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RESUMO

Introducéo: O envelhecimento esta associado a estados crénicos de oxidagao
e inflamagéo, que podem ser atenuados pelo consumo de suplementos com
novas tecnologias baseadas na biodiversidade amazonica. Objetivo: A presente
investigacdo descreve e caracteriza um nanossuplemento a base de coenzima
Q10 contendo guarana (Paullinia cupana) e castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa) (G-NUT), com potencial uso para mitigar condicbes oxiflamatorias.
Métodos: O G-NUT foi obtido por técnica de emulsificacdo. O nanossuplemento
foi produzido na proporcéo de 1:1 de p6 de guarand, 6leo de castanha-do-brasil
e 10% de CoQ10, e guimicamente caracterizado pelo método de espectrometria
de massa de alta resolugcéo (HRMS). Ensaios adicionais in vitro e in vivo testaram
a seguranca e marcadores funcionais do G-NUT em culturas de células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) e em células imunes
(celomdcitos) de minhocas vermelhas californianas (Eisenia fetida). As
concentracdes testadas de G-NUT e do suplemento livre em cultura de células
foram na faixa de 0,25 a 3 mg/mL. Resultados: O G-NUT foi obtido contendo
teobromina, teofilina, cafeina, selénio e coenzima Q10 como principais
moléculas bioativas. O G-NUT n&o induziu eventos citotoxicos nas células
PBMC, resultando em down-regulation na expressao de genes apoptoticos
(caspases 3 e 8), reducao nos niveis de oxidacao lipidica e proteica, e efeito
redutor nos niveis de citocinas proé-inflamatérias. No modelo de minhoca
vermelha, o G-NUT néo causou mortalidade, induzindo uma resposta imune mais
eficiente quando os celomdcitos foram expostos a uma levedura morta.
Conclusao: O G-NUT nanotecnoldgico proporcionou uma resposta melhor do
que o suplemento em formula livre, e ambos sdo seguros para comecar os testes

em seres humanos.

Palavras-chave: Nanoparticula; Paullinia cupana; Coenzima Q10; Bertholletia

excelsa; oxiflamatorio.



ABSTRCT

Introduction: Aging are associated with chronic oxidative and inflammatory
states, that potentially could be attenuated by consumption of supplements with
new technologies based on Amazonian biodiversity. Aim: the present
investigation described and characterized a nano supplement based on
coenzyme Q10 containing guarana (Paullinia cupana) and Brazil nuts (Bertholetia
excelsa) (G-NUT), with potential use for mitigating oxy-inflammatory conditions.
Methods: O G-NUT was obtained by emulsification technique. Nanosupplement
was produced at 1:1 ratio of guarana powder, Brazil nut oil and 10% CoQ10, and
chemically characterized by high-resolution mass spectrometry (HRMS) method.
Additional in vitro and in vivo assays that tested safety and functional markers of
G-NUT on human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) cultures and in
immune cells (coelomocytes) of Californian red earthworms (Eisenia fetida). The
tested concentrations of G-Nut and the free supplement in cell culture were in the
range of 0.25-3 mg/mL. Results: G-NUT was obtained containing theobromine,
theophylline, caffeine, selenium and coenzyme Q10 as main bioactive molecules.
G-NUT did not induce cytotoxic events on PBMC cells, triggering down-regulation
in the expression of apoptotic (Caspases 3 and 8) genes, reduction in lipid and
protein oxidation levels and lowering effect on levels of pro-inflammatory
cytokines. In the red worm model, G-NUT did not cause mortality inducing more
efficient immune response when coelomocytes were exposed a dead yeast.
Conclusion: G-NUT nanotechnological provided a better response than the free

formula supplement, and both are safe to begin testing in humans.

Keywords: Nanoparticle; Paullinia cupana; Coenzyme Q10; Bertholletia excelsa;

oxy-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

A inflamagdo, embora seja uma parte fundamental da resposta
imunoldgica do corpo a lesdes e infec¢des, quando persiste de maneira crénica,
pode contribuir para o desenvolvimento de doencas crbnicas incluindo a
obesidade, diabetes, arteriosclerose, cancer e disturbios neurodegenerativos,
como as doencas de Parkinson (DP) e de Alzheimer (DA), e atualmente também
verificou-se o agravamento da doenga da Covid-19. O desafio de encontrar
estratégias eficazes para atenuar marcadores inflamatoérios e oxidativos tornou-
se uma prioridade nas pesquisas biomédicas (BAGATINI et al., 2017; RAGAB et
al., 2020).

A dieta desempenha um papel crucial na modulacéo da oxi-inflamacéo no
corpo. Alguns alimentos e padrdes alimentares tém sido associados a promocao
da oxi-inflamacado, enquanto outros tém efeitos antioxidante e anti-inflamatario.
Dietas ricas em alimentos processados, gorduras saturadas, agucares refinados
e com baixo consumo de frutas, legumes e gréos integrais tendem a aumentar a
inflamac&o. Por outro lado, dietas ricas em antioxidantes, acidos graxos, 6mega-
3, fibras e outros nutrientes especificos que se encontram principalmente em
frutas e verduras, demonstraram ter um efeito protetor contra a inflamacao
cronica (HU et al., 2022; ASSMANN et al., 2021).

Alguns padrbes alimentares, como, por exemplo, os padrfes de dieta
mediterranea estéo diretamente associados com menor inflamacéo e oxidacéo
(SCHWINGSHACKL & HOFFMANN, 2014). Em paralelo, a dieta ocidental esta
associada ao aumento de componentes pré-inflamatérios e oxidativos
(NETTLETON et al., 2006). O padrao de dieta mediterranea, caracterizada por
alto consumo de frutas, verduras e legumes, cereais, leguminosas, oleaginosas,
peixes e vinhos, esta associado inversamente com a presenca de interleucina 6
(IL-6) no sangue (DAI et al, 2008). A adeséo a dieta mediterranea por quatro
semanas, avaliada através de um escore derivado de um questionario de
caracteristicas inerentes a ela, associou-se com a redugdo dos leucocitos,
mondcitos, neutroéfilos e linfocitos sanguineos e, quando aliada a um nivel médio
de atividade fisica, reduziu em 72% os niveis de proteina C reativa (PCR) em
individuos com obesidade abdominal (PITSAVOS et al., 2007).



A biodiversidade amazonica pode entregar uma dieta semelhante a dieta
do mediterrdneo. A dieta amazbnica, também conhecida como a "dieta da
floresta", vem apresentando propriedades benéficas a saude. Baseada em
alimentos tradicionalmente consumidos pelas populac¢des indigenas e ribeirinhas
da regido amazobnica. Essa dieta € notavel por sua variedade de alimentos
naturais e saudaveis, como peixes, frutos, tubérculos, nozes e castanhas, os
quais sdo considerados ricos em nutrientes antioxidantes e anti-inflamatérios
como os flavonoides, xantinas, acidos graxos, catequinas e diversos outros
componentes que trazem efeitos benéficos para a saude (RIBEIRO E CRUZ,
2012).

Nesse sentido, a ideia do presente estudo foi desenvolver um suplemento
nanotecnoldgico, visando atenuar processos oxi-inflamatérios ajudando assim
na prevencdo de doencas crbnicas. Considerando a hipétese de que a
nanotecnologia tem sido amplamente utilizada, uma vez que 0s sistemas
nanoestruturados podem ser capazes de controlar a estabilidade, melhorar a
solubilidade, biodisponibilidade e controlar a liberagcdo de compostos bioativos,
a sua combinacdo com compostos podera fornecer efeitos mais potentes do que
um composto isolado sem essa tecnologia. Neste sentido, foi realizada uma
vasta revisdo na literatura em busca de substancias com propriedades anti-
inflamatérias e antioxidante que combinadas, podessem fornecer potenciais
beneficios contra a inflamacéo e oxidacdo (NEVES et al., 2019; TEIXEIRA et al.,
2021). Os componentes escolhidos foram o guarana (Paullinia cupana), a
castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) associado a um nanocarreador a

coenzima Q10 (CoQ10), dando origem ao multisuplemento G-Nut.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema nanoestruturado de extrato oleoso a base coenzima
Q10, castanha do Brasil e guarana (G-NUT) com propriedades biolégicas

voltadas a atenuacao de marcadores oxi-inflamatorios

11.1 Objetivos Especificos

. Desenvolver um sistema nanoestruturado a base de coenzima Q10,

guarana e castanha do Brasil;

. Identificar 0s principais compostos quimicos  presentes
no nanoestruturado;

. Avaliar a seguranga do suplemento G-NUT com diferentes

concentracdes, a partir da analise do seu efeito nos seguintes indicadores:

. Citotoxicidade e inducdo de apoptose em cultura de
Células mononucleares do sangue periférico humano;

. Viabilidade de minhocas vermelhas e inducéo de apoptose;

. Avaliar a eficacia do suplemento G-NUT com diferentes

concentracdes, a partir da analise do seu efeito nos seguintes indicadores:

. Acgédo antioxidante do G-NUT em cultura de Células mononucleares

do sangue periférico humano;

. Ativacdo do efeito anti-inflamatério do G-NUT em cultura de

Células mononucleares do sangue periférico humano;

. Ativacdo inflamatéria das células do sistema imunolégico de

minhocas vermelhas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ENVELHECIMENTO, GLOBALIZACAO E EPIDEMIOLOGIA
DAS DOENCAS CRONICAS

A transicdo demografica em muitos paises incluindo o Brasil, € um
fendmeno global que resulta do declinio da mortalidade, reducao de fertilidade e
posteriormente o envelhecimento populacional. De acordo com a Organizagéo
das Nacdes Unidas (ONU), a expectativa de vida mundial tem aumentado
consistentemente, atingindo cerca de 73,3 anos em 2023. Dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostram que no Brasil esse aumento
tem sido ainda mais expressivo, com a expectativa de vida ao nascer
ultrapassando os 76,2 anos em 2023 (ONU, 2022; IBGE, 2023).

