

de desintoxicacdo destas espécies no organismo, com uma consequente elevacao
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da concentracdo de radicais livres nas células, acarreta o desenvolvimento de um
quadro de estresse oxidativo (HALLIWELL, 1996).

Muitas evidéncias tém sugerido o envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia de varias doencas crbnicas, tais como arteriosclerose, cancer, e
doencas degenerativas (COOK; SAMMAN, 1996; BILICI et al., 2001; BEAL, 2002;
EL SHERBINY et al.,, 2003; CAIl et al., 2004). Dessa forma, a utilizacdo de
substancias com capacidade antioxidante pode ser de grande relevancia na
prevencao e terapéutica de doencgas relacionadas com o aumento do estresse

oxidativo.

3.7 ATIVIDADE ANTITUMORAL

Os produtos naturais tém sido uma importante fonte de componentes
antineoplasicos. Existem, no minimo, 250.000 espécies de plantas no mundo, sendo
gue mais de 1000 apresentam propriedades antitumorais significantes (FERRAZ et
al., 2005; MUKHERJEE et al., 2001).

As quimioterapias convencionais causam intensos efeitos colaterais, com taxa
de sucesso limitada devido a concentracdo insuficiente da droga, alta toxicidade
sistémica, auséncia de seletividade, além de colaborarem para resisténcia desses
tumores apds tratamento prolongado. Para superar tais limitagcdes desses agentes
algumas estratégias tém sido utilizadas para que estes quimioterapicos possam ser
ativados seletivamente no tecido tumoral (XU; MCLEOD 2001). Dessa forma,
estudos com substancias naturais podem colaborar para o maior entendimento da
capacidade das mesmas em permitir a modulacédo de sinais de apoptose (NOBILI et
al., 2009).

A comprovada acdo citotoxica dos Oleos essenciais constitui em uma
alternativa de amplo campo de estudos na terapia contra o cancer. Diversas
espécies vegetais que apresentam tais substancias em sua composicao apresentam

imenso potencial antitumoral (BAKKALI et al., 2008)
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3.8 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Ao longo dos ultimos anos, a ocorréncia de infecgbes fungicas humanas vem
apresentando um aumento expressivo, sendo as dermatomicoses as principais
infecgBes responsaveis por esse aumento. Varios fatores estdo relacionados ao
crescimento dessas infec¢des fungicas, entre eles: o melhor diagndstico laboratorial
e clinico, o aumento da sobrevida de pacientes com doengas imunossupressoras e o
emprego de medicamentos imunossupressores, utilizados as vezes de forma
abusiva, permitindo a instalagdo de microorganismos convencionalmente saprofitos
(SIDRIM et al., 1999).

Neste contexto, embora a maioria dos antifangicos existentes no mercado
seja de origem sintética, o estudo de produtos naturais voltou a receber a atencéo
dos cientistas (YUNES; FILHO, 2001). Entre as principais ferramentas na busca de
novos modelos moleculares estdo a informacdo de como as plantas sao utilizadas
por diferentes grupos étnicos e o estudo farmacolégico das preparacfes utilizadas,
abordadas, respectivamente no ambito da Etnobotanica e da Etnofarmacologia
(RATES, 2001).

O tratamento das micoses humanas ndo é sempre efetivo, pois os farmacos
antifangicos disponiveis produzem recorréncia ou causam resisténcia, além de
apresentarem importante toxicidade e alto custo. Por esta razdo, h4 uma busca
continua de novos farmacos antifingicos mais potentes, mas, sobretudo, mais
seguros que os existentes. Além das infeccdes em humanos, os animais também
podem ser atacados esporadicamente por fungos muito dificeis de serem
combatidos (FENNER et al., 2006).

Dentre os diversos tipos de micoses, é importante destacar as infec¢des
causadas pelo fungo do género Acremonium. As espécies deste fungo séo
responsaveis por infecgdes em pacientes internados em Unidades de tratamento
intensivo (UTI) e ainda, em pacientes imunocomprometidos, sendo responsaveis por
infec¢des cardiacas, nasais, cutaneas, micetomas dentre outras (GUARRO et al.,
2009; DURBEC et al., 2011; AGARWAL et al., 2011).