O envelhecimento € um processo natural que afeta todos os seres vivos,
incluindo os seres humanos. O envelhecimento se da de diversas formas como:
bioldgicas, psicolégicas e socias que ocorrem ao longo do tempo e que
influenciam no desenvolvimento e a funcionalidade do individuo. Alteracbes
celulares, diminuicdo da capacidade de reparo e regeneracdo dos tecidos,
diminuicdo da capacidade de combate a infec¢cbes devido ao envelhecimento do
sistema imunoldégico, além do aumento da suscetibilidade a doencas cronicas, é
a caracterizacdo do envelhecimento em ambito biologico (LOPEZ-OTIN et al.,
2013; KENNEDY et al., 2014).

A transicéo epidemiolégica mundial € um fator precursor da elevacéo das
Doencgas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT), em decorréncia da queda das
taxas de natalidade, da diminuicdo da mortalidade infantil e consequente
aumento da populacdo e expectativa de vida. A nova rotina cotidiana dos
individuos, fruto da industrializagéo, urbanizacédo, desenvolvimento econdmico e
globalizagdo do mercado de alimentos, contribuiram com a transi¢ao nutricional
para uma dieta rica em gordura saturada e acucares (OMS, 2022). As DCNT séao
um dos maiores problemas de saude publica. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) afirma que as DCNT séo responsaveis por 71% de um total de 41 milhdes
de mortes ocorridas no mundo em 2021, 77% dessas mortes ocorrem em paises
de baixa e média renda (WHO, 2018). Dados estatisticos apontavam que em

2019, 54,7% dos 6bitos registados no Brasil foram causados por DCNT e 11,5%



por agravos. No Brasil, foram registados mais de 730 mil 6bitos por DCNT em
2019. Destes, 308.511 (41,8%) ocorreram prematuramente, com destaque para
doencas cardiovasculares (28%); neoplasias (18%); doencas respiratorias (6%)
e diabetes (5%) (OMS, 2021).

Os fatores de risco das DCNT, representam atualmente um importante
problema de saude publica no Brasil e no mundo, um quadro sanitario em que
se combinam as doencas ligadas a pobreza tipicas dos paises em
desenvolvimento e as doengas nao transmissiveis dos paises mais afluentes,
refletindo as contradigdes do processo de desenvolvimento (ZAMAI et al, 2004).
Por exemplo, a obesidade representa o problema nutricional de maior ascensao
entre a populacdo observado nos ultimos anos, sendo considerada uma
epidemia mundial, presente tanto em paises desenvolvidos como naqueles em
desenvolvimento (WHO, 2018). As tendéncias de transicdo nutricional
decorrente da urbanizacao e industrializacéo ocorridas neste século direcionam
para uma dieta mais ocidentalizada, com especial destaque para o aumento da
densidade energética, maior consumo de carnes, leite e derivados ricos em
gorduras, e reducéo do consumo de frutas, cereais, verduras e legumes, a qual,
aliada a diminuicao progressiva da atividade fisica, converge para o aumento no

namero de casos de obesidade em todo o mundo (POPKIN et al., 2012).

3.2 DOENCAS CRONICAS

3.2.1 Conceito e as principais doencas cronicas

As DCNT séao caracterizadas por um conjunto de doencas que nao tem
envolvimento de agentes infecciosos em sua ocorréncia, multiplicidade de
fatores de risco comuns, historia natural prolongada, grande periodo de laténcia,
longo curso assintomatico com periodos de remissao e exacerbacdo, podendo
levar ao desenvolvimento de incapacidades. As DCNT recebem também a
denominacéo de doencas nao infecciosas (BRASIL, 2008).

A organizacdo Mundial de Saude define como DCNT as doencas
cerebrovasculares, cardiovasculares, diabetes, doencas respiratorias
obstrutivas, asma e neoplasias, que compartilham diversos fatores de risco.

Também inclui nas doencas crbnicas 0s transtornos mentais, as doencas



neuroldgicas, bucais, 6sseas e articulares, oculares e auditivas, a osteoporose e
as desordens genéticas (WHO, 2018).

As DCNT demandam cuidados continuos, complexos para algumas
pessoas que necessitam de atencdo em saude especializada, como apoio ao
tratamento e aos cuidados exigidos pela doencga, acfes de educacdo em saude,
apoio social e emocional a fim de proporcionar melhora na qualidade de vida
(EDWARDS; GABBAY, 2007).

3.2.2 Fatores de risco para as doencas cronicas

As doencas cronicas sdo geralmente causadas por uma combinacéo de
fatores de risco, incluindo predisposicdo genética e fatores ambientais e
comportamentais. Segundo a OMS, o tabagismo, o consumo alimentar
inadequado, a inatividade fisica e o consumo excessivo de bebidas alcodlicas
sdo os fatores de risco que respondem pela grande maioria das mortes por
DCNT (WHO, 2014).

Os fatores de risco mais importantes relacionados as condi¢des cronicas
estdo ligados ao estilo de vida e podem ser sensiveis as intervencbes de
prevencao e promoc¢ao a saude. Entre as estratégias para reduzir o surgimento
e agravamento de algumas destas condicbes como o diabetes, as doencas
cardiovasculares, a obesidade e varios tipos de cancer, incluem-se deteccéo
precoce, aumento da atividade fisica, reducdo no consumode tabaco e de alcool,
bem como estimulo a uma nutricdo saudavel. A abordagem preventiva da
populacao e individual revela-se eficaz para a modificacdo de comportamentos
nao saudaveis e a promoc¢ao de bons habitos. No entanto, € necessario enfatizar
a funcéo e a responsabilidade central do paciente e de sua familia nos cuidados
com a saude, ja que o tratamento das condi¢des cronicas, requer a mudanca de
comportamento e de estilo de vida (MOKDAD et al., 2004).

3.2.3 Patogénese das doencas crbnicas

A patogénese das doencas cronicas é um processo complexo e
multifatorial que envolve uma interacéo entre fatores genéticos, ambientais e

comportamentais. Nao existe uma Unica explicacdo para a patogénese de todas



as doencas crbnicas, mas ha alguns principios gerais que podem ser aplicados
a muitas delas. Os principais aspectos demonstram que variantes genéticas
podem aumentar a probabilidade de desenvolver a doenca. No entanto, amaioria
das doencas cronicas € poligénica, o que significa que varios genes interagem
para aumentar o risco. Além disso, a expressao genética pode ser influenciada
por fatores ambientais (QUINTANILHA et al., 2017).

A exposicao a fatores ambientais desempenha um papel critico. Isso pode
incluir poluicdo do ar, exposi¢do a produtos quimicos téxicos, radiagdo, dieta e
estilo de vida. O comportamento de estilo de vida desempenha um papel
fundamental. Fatores de risco como o tabagismo, dieta pobre, sedentarismo e
consumo excessivo de alcool estdo associados a muitas doencas crénicas.
Esses fatores de risco associados a estas doencas crbnicas regulam
positivamente processos inflamatérios. A inflamacdo crénica é uma
caracteristica comum em muitas doencas crbnicas, incluindo doencas
cardiovasculares, diabetes e doencas autoimunes que podem danificar os
tecidos ao longo do tempo e contribuir para o desenvolvimento e progressao
dessas doencas (PRASAD et al., 2012).

Na maioria das vezes, ocorre a interacdo de mais de um desses fatores
de maneira complexa. Por exemplo, em doenc¢a como a obesidade pode ocorrer
um processo inflamatério crénico, uma desregulacdo metabdlica e aumento do
risco de demais doencas como as doencas cardiovasculares, diabetes, o cancer,
doencas neurodegenerativas dentre outras doencas cronicas (PICHE et al 2020).

A patogénese das doencas cronicas é altamente heterogénea e varia de
uma doenca para outra. Além disso, o desenvolvimento de uma doencga crbénica
muitas vezes ocorre ao longo de anos ou décadas. Portanto, uma compreensao
aprofundada dos fatores envolvidos na patogénese € fundamental para a
prevencao, diagnostico e tratamento eficaz dessas doencas. (PRASAD et al.,
2012).



3.3 RELACAO DA OXI-INFLAMACAO E DOENCAS CRONICAS

331 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo definido como um desequilibrio entre a producéo e a
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O desequilibrio pro-
producdo de EROs pode ocorrer via exposicao a fatores que favorecem a
instauracdo do estresse oxidativo dos quais destacam-se: processos
inflamatorios, exposicao a estresse, infeccbes bacterianas e virais, alimentacao
baseada em gorduras e carboidratos, sedentarismo, ou em funcéo da queda nas
defesas antioxidantes (PERL, 2013).