A comprovada acdo antifungica dos Oleos essenciais constitui em uma

alternativa no tratamento das micoses. Diversas espécies vegetais que apresentam
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os tais substancias em sua composi¢cdo apresentam imenso potencial antifingico
(BAKKALI et al., 2008).

3.9 AVALIACAO DA TOXICIDADE

O surgimento do conceito de “natural” em muito contribuiu para o aumento do
uso das plantas medicinais nas Ultimas décadas. Para muitas pessoas esse conceito
significa a “auséncia de produtos quimicos”, que sdo aqueles que podem causar
algum dano ou, de outra forma, representa perigo (MENGUE et al., 2001). O
desconhecimento por parte da populacédo sobre efeitos secundarios e toxicidade de
espécies utilizadas habitualmente pode levar a consequéncias sérias (NAVARRO
MOLL, 2000).

Existe um numero cada vez maior de estudos cientificos que comprovam a
toxicidade de plantas antes usadas sem restricbes e de forma indiscriminada.
Espécies como a kava-kava (Piper methysticum G. Forst, Piperaceae) foram
responsaveis por dezenas de casos de hepatotoxicidade na Europa (STICKEL et al.,
2003; WHITTON et al., 2003; CLOUATRE, 2004). No Brasil, na década de 80, o
confrei (Symphytum officinale L. Boraginaceae) foi disseminado como planta para a
cura de diversas doencas, inclusive o cancer. Estudos posteriores demonstraram o
risco do uso interno desta planta, altamente hepatotoxica (BRASIL, 1992;
BARRACA, 1999; STICKEL; SEITZ, 2000). Mas o que se vé é que ainda hoje
diversas plantas sdo usadas de forma irracional (OLIVEIRA; GONCALVES, 2006).

Para o desenvolvimento de substancias com potencial farmacolégico é
essencial a avaliacdo de possiveis efeitos adversos, incluindo os toxicos. Uma
substancia deve ser avaliada pré-clinicamente quanto ao seu potencial de toxicidade
como forma de prever possiveis efeitos adversos agudos e crbnicos, sobre a
reproducdo ou mesmo sobre o desenvolvimento neuroldgico, muito antes de dar
inicio a fases superiores de rastreamento que incluem os testes clinicos. Agéncias
reguladoras como a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), o FDA
(Food and Drugs Administration), a EPA (Environmental Protection Agency), exigem
como testes preliminares de toxicidade in vivo, entre outros, 0S ensaios de

toxicidade aguda, subcrbnica e reprodutiva. Atualmente, a OECD (Organization for



38

Economic Co-operation and Development), regulamenta os protocolos aceitos
internacionalmente para tais ensaios biologicos. O delineamento de ensaios

farmacoldgicos e toxicoldgicos permite um grande avanco nos estudos com plantas

medicinais (BARROS, 2003).



PARTE I

RESULTADOS






CAPITULO 1

Chemical composition and repellency of essential oils of Drimys angustifolia
Miers and Drimys brasiliensis Miers against dry wood termite Cryptotermes

brevis (Isoptera: Kalotermitidae)

Artigo aceito na Revista de Ciéncias Farmacéuticas Béasica e Aplicada e
apresentado na forma de abstract

Chemical composition and repellency of essential oils of Drimys angustifolia
Miers and Drimys brasiliensis Miers against dry wood termite Cryptotermes

brevis (Isoptera: Kalotermitidae)

Madson Ralide Fonseca Gomes, Gilcéia Guadagnin Dorneles, Roselena Silvestri
Schuh, Ana Laura Bemvenuti Jacques, Lucia Rosane Bertholdo-Vargas; Sérgio