A formacdo EROs constitui, um processo continuo e fisioldgico,
cumprindo funcdes bioldgicas relevantes. Um processo bioquimico no qual o
oxigénio € utilizado para a producdo de energia, principalmente a partir de
hidratos de carbono, este processo também pode ser denominado metabolismo
aerdbico, respiracdo aerébia e respiracdo celular (PERL, 2013, FORMAN e
Zhangl, 2021).

As espécies reativas ERs séo produzidas principalmente na mitocéndria.
No interior destas organelas o oxigénio passa através da cadeia transportadora
de elétron gerando ATP (Adenosina Trifosfato), ou seja, energia metabdlica.
Entretanto, a reducdo do oxigénio é incompleta e conduz a geracéo de diferentes
EROs, tais como o radical superoxido (Oz’), peroxido de hidrogénio (H20>),
considerado o principal contribuinte para danos oxidativos (VITALE et al., 2013).
O H202 é capaz de originar outras EROs, dentre elas destaca-se o radical
hidroxila (OH.), que por ter uma meia vida bastante curta, dificilmente pode ser
sequestrado in vivo (figura 1). Ainda sobre o OH. este apresenta grande afinidade
com o DNA. (PERL, 2013, BARBISAN, 2014).

Sendo as EROs, moléculas de grande reatividade, capazes de causar
danos em células e tecidos e ocasionando doencas, 0 organismo ao longo da
evolucdo desenvolveu o sistema de defesa antioxidante enddgeno constituido
por uma cadeia enzimatica, composta pelas enzimas superoxidos dismutases
(SOD1-Citosolica/SOD2- Mitocondrial/SOD3 extracelular), capazes de atuar
dismutando o anion radical superoxido em H>O2 o qual pode ser detoxificado



pelas enzimas Catalase (Citosol) e ou Glutationa Peroxidase (Mitocondrial). O
organismo conta ainda com o sistema exégeno, constituido por moléculas
bioativas com atividade antioxidante, obtidas a partir da alimentacdo rica em
frutas, verduras e legumes, figura 1 (MONTAGNER, 2010).

Figura 1- Principais vias de producdo de espécies reativas de oxigénio associadas com 0s

principais mecanismos de degradacdo das mesmas.
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NADPH/NADP+: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato; NADH/NAD+: nicotinamida adenina
dinucleotideo; G6P: glicose-6-fofato; O2: oxigénio; H202: perdxido de hidrogénio; FE2+: ferro Il;
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Fonte: De autoria.

Estes sistemas sao vitais para o organismo, uma vez que na auséncia
deste, os danos oxidativos, ocasionados por estas moléculas seriam amplos e
capazes de induzir a morte do organismo (HALLWELL e WHITEMAN, 2004).
Vale ressaltar que niveis basais de espécies reativas sao importantes para a
manutencdo da homeostase do organismo. Uma vez que, EROs como o H202
(peréxido de hidrogénio) e o0 oOxido nitrico (NO) atuam como
sinalizadorescelulares de proliferacdo, migracdo, sobrevivéncia e diferenciacao
celular (MACHADO, 2014).

A ocorréncia do estresse oxidativo leva a oxidacao de biomoléculas com
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consequente perda de suas fungdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico,
cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos
(HALLIWELL, WHITEMAN, 2004).

A cronicidade do processo em questao tem relevantes implicacdes sobre
0 processo etiolégico de numerosas enfermidades cronicas ndo transmissiveis,
entre elas a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos
e cancer. (GREEN et al., 2004). Estudos Ratificam que a geracdo de EROs
desencadeia eventos patolégicos que, por sua vez, estdo envolvidos nos
processos cardiovasculares, carcinogénicos e neurodegenerativos (FERRARI,
2004).

3.3.2 Inflamacgéo

A inflamacéo é uma reacao de defesa do organismo iniciada apos uma
infecc@o ou injaria. As respostas inflamatorias locais e/ou sistémicas objetivam
eliminar o estimulo que desencadeou a rota, promovendo a reparacao do tecido
e se for o caso estabelecendo a memoria imune (FULLERTON e GILROY, 2016).
Os macrofagos sédo as principais células no processo inflamatério, que
desempenham papel fundamental na regulacdo de processos inflamatorios
agudos e cronicos através da secrecdo de diversas citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento (FULLERTON e GILROY, 2016, SUZUKI, et al, 2018).
Estas células apresentadoras de antigeno, potencializam a ativacéo de linfécito
T e B pela expressdo de moléculas co-estimuladoras e liberam citocinas pro-
inflamatdrias como interleucina 13 (IL-1p) interleucina 6 (IL-6), interleucina 12 (IL-
12) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a). Os macréfagos sintetizam ainda EROs
(O2, OH, H20:), e intermediarios reativos do nitrogénio cujo principal
representante é o Oxido Nitrico (NO). (CRUVINEL et al., 2010).

Fundamentais também no processo inflamatorio, sédo os inflamossomas,
complexos macromoleculares que se unem no citoplasma e ativam a proteina
caspase 1. Tipicamente estes complexos consistem de um receptor do tipo Nod
(NLR), um receptor de alerta de radar (ALR) e um adaptador proteico
denominada proteina adaptadora associada a apoptose (ASC). Este conjunto é
capaz de reconhecer e se ligar a caspase 1, que por sua vez, promove a ativacao
da resposta imune inata (CRUVINEL et al., 2010; FULLERTON e GILROY,
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2016).

A ativacdo da caspase 1 tem como consequéncia, além de desencadear
a piroptose (uma forma de morte celular programada), desencadeia a clivagem
proteolitica da pro-interleucina 1B (IL-18) presente no citoplasma, formando a IL- 1§
madura (FULLERTON e GILROY, 2016). A IL-1 induz o processo inflamatério
pela inducéo da sintese pelos macréfagos e outras citocinas como IL-6, IL-8, IL-
12 e TNFa, a infiltragdo de células inflamatérias no local através dainducao da
expressdo de receptores (moléculas de adesdo) nas células endoteliais
vasculares do tipo que permitem a ligacdo dos mondécitos as célulasendoteliais
e posterior migracdo destas células para o local da inflamacdo(ROITT e
DELVES, 2014).

Por ser extensivamente secretada e permanecer em niveis significativos
como proé-IL1B no citoplasma, esta molécula é considerada a principal citocina
pré-inflamatoéria produzida por células como os macrofagos. Niveis baixos de IL-
18 induzem resposta inflamatéria limitada. Contudo niveis elevados de IL-113
induzem resposta inflamatéria generalizada, dano tecidual e supressédo imune
(VORONOV et al., 2014; LACKEY e OLEFSKY, 2015).

A IL-1B ativa rotas como NFkB e MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases) capazes de induzir a producéo de citocinas pro-inflamatdrias adicionais
como a IL-6, IL-8, IL-12 e TNFa (VORONOV et al., 2014). Em inflamagdes
agudas ocorre a ativacdo da rota classica de inflamacdo denominada M1, e em
seguida a ativacao da rota alternativa, denominada M2. Assim, os macrofagos
M1 representam a via classica e exercem atividade antiproliferativa e citotoxica,
resultante particularmente da capacidade de secretar NO, EROs e as citocinas
pro-inflamatérias ja citadas (BRUNE et al., 2013). J& os macroéfagos M2, que
representam a via alternativa com capacidade de inibir as funcdes inflamatorias
e citotoxicas de M1, induzem um aumento de citocinas anti-inflamatérias como a
IL-10 e o TGF (Transforming growth factor-beta), favorecendo a angiogénese eo
reparo tecidual. Os macrofagos M2 também possuem acéo imunossupressora

diminuindo a proliferacéo dos linfécitos T (BRUNE et al., 2013).
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Figura 2: NF-kB envolvido no desenvolvimento e progresséo da inflamacéo.
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Legenda: NF-kB é um fator de transcricdo induzivel. Apds sua ativagao, ele pode ativar a
transcricdo de varios genes e, assim, regular a inflamacao. O NF-kB tem como alvo a inflamagao
ndo apenas diretamente aumentando a producéo de citocinas inflamatérias, quimiocinas e
moléculas de adesdo, mas também regulando a proliferagdo celular, apoptose, morfogénese e
diferenciacéo.

Fonte: Traduzido de TING LIU, 2017.

Tanto na resposta de fase aguda quanto na cronica, mediadores
inflamatérios agem de maneira local ou sistémica, ativando outras células
envolvidas com o processo inflamatério (células endoteliais, fibroblastos e
células do sistema fagocitico mononuclear), ampliando, assim, a resposta inicial
ao agente lesivo. Pode ser verificada a ocorréncia de febre, hipotensao,
leucocitose, caquexia, além de alteracdes no metabolismo de lipidios e
lipoproteinas (aumento dos niveis de triglicérides e da secrecdo de VLDL
(lipoproteina de muito baixa densidade) e supressdo da oxidacdo de acidos
graxos (KUMAR et al., 2004A).

Embora ndo existam critérios diagnosticos especificos, sabe-se que o
estado de inflamacédo cronica subclinica provoca leséo tissular incipiente por
meio da ativacao a longo prazo do sistema imune inato, podendo causarposterior

manifestacdo de doencas crbnicas nado transmissiveis, como as
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cardiovasculares, o diabetes mellitus, a obesidade, o cancer, entre outras. O
mecanismo pelo qual estes mediadores pro-inflamatérios levam & manifestacéo
dessas doencas parece envolver a atenuacdo da atividade insulinica,
mobilizacdo de gorduras, disfungéo endotelial e estresse oxidativo (LAHOZA e
MOSTAZAA, 2007).