Augusto de Loreto Bordignon, Renata Pereira Limberger

ABSTRACT

The essential oils obtained from leaves of the Southern Brazilian native Drimys
angustifolia Miers (DA) and Drimys brasiliensis Miers (DB) were analyzed by gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). The oil of DA was characterized by
monoterpenoids and sesquiterpenoids, bicyclogermacrene (19.6%), followed by
sabinene (9.7%) and mircene (5.2%). The oil of DB was characterized by
sesquiterpenoids and monoterpenoids, cyclocolorenone (18.2%), followed by
terpinen-4-ol (8.7%) and alpha-gurjunene (6.9%). Laboratory tests were carried out
to determine the repellent potential of the essential oils against dry wood termite
Cryptotermes brevis (Isoptera: Kalotermitidae) by repellency test. It was observed
that the oil showed repellency at the doses of 25, 12.5, and 6.25 pg/mL. Both species
showed negative repellency index, which represents repellency activity, except the
highest concentration of DA, which was attractive. Five deaths were observed in the

25 pg/mL concentration of DA, accounting for 11% of deaths in four hours of
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analysis. Four deaths occurred in the concentration of 12.5 yg/mL, accounting for
approximately 9% of deaths. The essential oil of DB did not cause deaths in termites.
Keywords: monoterpenoids; sesquiterpenoids; Drimys angustifolia; Drimys
brasiliensis; Cryptotermes brevis
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Biological assessment (antiviral and antioxidant) and acute toxicity of essential
oils from Drimys angustifolia Miers and Drimys brasiliensis Miers
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ABSTRACT: The genus Drimys presents the widest geographical distribution of the
Winteraceae family, which comprises seven genera and about 120 species. In Brazil,
the genus is found from Bahia to Rio Grande do Sul and occur in two species, D.
angustifolia Miers and D. brasiliensis Miers, popularly known as "casca-de-anta",
characterized by the presence of flavonoids and essential oils. It is used in folk
medicine as an antiscorbutic, stimulant, antispasmodic, anti-diarrheal, antipyretic,
antibacterial, and against asthma and bronchitis, besides having insecticidal
properties. In addition to the known biological activities, it is very important to explore
new applications in the treatment of physiological disorders or diseases caused by
parasites. Based on this information, in this study we propose to evaluate volatile oils
of the species D. brasiliensis and D. angustifolia, as an antioxidant, using the model
of the DPPH radical as an antiviral against human herpes virus type 1 (HSV-1) and
acute toxicity in vivo. The two species were not able to reduce the DPPH radical and
showed interesting antiviral activity, significantly reducing the virus titers in in vitro
assays. Regarding the in vivo toxicity in female Wistar rats, treatment with the two
species showed interesting signs in animals such as salivation, ptosis, tremor,
decreased motor activity. In addition the oils of D. brasiliensis to other signs, some
animals showed increased urination and diarrhea.

Keywords: D. angustifolia, D. brasiliensis, essential oils, antioxidant, antiviral, acute
toxicity.
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Abstract

The species Drimys angustifolia Miers and D. brasiliensis Miers, commonly known as
"casca-de-anta”, have in their leaves essential oils that can confer cytotoxic effects.
In this study, we evaluated the citotoxic effects of the volatile oils from these two
species. We also proposed a nanoemulsion formulation for each of the species and
assessed the in vitro cytotoxicity on U-138 MG (human glioblastoma) and T24
(human bladder carcinoma) cell lines. The plant chemical composition was evaluated
by gas chromatography coupled to mass spectrometer. Furthermore, the
nanoemulsions were prepared and characterized. Our results showed that;
bicyclogermacrene (19.6%) and cyclocolorenone (18.2%) were the most abundant
for the D angustifolia oil and D brasiliensis olil, respectively. Both nanoemulsions, D
angustifolia and D brasiliensis appeared macroscopically homogeneous and
opalescent bluish liquids, with nanometric mean diameters of 168 nm for D
brasiliensis and 181 nm for D angustifolia. The polydispersity indices were below
0.10, with an acid pH of 4.7-6.3, and negative zeta potentials about -34 mV. The
results of transmission electron microscopy showed that droplets are present in the
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nanometer range. Only the D brasiliensis oil was efficient in reducing the cell viability
of both U-138 MG (42.5%z=7.0 and 67.8%%7.8) and T24 (33.2%+2.8, 60.3%=1.6 and
80.5%+8.8) cell lines, as assessed by MTT assay. Noteworthy, similar results were
obtained with cell counting. Finally, D brasiliensis oil incubation caused an increase
of annexin-V and propidium iodite population, according to evaluation by cytometry
analysis, what is characteristic of late apoptosis. The results presented herein lead
us to consider the potential therapeutic effects of the essential oils and
nanoformulations as novel strategies to inhibit tumor growth.