3.4 TRATAMENTO DAS DOENCAS CRONICAS

As doencas cronicas causam grande impacto na qualidade de vida da
sociedade, afetando diversos aspectos dos individuos que vao desde a
execucao das suas atividades de vida diaria a fatores como: vida sexual, social,
psicoldgico, bem-estar, imagem corporal, descontentamento com a doenca,
entre outros aspectos. Toda essa problemética precisa ser acompanhada e
monitorada, no intuito de promover um cuidado centrado nessas pessoas e
promover bem-estar dentro do seu contexto de adoecimento. A partir disso, o
Brasil possui programas de controle dessas doencas e atua diariamente no
controle, prevencéo, promogao e recuperacao da populagéao afetada ou em risco
de acometimento dessas condi¢cdes. Usualmente a perspectiva do tratamento
para essas condicdes € medicamentosa e com encorajamento a mudanca do
estilo de vida desses pacientes para habitos de vida mais saudaveis (COSTA et
al., 2021).

Importante destacar que uma iniciativa pouco explorada é o uso de
fitoterapicos na terapéutica desses pacientes, em que a grande maioria dos
tratamentos se voltam ao uso de outros tipos de farmacos, sendo a pratica
fitoterapica ainda pouco utilizada. O Brasil j& possui politicas de encorajamentoao
uso dessa classe, com repasse da Unido para estados e municipios que podem
através de protocolos e processos rigorosos, supervisionados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) produzir esses medicamentos
(BRASIL, 2018). O uso de plantas medicinais e medicamentos que utilizam essas
plantas como base de sua formula possui vasta aceitacdo pelo mundo e tem
comprovacao cientifica de sua efetividade. Além disso os fitoterapicos sao
atrelados fortemente a cultura da populacdo, em que estes possuem
conhecimento sobre o efeito dessas plantas que foram passados entre geragoes,
associando a crenca de cura ou controle de doencas (SOARES et al., 2020).
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E valido acrescentar que a fitoterapia € caracterizada pela prética
terapéutica que faz uso de plantas, seja esta de forma in natura ou proveniente
de preparacBes que extraia os derivados dos vegetais, com 0 processo de
isolamento de seus constituintes ativos, em que a finalidade é a aplicacdo de
carater medicinal (SAAD et al., 2014). A indicacdo do uso de fitoterapicos é
mundial e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) encoraja a utilizacdo de
praticas integrativas e complementares pela populacdo mundial, em que dentre
estas pode-se citar 0 uso de plantas medicinais como praticas de cuidado que
oferecem uma melhora da qualidade de vida de individuos com doencas crbnicas
(WHO, 2019).

3.5 UTILIZACAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES COM NOVAS
TECNOLOGIAS PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS CRONICAS

Considerando que os mercados mundiais de alimentos funcionais
movimentaram globalmente USD 129 bilhGes e esta em franco crescimento, em
2019, foi registado um crescimento de 7%, no Brasil, atingindo vendas de R$ 6,6
bilhdes. O mercado brasileiro corresponde a 30% do mercado latino-americano
de suplementos dietéticos (SAATH, 2018).

Considerando a legislacao brasileira, o desenvolvimento, producédo e
comercializacdo de alimentos com alegacao funcional estd bem estabelecido
pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude. Sempre
gue uma empresa queira fazer este tipo de alegacéo, deve ser submetida a
avaliacdo da ANVISA (Resolugdes 18 e 19/99). Segundo as resolugdes “as
alegacdes de propriedade funcional utilizadas nos chamados “alimentos
funcionais” estdo relacionadas ao papel metabdlico ou fisiolégico que um
nutriente (ex. fibras) ou ndo nutriente (ex. licopeno) tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencéo e outras funcdes no organismo (BRASIL, 2018).

Isso significa que estes alimentos contém ingredientes que podem
auxiliar, por exemplo, na manutencao de niveis saudaveis de triglicerideos, na
protecdo das células contra as espécies reativas, no funcionamento do intestino,
na reducdo da absorcéo do colesterol, no equilibrio da flora intestinal, entre
outros, desde que seu consumo esteja associado a uma alimentacao equilibrada

e habitos de vida saudaveis. E importante ressaltar que as alegacées ndo podem
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fazer referéncia ao tratamento, prevencao ou cura de doengas (SAATH, 2018).

Para que uma substancia seja aprovada em testes de toxicidade, esta nédo
deve ocasionar a morte celular e nem afetar suas funcdes. Desta forma, testes
toxicologicos in vitro compdem a primeira etapa para a avaliacdo da
compatibilidade biolégica de qualquer substancia. Através da avaliacdo de
citotoxicidade, é possivel determinar a concentragdo a ser empregada,
fornecendo informacfes a respeito de eventuais danos celulares, sendo, desta
forma, essencial na fase inicial de desenvolvimento de qualquer produto. Através
destes testes € possivel detectar a ocorréncia de inibicdo do crescimento celular,
lise das células, inflamac&o e apoptose que possam vir a ocorrer nas mesmas
(ARAUJO et al., 2008).

Deste modo, pode ser solicitado junto a ANVISA alegacéo depropriedades
anti-inflamatérias e de auxilio ao sistema imunologico do suplemento
nanotecnoldgico que sera desenvolvido. A base de Guarana (Paullinia cupana),
Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) e Coenzima Q10. Apés a realizacao

dos testes pré-clinicos e demais estudos clinicos.

351 Nanotecnologia

Os avancos da fitoquimica e da fitofarmacologia, bem como das industrias
de suplementos alimentares, permitiram elucidar a composicédo e a atividade
biologica de diversos produtos vegetais medicinais. A eficacia de muitos extratos
medicinais depende do fornecimento de compostos ativos (BAYDA et al., 2019).
Dessa forma o0s ingredientes naturais tornaram-se uma alternativa
ecologicamente importante, que tem gerado inUmeras pesquisas (WANG et al,
2014).

A nanotecnologia vem sendo tratada como um dos principais recursos
para o desenvolvimento cientifico-tecnolégico nas mais diversas areas do
conhecimento. Estas nanoestruturas, aos poucos, come¢am a ser consideradas
como sistemas tecnoldgicos viaveis para incorporacdo de substancias ativas,

resultando no surgimento de novos produtos no mercado (SCHMALTZ,
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SANTOS, GUTERRES, 2005; SANTOS; FIALHO, 2008; GOMES;
FAGAN,

2007). E como alternativa tecnoldgica, tem sido aplicada em varios
campos, tais como biomédico, 6ptico, eletrénico, mecéanico e quimico, assim
como, em bens de consumo, como alimentos (DOAK et al., 2012, WANG et al.,
2022).

Denominam-se nanoparticulas os materiais que pertencam a escala
nanométrica (10°) em todas as suas dimensdes, apresentando tamanhos
situados entre 10 e 1000 nm e diferindo de acordo com a sua composicao
gualitativa e sua organizacdo em nivel molecular (MCTI, 2023). Estes sistemas
nanoparticulados podem ser administrados como adjuvantes transportadores de
farmacos para diagnostico ou aplicacdes terapéuticas, implante de proteses e
ortopedia (HALLEM,2023). Além disso, sdo uma alternativa promissora como
vetores ativos, devido a sua capacidade de liberagcédo de farmacos. Seu tamanho
permite uma maior captacao intracelular do que em outros sistemas particulados.
Também podem melhorar a estabilidade das substancias ativas e ser
biocompativel com o tecido (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010,
WANG et al., 2022).

Devido ao seu grande tamanho molecular, os extratos de plantas
apresentam dificuldade em atravessar as membranas celulares. Desta forma,
podem perder sua eficacia. Nesse sentido, combinar a nanotecnologia pode
auxiliar no processo de protecdo e entrega destes compostos. E por isso que
alguns extratos ndo sdo usados na pratica clinica, desta forma combina-los com
a nanotecnologia pode tornar os extratos vegetais mais potentes. Isso permitiria
gue os pacientes reduzissem a quantidade de um medicamento necessario e
reduzissem os efeitos colaterais. Os tratamentos atuais n&o transportam
adequadamente os ingredientes ativos para a zona de tratamento durante todo
o tratamento. (BONIFACIO et al,2014).

A nanotecnologia tem sido amplamente utilizada, uma vez que o0s
sistemas nanoestruturados podem ser capazes de controlar a estabilidade,
melhorar a solubilidade, biodisponibilidade e controlar a liberacdo de compostos
bioativos (NEVES et al, 2015). Apresenta ser uma abordagem inovadora com
aplicagOes potenciais na investigagdo nutracéutica, uma vez que melhora essas

caracteristicas, além de melhorar a absor¢cdo de compostos bioativos, protegé-
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los contra a degradacéo prematura no organismo e prolongar o seu tempo de
circulacado (CODEVILLA et al, 2015).

As nanoparticulas podem ser transformadas e incorporadas em diversas
formas de dosagem como em liquidos, cremes, sprays, aerossois, podendo ser
administrados por via topica, oral, intravenosa, intranasal, ocular, dentre outras
(KHANI; KEYHANFAR; AMANI, 2016). Quando administrada por via oral, o
tamanho nanomeétrico e sua capacidade de solubilizar compostos bioativos muito
hidrofébicos fornecem um caminho para aumentar drasticamente a taxa de
dissolucdo desses compostos e, subsequentemente, a biodisponibilidade
sistémica esperada (JAMPILEK, et al, 2019).

Neste sentido, a utilizacdo de nanocarreadores visa proteger as
substancias funcionais contra a fotodegradacdo, oxidacdo, condicdes
degradaveis &cidas e/ou alcalinas do organismo e temperatura de
armazenamento (CODEVILLA et al., 2015). Diante dos beneficios e vantagens
gue este tipo de nanocarreador apresenta, pesquisadores investem cada vez
mais na emulsificacdo de substancias antioxidantes como as antocianinas,
quinonas e outros, visando um aumento da estabilidade e biodisponibilidade
destes compostos (CHEN e INBARAJ, 2019).

3.5.2 Coenzima Q10

A coenzima Q10 (CoQ10) é uma quinona lipossolavel e biologicamente
ativa que compreende um anel de benzoquinona com uma cadeia lateral
isoprendide. Quando isolada e caracterizada pela primeira vez esse composto,
ficou estabelecido como principal funcéao transportador de elétrons na cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial, figura 3 (GVOZDJAKOVA, ANNA et al,
2013). Além de sua fungéo principal nas mitocéndrias, a CoQ10 foi descrita como
tendo multiplas funcbes, como acao oxidante na geracdo de sinal da
endomembrana e da membrana plasmatica, e ajudando a controlar a estrutura
da membrana e os status fosfolipidico e pode ser utilizado como um carreador
de compostos sistémicos (LENAZ et al., 1999, LOPEZ-LLUCH et al., 1999).
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Figura 3: Estrutura quimica da CoQ10.

o) CHj CHj

Fonte: Google

Dentre todas as funcdes atribuidas a CoQ10, a mais importante e
relevante de suas acdes é a potente capacidade antioxidante de suas formas
redox coexistentes (ubiquinona, semi-ubiquinona e ubiquinol), que atuam na
membrana mitocondrial, bem como em outras membranas da célula e no plasma
e citoplasma. Essas propriedades antioxidantes na cadeia de transporte de
elétrons aumentam sua eficiéncia no transporte de elétrons, evitando a perda
descontrolada de elétrons, ajudando a reciclar outros antioxidantes, como
vitamina C ou vitamina E, e também atuam diretamente reduzindo e
neutralizando radicais ou oxidantes, sendo capaz de evitar a peroxidacdo de
fosfolipideos, proteger da oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
presentes no plasma e o DNA dos danos oxidativos (GUTIERREZ; MARISCAL,
et al., 2019).

Presumivelmente, a forma reduzida da CoQ10, o ubiquinol, é o agente
ativo envolvido na fungéo antioxidante, portanto as células e tecidos devem ter
mecanismos moleculares pelos quais recuperam sua forma ativa.
Resumidamente, esses mecanismos incluem a acdo da diidroorotato
desidrogenase na membrana mitocondrial interna, que esta envolvida na
biossintese de pirimidina e reduz a ubiquinona pela oxidacédo do dihidroorotato
em orotato e pelo envolvimento da CoQ10 na flavoproteina/elétron transferéncia
de flavoproteina:ubiquinona no sistema oxidoredutase. Aqui, a CoQ10 é mantida
em equilibrio entre suas formas redox fora da mitocondria pela acdo de trés

enzimas: nicotinamida dinucleotideo de adenina reduzido/nicotinamida adenina
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dinucleotideo fosfato (NADH/NADPH), reduzido oxidoredutase, NADH citocromo
b5 redutase e NADPH-coenzima Q redutase (MUNIER-LEHMANN et al, 2015;
WATMOUGH et al, 2010).

A CoQ10 tem uma localizac&o onipresente e esta presente em todas as
membranas da célula. A principal fonte de CoQ10 provém da sua biossintese
enddgena, que ocorre em todos os tecidos de um organismo, embora uma
proporcao menor de CoQ10 deriva de fontes alimentares como vegetais verdes,
peixes, cereais e carne vermelha. Contudo, do ponto de vista clinico, é
importante notar que deficiéncia de producdo enddgena tem sido relatada na
fisiopatologia de diferentes doencas, e que o envelhecimento esta associado a
um grande nivel de deterioracdo (SPINDLER; BEAL; HENCHCLIFFE, 2009).

Kernt e colaboradores em 2010 alegaram que a CoQ10 reduziu de forma
eficaz as EROs ocasionadas pela exposicdo a luz UV em células epiteliais do
cristalino humano, indicando sua capacidade antioxidante. No estudo de
Somayajulu et al. (2005), foi investigado o efeito neuroprotetor da CoQ10, e os
resultados indicaram que o tratamento precoce com a coenzima inibiu a geracao
de ERO e manteve o potencial da membrana mitocondrial durante o ERO. A
CoQ10 €, também, utilizada no tratamento coadjuvante de doencas cardiacas,
como a Insuficiéncia Cardiaca Cronica (SPINDLER; BEAL; HENCHCLIFFE,
20009).

Desde a sua descoberta, muitos estudos demonstraram uma associagao
entre baixos niveis de CoQ10 e diversas patologias e sintomas, podendo a sua
suplementacdo ser coadjuvante em um possivel tratamento. Estudos
demonstram seu potencial na diminuicdo nos niveis de triglicerideos, colesterol
total e LDL (SAHEBKAR et al, 2016), reducéo da presséao arterial (MUSINI et al,
2009), protecdo contra doencas neurodegenerativas principalmente na doenca
de Alzheimer doenca, doenca de Parkinson (YOUNG et al, 2007; BARNHAM et
al, 2004) e na atrofia de multiplos sistemas (NAKAMOTO et al, 2018).

3.5.3 Guarana (Paullinia cupana)
O guarana (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma

planta nativa da regido amazbnica, pertencente a familia Sapindaceae e
conhecida por suas propriedades estimulantes e medicinais. O seu uso
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domeéstico é feito ha muitos anos, sendo que o primeiro registo ocorreu no século
XVII, por um missionario jesuita, que relatou que os indios amazoénicos Sateré-
Mawé consumiam o0 guarand no seu cotidiano, devido a grande energia
proporcionada pela planta, além de seus efeitos na reducédo da febre, dor de
cabeca, diarreia, célica e como diurético (PATRICK et al., 2019; TORRES et al.,
2022).

Figura 4: Guarana (Paullinia cupana), o fruto, arvore e a semente torrada.

Fonte: Imagem cedida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Amazonia
Ocidental (Manaus, AM) - Fotografo Felipe Rosa.

O alto teor de cafeina e outros componentes tornam a semente do
guarana comercial e para utilizacao cientifica. A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é
o constituinte mais notavel do guarana, a qual sao atribuidos muitos dos seus
efeitos, como a propriedade estimulante do sistema nervoso central (SNC). A
concentragéo de cafeina nas sementes varia de 2,5 a 6%, teor mais elevado do
que o encontrado em outras espécies cafeinadas, como o café (Coffea arabica
L.), ch& preto e cha verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze) e a erva-mate (llex
paraguariensis A. St.-Hil.) (ALVES et al., 2019; PATRICK et al., 2019; TORRES
et al., 2022).

Também estdo presentes nas sementes metilxantinas, teobromina (3,7-
dimetilxantina) e teofilina (1,3-dimetilxantina), em menor quantidade (ambas

abaixo de 0,3%). Flavan-3-0is sdo encontrados em quantidades consideraveis,
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com maior prevaléncia de catequina (3%) e epicatequina (2%). Oligbmeros de
flavan-3-6is, conhecidos como proantocianidinas ou taninos condensados,
também compdem as sementes do guarana, com maior predominio das
proantocianidinas B1 e B2, seguidas da A2. Saponinas também foram
identificadas em baixas quantidades (PATRICK et al., 2019; TORRES et al.,
2022).

O guarana (sementes) € amplamente comercializado em todo o mundo,
como componente de uma variedade de produtos, que incluem refrigerantes,
bebidas energéticas, suplementos dietéticos (formulado sozinho ou em
combinacdo, para diversas finalidades, como aumento de energia e
concentracdo, estimulante, suporte para perda de peso, diurético e ténico) e,
ainda, como ingrediente ativo na industria de medicamentos (PATRICK et al.,
2019; TORRES et al., 2022). O guarana esta incluido na lista de constituintes
autorizados para uso em suplementos alimentares, estabelecida pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na Instrucdo Normativa n® 28,
publicada em julho de 2018 (BRASIL, 2018).

Figura 5: Principais componentes do guarana
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Fonte: Google.

Os compostos bioativos do guarana apresentam propriedades bioldgicas
nas quais foram demostradas cientificamente. Estas propriedades incluem
atividades antimutagénica, anticarcinogénica (FUKUMASU; LATORRE;
ZAIDAN-DAGLI, 2011), anti-inflamatoria (KREWER et al, 2014), neuroprotetora
(VELOSO et al., 2018), antioxidante (YONEKURA et al, 2016), antifadigante
(CAMPOS et al., 2011), cardioprotetora e antiobesidade (KREWER et al, 2011B)
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e de melhora do desempenho cognitivo e do humor (HASKELL et al., 2007).
Dentre elas, as de maior interesse neste trabalho e que explicam a escolha do
guarana como um dos constituintes do multissuplemento G-NUT, sdo as suas
propriedades anti-inflamatoria, antioxidante e neuroprotetora.