Keywords: bladder carcinoma, Drimys angustifolia, Drimys brasiliensis, essential
oils, glioblastoma, nanoemulsions
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Abstract

In Brazil, the Drimys genus is found from Bahia to Rio Grande do Sul and occurs in
two species, D. angustifolia L. (DA) and D. brasiliensis Miers (DB), commonly known
as "Casca-de-Anta." These plants are characterized by the presence of flavonoids
and essential oils. This substances are volatile, natural, complex compounds
characterized by known for their antiseptic, i.e. bactericidal, virucidal and fungicidal.
The incidence and prevalence of invasive fungal infections have increased since the
1980s, especially in the large population of immunocompromised patients and/or
those hospitalized with serious underlying diseases. The development of new
antifungal drugs has been constantly required in the clinical therapy. Thus, in this
study evaluated the antifungal activity of essential oils of both species and their
respective nanoemulsions against 20 fungi: Candida albicans (ATCC 24433), C.
krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (QU134), C. glabrata (HCCGL 01), C. tropicalis
(ATCC 750), Cryptococcus neoformans (CRYO01), Trichosporon asahii (HCTAS
01), Microsporum canis (MCA 36), Tricophyton rubrum (TRU 06), Tricophyton
mentagrophytes (TME 23), Microsporum gypseum (MGY 35), Epidermophyton
floccosum (EPF 32), Scytalidium dimidiatum (SCY 04), Pseudallescheria boydii
(PBO 20), Acremonium sp. (ACR 06), Acremonium nepalense (IOC 1938),
Acremonium strictum (URM 6081), Acremonium rutilum (URM 3154), Fusarium sp.
(FUS 01). Among several strains tested, essential oils of both species were active
only at strains of Acremonium.

Keywords: Drimys angustifolia, Drimys brasiliensis, essential oils, antifungal,

Acremonium.
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Abstract

The arbovirus is transmitted mainly by Aedes aegypti mosquitoes, which has become
a serious problem of international public health in recent decades. In Brazil, this
mosquito species is the main vector of dengue virus, and it has been found in about
3,600 Brazilian municipalities, and dengue outbreaks have repeatedly occurred.
During outbreaks, Brazilian public health authorities have standardized the use of
conventional pesticides such as malathion and pyrethroides. However, these
insecticides have certain disadvantages, such as high costs, risks to human health
and non-target organisms, bioaccumulation, and developing resistance of target
organisms. The species Drimys angustifolia L. (DA) and Drimys brasiliensis Miers.
(DB), commonly known as "Casca-de-Anta", have in their leaves essential oils that
can confer insecticide activity. The plant chemical composition was evaluated by gas
chromatography coupled to mass spectrometer. Furthermore, the nanoemulsions
were prepared and characterized. Our results showed that; bicyclogermacrene
(11.8%) and cyclocolorenone (27.4%) were the most abundant for the DA oil and DB
oil, respectively. Both nanoemulsions, DA and DB appeared macroscopically
homogeneous and opalescent bluish liquids, with nanometric mean diameters of 168
nm for DB and 181 nm for DA. The polydispersity indices were below 0.10, with an
acid pH of 4.7-6.3, and negative zeta potentials about -34 mV. Only DB
nanoemulsion was great active and showed promising larvicidal potential against A.

aegypti.

Keywords: Drimys angustifolia, Drimys brasiliensis, nanoemulsions, essential oils

and larvicidal activity.
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As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacdes da medicina
tradicional e popular; isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos;
investigacdo farmacologica de extratos e dos constituintes quimicos isolados;
transformacdes quimicas de principios ativos; estudo da relagdo estrutura/atividade
e dos mecanismos de acdo dos principios ativos e finalmente a operacdo de
formulagbes para a producdo de fitoterapicos. A integragdo destas areas na
pesquisa de plantas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para

descobertas de novos medicamentos (FOGLIO et al., 2006).