O extrato hidroalcodlico das sementes de guarana apresentou efeito anti-
inflamatorio na linhagem de células neuronais humanas (SH-SY5Y), expostas ao
metilmercurio, observaram que componentes da matriz quimica do guarana
(cafeina, teobromina e catequina) reduziram os niveis de marcadores oxidativos
e proé-inflamatorios, desencadeados pelo antipsicético ziprasidona, na linhagem
comercial de macréfagos (RAW 264.7). O estudo realizado por Ruchel e
colaboradores (2021) demonstrou o efeito do pé de guarana na reducédo da
inflamacé&o causada pela lipotoxicidade, em ratos Wistar com hiperlipidemia.

Krewer e colaboradores (2014) avaliaram o efeito da suplementacéo do
guarana na modulacao dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-
18, IFN-y) e da citocina anti-inflamatéria IL-10 em protocolos in vitro e in vivo. No
estudo in vitro, células mononucleares do sangue periférico humano foram
expostas ao guarana (5 mg/mL) por 6 horas, enquanto no estudo in vivo, 14
voluntarios saudaveis foram suplementados com a dose diaria de 90 mg de po
de guarana (em capsula), por 14 dias, analisado. Em ambos os protocolos (no
sobrenadante da cultura celular in vitro e nas amostras sanguineas do estudo in
vivo), o guarana modulou positivamente as citocinas associadas ao metabolismo
inflamatorio, diminuindo os niveis das citocinas pro-inflamatorias e aumentando
0s niveis de IL-10.

O extrato etandlico do p6é das sementes de guarana apresentou efeito
antioxidante, com reducao da peroxidacao lipidica, apés dano celular induzido
por citrato férrico de aménio, na linhagem celular de pré-adipécitos 3T3-L1, em
estudo realizado por Basile e colaboradores (2005). Em outro estudo, o extrato
hidroalcodlico do guarana apresentou efeito antioxidante e de reversdo da
toxicidade causada pelo nitroprussiato de sodio, em cultura de fibroblastos
embrionarios (células NIH-3T3) (BITTENCOURT et al., 2013). Machado (2014)
mostrou que o extrato hidroetandlico do guarand diminuiu indicadores de
estresse oxidativo em células-tronco de adipdcitos senescentes, obtidas de

lipoaspirados humanos.



23

Yonekura e colaboradores (2016) conduziram um estudo com 12 com
sobrepeso, que foram submetidos a uma intervencéo de 15 dias com ingestao
diaria de 3 g do p6 de semente de guarana, dissolvidos imediatamente antes do
uso, em 300 mL de agua. Foram realizadas coletas de sangue no primeiro e
altimo dia de intervencao, em jejum e 1 hora pds-dose, e foi avaliado o efeito do
consumo de guarana sobre as catequinas plasmaticas, a atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GPx e os niveis de biomarcadores oxidativos. No
geral, o estudo demonstrou que o guarana reduziu o estresse oxidativo dos
individuos clinicamente saudaveis, por acdo antioxidante direta dos fitoquimicos
absorvidos e pelo aumento da regulacéao das enzimas
antioxidantes/desintoxicantes.

No estudo de Oliveira e colaboradores (2022), mostram que a
neuroprotecdo causada pelo guarand na linhagem de células neuronais
humanas (SH-SY5Y), em que o extrato dimetilsulfoxido do guarana foi capaz de
proteger estas células contra a citotoxicidade induzida por rotenona, e no estudo
de Bittencourt e colaboradores (2013), em que o p6é do guarana preveniu a
agregacéao de B-amiloide, a geragao de produtos finais de glicacdo avancada ea
citotoxicidade induzida por acroleina. O efeito neuroprotetor do extrato
hidroalcodlico do guarana também foi observado sobre as células do cérebro e
do cerebelo de camundongos, expostas a quimioterapica vincristina. O estudo
conduzido por Bittencourt e colaboradores (2013) demonstrou que o extrato do
guarana exerceu efeitos protetores contra a toxicidade induzida pela acroleina
no SNC de ratos Wistar.

354 Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa)

A castanheira do Brasil (Bertholletia excelsa) é uma das arvores- simbolo
da Amazénia devido a sua importancia social, ecolégica e econdmica para a
regido. Milhares de familias de extrativistas e produtores rurais utilizam a
semente da castanheira como importante fonte de renda e alimento. Dentre
derivados da améndoa obtidos estdo: granulado, a “torta” resultante da
prensagem para obtencdo do Oleo, extratos proteicos, biscoitos, farinhas e
bebidas. Por aprexentar um teor médio de 60% de teor lipidico da castanha do

Brasil a extracdo do 6leo tem atraido muito interesse da industria (EMBRAPA,
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2019). Nesse contexto, essa revisao trara aspectos das propriedades relativas

ao 6leo e sua producéo.

Figura 6: Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa), arvore, os ouri¢os e o fruto.

Fonte: Google.

As nozes de arvores estdo presentes em dietas em todo o mundo.
Algumas possuem propriedades clinicas com efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorios e potencialmente antitumorais e melhoram a expectativa de vida do
consumidor (RUSU et al, 2019). Sdo alimentos ricos em calorias, densos em
nutrientes, principalmente devido ao seu alto teor lipideos (40 - 80%)
dependendo de espécies e variedades (MOESTRI et al, 2020).

Dentre as nozes de arvores, a castanha do Brasil € uma matriz complexa,
rica em substancias bioativas, como selénio, a e y-tocoferdis, compostos
fendlicos, folato, magnésio, calcio, proteinas, acidos graxos (AG)
monoinsaturados (MUFA) e acidos graxos poli-insaturados (PUFA). O alto
conteudo de MUFA e PUFA (acidos graxos poli-insaturados) nos alimentos
potencialmente benéfico para a saude cardiovascular, principalmente quando
comparado as dietas ricas em Acidos graxos essenciais, de acordo com as
diretrizes alimentares (COSTA e SILVA et al, 2020). Muitos mecanismos
sugerem que os PUFA tém efeitos na modulacao de vias que podem influenciar
o perfil lipidico. Por exemplo, os PUFA podem diminuir a sintese de lipoproteinas

de muito baixa densidade (VLDL), devido ao maior catabolismo desses AG nos
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peroxissomos e a sua interferéncia nos receptores nucleares. (COSTA & SILVA
et al, 2020).

Oleo da castanha é comumente utilizado como 6leo comestivel, produto
farmacéutico e de cuidados com a pele (GOMES et al, 2019). Com a
diversificacdo de produtos derivados da castanha-do-Brasil, o 6leo pode ser
encontrado no varejo com diversas marcas comerciais. Estudo de Cicero e
colaboradores em 2018, demonstrou que amostras comercializadas de 6leo de
castanha-do-Brasil continha expressiva quantidade de esqualeno, abaixo
somente do azeite de oliva. O esqualeno € o componente mais representativo da
fracdo ndo saponificavel do azeite extravirgem, bem como um de seus
marcadores de qualidade mais relevantes (CICERO et al, 2018).

Por fim, com base nas informacdes a respeito da patogénese das doencas
cronicas e nas propriedades biolégicas do guarana, do 6leo de castanha e da
CoQ10 em um unico suplemento com nanotecnologia, é pressuposto, no
presente estudo, qgue a combinacdo destes compostos no multissuplemento G-
NUT possa proporcionar resultados benéficos no tratamento e na prevencao de
doencas crbnicas, através da atenuacdo dos processos inflamatérios e
oxidativos. Porém, antes de ser testado em humanos, é necessario esse tipo de

estudo para analisar a seguranca do G-NUT.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ARTIGO (MANUSCRITO SUBMETIDO)

Este artigo foi submetido na revista Food and Chemical Toxicology e a
metodologia empregada esta descrita na integra, a partir da pagina 27 desta

dissertacéo.
5 RESULTADOS

Os resultados estédo descritos na forma de manuscrito, submetido para a
revista Food and Chemical Toxicology, fator de impacto 5.5, Qualis Capes A2 no
guadriénio 2017- 2020. Estdo descritos na integra, a partir da pagina 27 desta
dissetacdo. A formatacdo do manuscrito esta conforme o guia de autores da

revista.
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Abstract

Introduction: Aging are associated with chronic oxidative and inflammatory
states, that potentially could be attenuated by consumption of supplements with
new technologies based on Amazonian biodiversity. Aim: The present
investigation described and characterized a nano supplement based on
coenzyme Q10 containing guarana (Paullinia cupana) and Brazil nuts (Bertholetia
excelsa) (G-NUT), with potential use for mitigating oxy-inflammatory conditions.
Methods: O G-Nut was obtained by emulsification technique. Nanosupplement
was produced at 1:1 ratio of guarana powder, Brazil nut oil and 10% CoQ10, and
chemically characterized by high-resolution mass spectrometry (HRMS) method.
Additional in vitro and in vivo assays that tested safety and functional markers of
G-NUT on human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) cultures and in
immune cells (coelomocytes) of Californian red earthworms (Eisenia fetida). The
tested concentrations of G-Nut and the free supplement in cell culture were in the
range of 0.25-3 mg/mL. Results: G-NUT was obtained containing theobromine,
theophylline, caffeine, selenium and coenzyme Q10 as main bioactive molecules.
G-NUT did not induce cytotoxic events on PBMC cells, triggering down-regulation
in the expression of apoptotic (Caspases 3 and 8) genes, reduction in lipid and
protein oxidation levels and lowering effect on levels of pro-inflammatory
cytokines. In the red worm model, G-NUT did not cause mortality inducing more
efficient immune response when coelomocytes were exposed a dead yeast.
Conclusion: G-NUT nanotechnological provided a better response than the free

formula supplement, and both are safe to begin testing in humans.

Keywords: Nanoparticle; Paullinia cupana; Coenzyme Q10; Bertholletia excelsa;

oxy-inflammatory.
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1. Introduction

Aging, and non-communicable chronic diseases (NCDs) are associated
with chronic oxidative and inflammatory states, contributing to the development
of clinical symptoms. Therefore, a reduction in oxidative stress and chronic
inflammation can be relevant for attenuating and delaying the progression of
chronic diseases and controlling clinical symptoms. The treatment of chronic
diseases generally involves a multidisciplinary approach and can vary depending
on the type of disease and the severity of symptoms. These treatments range
from lifestyle changes to the use of drugs to minimize symptoms to physical and
rehabilitation therapies, among others and are treatments that need to be
continuous (He et al., 2015; Pérez-Torres et al., 2017).

Evidence suggested that diet plays a crucial role in modulating oxidative
inflammation in the body. Some foods and dietary patterns have been associated
with promoting oxidative inflammation, while others have antioxidant and anti-
inflammatory effects. Some foods have been tested for reducing oxidative stress
and inflammation in other clinical conditions (HU, 2002; Assmann et al., 2021,
Pitsavos et al., 2007). This is the case of several fruits used in the Amazonian
diet, such as guarana (Paullinia cupana) and Brazilian nut (Bertholetia excelsa).
Guarana seed toasted presents highest concentration of xanthines (especially
caffeine) and catechins (Da Costa et al., 2014; Veloso et al., 2018; Yonekura et
al., 2016) been safe for human consumption (Patrick et al., 2019). Brazil nut is a
fruit richest in selenium and fatty acids such as omega 3, 6, and 9 with clinical
properties with antioxidant, anti-inflammatory, and potentially antitumor effects,
and it improves the consumer's life expectancy (Rusu et al., 2019; Hou et al.,
2021; Quitian-Useche et al., 2021).

Teixeira and colleagues' study found that a multi-component formulation
based on guarana, L-carnitine, and selenium demonstrated an oxi-inflammatory
effect (Teixeira et al., 2021; Teixeira et al., 2023). Therefore, it is suggested that
the use of multiple compounds associated with nanotechnology, as an important
means of improving the incorporation of active substances, the stability of these
substances, and their better bioavailability in tissues and cells (Mora-Huertas et
al., 2010; Schmaltz et al., 2005; Santos et al., 2008; Gomes and Fagan, 2007),
may be more effective in attenuating chronic oxidative and inflammatory

processes.
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The collective results indicated that, particularly guarana and Brazil nut
could be utilized for the development of nano formulations to be potentially used
by the older adults or patients with (NCDs) associated to chronic oxi-inflammatory
conditions. Therefore, the present investigation describes the development of a
nano supplement (G-Nut) produced with guarana, Brazil nut oil and coenzyme
Q10, Gutierrez-Mariscal et al., 2019; Madamanchi and Runge, 2007).
Furthermore, G-Nut potential safety and functional indicators were tested using
human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and Californian red

earthworms (Eisenia fetida) as in vitro and in vivo experimental models.

2. Material and methods

2.1 Development and identificacion of G-Nut and experimental design

The first stage of the study involved the development of G-Nut using
guarana powder obtained directly from Embrapa Amazénica Ocidental in Maués,
AM, and Brazil nuts purchased at the municipal market in Manaus-AM. The nut
oil was produced as described by Kluczkovsk et al 2021. Initially, the nuts were
cleaned with 70% alcohol, and then 1000 mg of fresh Brazil nuts were extracted
in 200 mL of hexane. The extraction method used was the Soxhlet extraction, in
which the samples were extracted with a nonpolar solvent using the steam
distillation technique with a boiling point of up to 70°C. An increase in this
temperature can be responsible for the formation of free fatty acids (FFAs) due
to the breaking of bonds between FFAs and glycerol. The total concentration of
Brazil nut oil was 5 mg/mL. To reduce the size of this supplement to the
nanoscale, the emulsification technigue was employed in the presence of a
nanocarrier containing coenzyme Q10 (CoQ10) at a concentration of 50 mg/mL,
and 10 nm thickness, commercially obtained from Herbamed Nutraceutical
Laboratory Ltda (Sao Paulo, Brazil).

To develop the nanosupplement, a 1:1 ratio of guarana powder, Brazil nut
oil (50 mg/50 mg) and 10% CoQ10 (5mg) were used, resulting in a final
concentration of approximately 100 mg/mL of supplement. G-Nut was developed
using the emulsification technique described by Capek, (2004). The components

(guarana, Brazil nut, and CoQ10) were placed in hexane solution and stirred in
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ultrasonic equipment with heating for 2 hours.

The solution was then filtered through a simple white filter membrane
(Durapore, 0.22 um, 47 mm) using abundant distilled water abundantly. After
filtration, the solution underwent the lyophilization process to dehydrate the
product. Once the lyophilization process was completed, the G-Nut powder was
placed in amber containers and stored, protected from direct light at a
temperature of -8°C. A control extract without the nanocarrier was used to
compare the effectiveness of the nanotechnology supplement. This was prepared
using the same emulsification technique but containing only 50 mg of guarana
and 50 mg of Brazil nut oil.

For the characterization of G-Nut, high-resolution mass spectrometry
(HRMS) was used to provide a comparative analysis of the results obtained with
the nanostructure compound and the non-nanostructured compound, an XEVO
G2 Q-TOF time-of-flight mass spectrometer (Waters, Milford, MA, USA) was
employed for HRMS analysis. The samples were solubilized in a 1:1 mixture of
acetonitrile and methanol, producing a heterogeneous mixture. Subsequently,
the liquid portion was diluted in a 1:1 mixture of acetonitrile and H>O with 0.1%
formic acid. The solutions obtained in this manner were analyzed through direct
infusion with electrospray ionization in positive mode (ESI+). Control and data
acquisition were performed using Mass Lynx V 4.1 software (Beltran et al., 2013).
The second phase involved an experimental in vitro and in vivo study to assess
the safety and efficacy of G-Nut. For the in vitro protocol, samples of human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from healthy volunteers
were exposed to different concentrations of G-Nut (3, 2.25, 1.75, 0.75, and 0.25
mg/mL). During this phase, safety indicators (cytotoxicity and cell apoptosis)
and efficacy indicators (potential anti-inflammatory and antioxidant effects) of
G-Nut were evaluated compared to the extract without the presence of the carrier.

The in vivo study was conducted using the experimental animal model of
Eisenia fetid. It's important to note that, as invertebrate animals, earthworms do
not have an ethics committee, as stipulated in Brazil. Nevertheless, in adherence
to ethical guidelines for animal research, all experiments were carried out
following the European Guidelines for Animal Experimentation (2010) (European
Parliament and the Council of the European Union, 2010). Furthermore, the

experimental assays were conducted in accordance with prior studies (Alves et
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al., 2019; Jung et al., 2021; Teixeira et al., 2021). The analysis in this model
focused on mortality indicators and immune system immunomodulators provided

by the G-Nut supplement in comparison to the extract without the carrier.

2.2. In vitro protocol-based experiment with human leucocytes

The procedures used in this study adhered to the ethical principles of the
Declaration of Helsinki and its subsequent amendments. The potential toxicity
and efficacy of G-Nut were assessed in samples of human peripheral blood
mononuclear cells obtained from four healthy adult non-smoking volunteers with
an age of (26 = 6 years and processed as previously described by Teixeira et al.,
2021. Blood donors participated in a project investigating the biological properties
of supplements containing Amazonian fruits, which was approved by the Ethics
Committee (CAE 0146.0.243.000-07) at the Federal University of Santa Maria-
UFSM.

Blood samples (20 mL) were collected via venous puncture using
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) vials and then transferred to tubes
containing Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich - 10771) for density gradient cell
separation (2:1). The tubes were centrifuged for 20 minutes at 252xg, and the
mononuclear cells were collected, transferred to a new tube, washed once with

14 mL of PBS (pH 7.4), and centrifuged again (10 minutes at 252xg). The
mononuclear cells were transferred to 1 mL of RPMI 1640 culture medium
containing 10% fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin/streptomycin, and 1%
amphotericin B at a final concentration of 1 x 105 cells/mL. The cells were
distributed in 6 or 96-well plates, depending on the test, and were incubated at
37 °C, 5% CO2, and under controlled humidity conditions for 24 hours before
conducting the experiments (Teixeira et al., 2021). These cells were treated for
24 hours with different concentrations of the G-Nut supplement and the carrier-

free extract for cytotoxicity, apoptotic, and oxidative marker analysis.
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Inflammatory analyses were also performed under the same initial
conditions of cell collection and cultivation, where PBMCs were activated by
exposure to phytohemagglutinin (125 pg/mL), which is a natural antigen that
triggers an inflammatory response in these cells. Simultaneously, these cells
were exposed to different concentrations of G-Nut and the carrier-free extract to
assess their anti-inflammatory effect after 72 hours of exposure by analyzing the
levels of pro-inflammatory cytokines IL-18 and TNF-a, as well as the anti-
inflammatory cytokine IL-10 (Teixeira et al., 2021). All analyses were conducted

in independent triplicates with a minimum of three repetitions.