A extracdo por hidrodestilacdo e analise por CG/EM das duas espécies do
estudo revelaram que a composicao quimica foi de 6leos essenciais, sendo que para
cada espécie foram identificados componentes majoritarios especificos. Para a D.
angustifolia foi o sesquiterpeno hidrocarbonado biciclogermacreno, para D.
brasiliensis foi 0 sesquiterpeno oxigenado ciclocolorenona (LIMBERGER, 2007). Tal
composicdo, as credenciam aos estudos das atividades inseticida, antiviral,
antioxidante, antitumoral e antifingica testadas neste trabalho (YUNES, 2007,
CUETO et al., 2011 SOARES et al., 2011; SOUZA et al., 2011). Além das atividades
bioldgicas, estudos toxicologicos foram realizados, os quais sdo de fundamental
importancia para assegurar o uso de plantas medicinais pela populacdo (FOGLIO et
al., 2006).

As nanoemulsdes foram caracterizadas como homogéneas e opalencentes no
aspecto macroscépico. Suas caracteristicas fisico-quimicas apresentaram
caracteristicas nanométricas com tamanhos de particula, o que foi comprovado com
a microscopia eletrénica de transmissao. Além disso, os potenciais de polidispersao
e potencial zeta, apresentaram-se com valores satisfatorios (NUCHUCHUA et al.,
2009; SAKULKU et al, 2009).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o 6leo essencial de D. brasiliensis
foi efetivo contra uma espécie de carrapato bovino e a carrapato canino (RIBEIRO et
al., 2008). Com esta promissora atividade, tivemos o interesse de testar os 6leos em
outro inseto a fim de averiguar se tal atividade persistia. Na atividade inseticida
frente ao cupim de madeira seca, as duas espécies mostraram ser repelentes, com
excecao da concentragcdo de 25 pg/mL da espécie D. angustifolia que foi atraente e

ainda causou a morte de 11% dos cupins do experimento e a concentracéo de 12,5
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png/mL que causou a morte de 9%. A espécie D. brasiliensis ndo levou os cupins a
morte. Estas atividades podem ser atribuidas aos componentes majoritarios dos
Oleos essenciais ou ainda a todos os componentes, conferindo sinergismo para a
atividade testada (NERIO et al., 2010). Neste caso tal atividade poderia ser atribuida

ao biciclogermacreno para D. angustifolia e a ciclocolorenona para D. brasiliensis.

E interessante notar que as diferencas quimicas e teor de compostos
oxigenados e hidrogenados favoreceram ou n&do determinadas atividades
observadas no presente estudo. Quanto a atividade inseticida frente ao cupim de
madeira seca, a espécie DA, foi repelente e toxica, matando inclusive alguns cupins.
Sua composicao é principalmente, de compostos hidrogenados com o componente
majoritario biciclogermacreno. Ja a espécie DB, foi apenas mais repelente que a
primeira mostrando indices de repeléncias mais negativos, com predominancia de
compostos oxigenados. A maior volatilidade dos compostos hidrogenados reduz a
repeléncia, em relacdo aos Oleos que contem compostos oxigenados em sua
maioria (NERIO et al., 2010).

Nos estudos prévios avaliando o potencial larvicida frente Aedes aegypti,
apenas a nanoemulsdo de D. brasiliensis, foi capaz de levar a morte das larvas do
mosquito da dengue, apresentando 89 e 69% de mortalidade nas concentracfes de
0,83 e 0,5 pg/mL, respectivamente. Os 6leos nao apresentaram poder larvicida nas
mesmas concentracdes, tal fato pode ser explicado pela reducdo no tamanho das
particulas o que favoreceu a penetracdo da nanoemulsdo em relacdo aos 6leos
SHAH et al., 2010). Sem contar, na composi¢cdo quimica do 6leo que diferem entre
ambos. E importante, ressaltar que o teor de 6leo nas nanoemulsées é de apenas
4%.

Os dleos das duas espécies nao foram capazes de reduzir o radical DPPH.
Em relacdo a atividade antiviral frente ao herpes virus humano tipo 1, as duas
espécies apresentaram significativa atividade, inibindo e impedindo a contaminacgao
das células e a replicagdo do virus. A atividade antiviral é considerada moderada
com reducbes dos titulos de virus de 0,5 a 0,9 do logip (SIDWELL; HUFFMAN,
1971). Outras plantas que apresentam Oleos essenciais em sua COMpPOSICAo
também tiveram atividade frente ao virus testado neste trabalho, confirmando assim

o potencial antiviral dos 6leos e das espécies do estudo (BAKKALI et al., 2008).
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No teste de citotoxicidade realizado previamente para 0s ensaios antivirais, a
espécie D. angustifolia foi mais tdxica que a espécie D. brasiliensis, sendo a maxima
concentracdo nao toxica foram 156,3 pg/mL e 625 pg/mL, respectivamente.
Aproveitando, os dados da citotoxicidade em Vero cels, os estudos voltados a
atividade antitumoral em células de glioma humano (U-138 MG) e tumor de Bexiga
(T24), mostraram importante atividade, em especial o 6leo de D. brasiliensis, o qual
foi eficaz frente as duas linhagens. Tal fato pode ser explicado pela presenca de
45,5% de compostos oxigenados, que conferem maior poder citotoxico (BRUNI et
al., 2003; SACCHETTI et al., 2005). As concentragdes de 250 e 500 pg/mL foram
muito eficientes, reduzindo a viabilidade celular em 42,5% e 67,8%, respectivamente
na linhagem U-138 MG e nas concentracdes de 125, 250 e 500 pg/mL, com a
reducédo de 33,2%, 60,3% e 80,5%, respectivamente para a linhagem T24. Podemos
observar que os valores das concentracdes sao bem abaixo da concentragao
maxima nao téxica que é de 625 pg/mL, dos ensaios prévios de citotoxicidade em

Vero cels.

A espécie D. angustifolia, apresentou menor quantidade de compostos
oxigenados, com apenas 14%, o que pode ter contribuido para sua menor atividade
nas linhagens testadas. Mesmo assim, apresentou atividade na linhagem U-138 MG
com a reducao de 35% na viabilidade celular na concentragéo de 500 pg/mL. E na
linhagem T24, reduziu a viabilidade significativamente, nas concentractes de 500 e
250 pg/mL, com percentuais de 36,7 e 73,7% respectivamente. E importante
lembrar, que o0s componentes majoritarios desta espécie sdo compostos
hidrogenados (BRUNI et al., 2003; SACCHETTI et al., 2005, BAKKALI et al., 2008).
Em relacdo as nanoemulsdes, ambas foram reduziram a viabilidade celular na
linhagem T24. A nanoemulsédo de D. angustifolia nas concentragbes de 250 e 500
pMg/mL, com 26,1 e 65,7%, respectivamente. A nanoemulsdo de D. brasiliensis
reduziu a viabilidade apenas na concentracdo de 500 pug/mL, com a reducdo em
torno de 20%.

Em relacédo a atividade antifingica, dentre as espécies testadas, leveduras e
fungos filamentosos, apenas o género Acremonium sp. foi inibido pelos 6leos das
duas espécies vegetais. As nanoemulsdes ndo foram capazes de inibir nenhuma

cepa testada. As concentracdes inibitérias minimas ficaram em 500 pg/mL.
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No estudo de toxicidade aguda os animais tratados apresentaram sinais de
ptose, tremor, reducdo da atividade motora, exolftamia, aumento da frequéncia
respiratéria. Os animais tratados com espécie D. brasiliensis ainda apresentaram
aumento na miccao e diarréia. Estudos com extratos obtidos do caule e das folhas
de D. angustifolia demonstraram que mortes sé ocorreram com doses superiores a
3500 mg/kg (uma macho e uma fémea em um grupo de cinco animais cada) e na
dose de 5250 mg/kg (um macho e trés fémeas em um grupo de cinco animais cada).
Em todas as doses testadas apresentaram exolftamia (WITAICENIS, 2007). Outro
ponto importante, € que ndo houve mudanca na massa corporal dos animais, a qual,

€ um indicador de toxicidade.

Desta maneira, 0s Oleos essenciais da espécie Drimys angustifolia
apresentaram interessante atividade repelente contra cupins de madeira seca, foram
antivirais frente ao VHS-1, possuindo promissora atividade antitumoral frente as
linhagens U-138 MG e T24. Nao reduziu o radical DPPH, portanto ndo apresenta
atividade antioxidante por este modelo e inibiu o crescimento do fungo filamentoso
do género Acremonium. A sua nanoemulsdo apresentou importante atividade
antitumoral frente a linhagem T24. Apresentou importantes sinais de toxicidade no
estudo de toxicidade aguda. Por outro lado, a espécie Drimys brasiliensis, mostrou-
se eficaz na atividade repelente contra cupins, bem como, interessante atividade
frente ao VHS-1 e excelente atividade antitumoral para as duas linhagens testadas.
N&o reduziu o radical DPPH, e também, inibiu o crescimento do fungo do género
Acremonium. Sua nanoemulsdo também mostrou interessante atividade antitumoral
frente & linhagem T24 além de alta toxicidade frente as larvas do mosquito vetor da
dengue, Aedes Aegypti.

Podemos concluir que as espécies Drimys angustifolia e Drimys brasiliensis
possuem um imenso potencial biolégico (inseticida, antiviral, antifangico,
antitumoral), bem como suas nanoemulsdes, que apresentaram interessantes
atividades demonstradas neste estudo. Atividades estas, importantes e de alta

relevancia na saude e no quotidiano.

Como perspectivas, um amplo leque de estudos abre-se nos mais variados

ambitos de investigacao, tanto dos 6leos, quanto das nanoemulsdes:
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estudos das nanoemulsdes como repelente tanto dos cupins como dos
adultos do mosquito da dengue;

estudos de toxicidade e mecanismo de acdo mais detalhados dos
0leos e nanoemulsdes nas linhagens testadas e em outras linhagens
de células tumorais;

estudos com outros modelos de atividade antioxidante, testar em
outras cepas de fungos;

determinar o mecanismo antiviral dos 0leos e nanoemulsoes;

avaliar todas as atividades biolégicas do presente estudo in vivo €;
avaliar a toxicidade subcrbnica e crénica em camundongos ou ratos,

dentre outras.
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b) CRONOGRAMA:

O cronograma enfatiza a execugdo dos testes de forma exeqlivel e objetiva,
embora tenha que sofrer remanejo quanto ao prazo em virtude da data de
aprovagéo do projeto e o cronograma das agdes propostas inicialmente.

Vil) RELEVANCIA DO PROJETO:

Conforme arrolado em sua Introdugdo e seus Objetivos o Projeto apresenta
interesse no ESTUDO DE SUBSTANCIAS PARA USO MEDICINAL DE ORIGEM
FITOTERAPICA.

Assim podemos inferir que o referido projeto estd dentro das metas de
desenvolvimento e Pesquisa da FEPPS, buscando avangos cientificos,
necessitando esclarecimentos quanto as metodologias, as quais seréo empregadas
na avaliagéo sérica.

Viil) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Néao se aplica.
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IX) COMENTARIOS DOS RELATORES:

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FEPPS P .

Somos favoraveis & aprovagdo deste projeto por se tratar de um tema que alia o
conhecimento popular com a potencialidade do uso cientifico para fins medicinais dos
principios ativos destas plantas abundantes na nossa regiéo, de fécil manipulagéo e
aproveitamento, frente aos resultados compativeis com os relatos e estudos continuados.

X) PARECER DO CEP/FEPPS:

O Comité de Etica em Pesquisa da FEPPS/RS apreciou o presente projeto, em reunido do dia
04/11/20089, ata n° 06/2009, e conforme acordado nesta mesma ata que os aspectos pendentes
ao serem apresentados pelas pesquisadoras colocariam o projeto na condi¢éo de aprovado.

O presente projeto encontra-se ética e metodologicamente adequado.
Reiteramos que relatdrios semestrais do projeto em andamento, relatério final e copia do

trabalho de conclus&o efou publicagéo deverdo ser entregues ao Comité de Etica em Pesquisa
da FEPPS

Porto Alegre, 4 de novembro de 2009.

%’4\_ BAM AW 12
Maria da Graga Boucinha Marques
Coordenadora CEP-FEPPS/RS