2.2.1 Laboratory Analysis

Cytotoxicity analysis was performed by assessing the cytotoxicity of G-Nut
and carrier-free extracts using the MTT assay, as described by Assmann and
colleagues. This assay evaluates cell viability through the reagent 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) at a concentration
of 5 mg/mL, diluted in phosphate buffer at pH 7.4. MTT has the ability to enter
mitochondria, forming intracellular formazan crystals with a blue/purple coloration
(Assmann et al., 2018).

Cell apoptosis evaluation was performed by analyzing the geneexpression
of Bcl-2 associated with BAX and caspases (CASP 3 and 8), which were
modulated by G-Nut in human leukocytes. This analysis was conducted using
real-time polymerase chain reaction (gRT-PCR). In summary, after the
treatments, cellular RNA was extracted using Trizol® reagent (Thermo Fisher-
15586026). Subsequently, the RNA was quantified using a NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer System® (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) and
converted to cDNA using the QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen-
205311). Gene expression analysis in real-time was carried out using SYBR®
Green Master Mix and 1 uM of each specific primer, in the Rotor Gene 5 plex
instrument (Qiagen-Germany). The thermocycling conditions were as follows: 5
minutes at 95°C, followed by 40 cycles of 5 seconds at 95°C and 30 seconds at
60°C. A melt curve was generated from 50°C to 90°C in 1°C increments every 5
seconds. The beta-actin gene was used as the housekeeping gene, and the
primer sequences used were: beta-actin 5 TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA 3' and
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3 TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA 5; BAX §
CCCTTTTCTACTTTGCCAGCAA 3 and 3' CCCGGAGGAAGTCCAATGT 5;
BCL-2 5 GAGGATTGTGGCCTTCTTTGAGT 3 and 3
AGTCATCCACAGGATGT 5'; CASP 3 5 TTTGAGCCTGAGCAGAGACATG 3
and 3 TACCAGTGCGTATGGAGAAATGG 5 ; CAspP 8 5
AAGGAGCTGCTCTTCCGAATT 3 and 3 CCCTGCCTGGTGTCTGAAGT 5
(Azzolin et al., 2017).

The analysis of inflammatory markers, including the cytokines IL-1a,
TNFa, and IL-10, was conducted according to the manufacturer's instructions for
the Quantikine Human Caspase Immunoassay kit (Thermo Fisher Scientific,
USA), using the immunoassay ELISA test.

The oxidative markers were analyzed by determining the levels of nitric
oxide (NO), measured indirectly through spectrophotometry detection of organic
nitrite in the sample using the Griess Reagent, as per (Choi et al., 2012).
Evaluation of lipid peroxidation, based on the spectrophotometry TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances) technique, following the methodology
described by (Jentzsch et al., 1996) and analysis of protein carbonylation, used
for the detection and quantification of protein oxidation, following (Levine et al.,
1994).

2.3. Red earthworm protocol-based experiment

231 Cultivation conditions

This protocol was carried out using the Eisenia fetida model. The
earthworms were raised following procedures similar to those described in
previous studies conducted by our research group (Alves et al., 2019; Jung et al.,
2021; Teixeira et al., 2021; Mastella et al., 2023). In summary, approximately 200
animals were commercially acquired and then transferred and acclimated at the
Research, Teaching, and Technological Development Center (Gerontec) of the
Open University for the Third Age (FUNATI) in Manaus, Amazonas. During the
acclimation period, which lasted for 7 days, the animals were kept under
controlled conditions of temperature (20°C = 1°C) and humidity (~80%) in

commercially sourced soil free of xenobiotics and other invertebrates in a 1:1 ratio
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of soil to humus. Prior to the start of the experiments, the earthworms were placed
in polystyrene containers (18.5 cm x 18.5 cm x 6.5 cm), protected from light, and
kept on damp paper (~90%) with water for approximately 4 hours for external
cleaning and cleaning of the gastrointestinal tract. All experiments were

conducted in triplicate and used clitellate animals.

2.3.2 Preparation of treatments

The acute assays (up to 3 days of exposure) were conducted following the
guidelines recommended by the OECD (Organization for Economic Co-operation
and Development) (OECD, 1984), and as previously described by Mastella and
colleagues (Mastella et al., 2023). In summary, acrylic Petri dishes were prepared
in advance, with labeling and lining, both on the lid and on the dish itself,and filter
paper with a porosity of 14 um corresponding to the circumference of the dish so
that the fit between the paper and the dish was precise. Then, 1 mL of solutions
containing the nanostructure formulations (G-Nut) and the freeformulation were
added to each filter paper, totaling 2 mL per dish. Earthworms were recognized
as ecotoxicity models due to their high sensitivity. Therefore, this procedure is
essential since earthworms are extremely sensitive to changes in the
environment. The prior drying of the treatment and its impregnation on thefilter
paper ensure that the coelom is not eliminated immediately. After the papershad
dried, they were moistened with LBSS (Lumbricus Balanced Salt Solution) inthe
same volume used during impregnation. The earthworms were then added tothe
dishes (n = 3 per dish) in triplicate and kept for 24 hours, 48 hours, and 72 hours
to assess mortality in response to exposure to G-Nut and the free formulation,

with a total exposure period of 72 hours for the tests.

2.3.3 Extraction of coelomocytes and carrying out laboratory analyzes

The coelomic fluid is primarily composed of amoebocytes and eleocytes,
cells present in the coelomic fluid. Earthworms eliminate coelomic fluid in
response to harmful environments as a defense mechanism, which can serve as
a means to neutralize harmful molecules and microorganisms (Mastella et al.,

2023). Ethyl ether is a volatile and irritating compound that, upon contact with the
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earthworms, triggers the extrusion of coelomic cells in the animals, allowing the
assessment of cytofunctional markers and immune metabolism, either in the cells
themselves or in the supernatant.

The toxicity analyses were conducted using the neutral red uptake assay,
performed as described by Reppeto and colleagues (2008) with some
adaptations as recommended by Mastella and colleagues (2023). In summary, a
portion of the sample (n=3) was transferred to 15 mL Falcon tubes previously
labeled and containing 1 mL of LBSS solution supplemented with 5 mM EDTA to
prevent coelomic cell aggregation. In response to extrusion, coelomic cellsquickly
initiate the process of forming extracellular traps (eNETS) to neutralize harmful
particles present in the environment. The use of EDTA prevents this event. Then,
the Falcon tubes were sealed with cotton and immersed in 2 mL ofethyl ether for
a total exposure of 2 minutes. After removing the cotton and the animals, they
were immediately euthanized with 70% alcohol. The coelomic fluidobtained was
centrifuged for 10 minutes at 1500 rpm. After extraction and centrifugation, the
coelomic cell pellet was suspended in LBSS, and 100 yuL wereadded to 96-well
plates in triplicate. Subsequently, 100 pL of Neutral Red reagent(concentration of
50 pug/mL) was added, and the plate was covered with aluminumfoil and incubated
for 3 hours at 37°C.

After the incubation period, the supernatant was gently removed to avoid
disturbing the cell layer. Then, 100 uL of the desorption solution (ethanol, distilled
water, and acetic acid — 5:4:1) were added, and the measurement was carried
out using an ELISA plate reader (DR-200BS-NM-BI, Kasuaki) at a wavelength of
550 nm.

To assess the immune metabolism and the ability to form eNETSs, a
solution containing inactivated Saccharomyces cerevisiae yeast was prepared.
Then, for a final volume of 2 mL, 40 uL of inactivated yeast was added to RPMI
1640 medium. Yeast-free solutions were also prepared. The preparation of these
solutions was carried out in separate 2 mL Eppendorf tubes for each treatment.
The animals were then rinsed with distilled water, and excess water was
removed. Afterward, the worms were placed in 6-well plates with one animal per
well, totaling 3 wells per treatment to maintain the analysis in triplicate. The lid of
each plate was covered with cotton and impregnated with 2 mL of ether. The

worms were exposed to the plate sealed with ether for 1 minute, allowing the
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extrusion of the celom directly into the well. Immediately after exposure, the
animals were removed and euthanized with 70% alcohol.

The treatment solution of RPMI 1640 medium, previously prepared or not,
was gently poured into the wells to a final volume of 2 mL. The plates were
incubated for 2 hours at 25°C. Afterward, the supernatant was gently removed,
and staining was performed using the Panotic Kit, with a final wash using distilled
water (1 mL for all steps). The plates were air-dried overnight. Once dried, the
plates were examined under an inverted microscope at 4x magnification. The final
product of eNETSs is the formation of a component known as the brown body (BB).

BBs are structures containing extracellular nucleic material entwined with
the particles that triggered the celomic extrusion response. Subsequently, these
bodies undergo a process of melanization, detach, and begin to float in the
environment. In the animal's body, they are located in the posterior region of the
body, where, eventually, the autotomy process (voluntary tail excision) will occur
(Mastella et al., 2023).

The wells were divided into five quadrants, four lateral and one central, so
that a single photograph was captured in each of them. To assess the efficiency
of immune metabolism, it was chosen to use only plates containing inactivated
yeast due to the greater intensity of CM formation and, consequently, the immune
response. Thus, after capturing the quadrants in each well, the images were
transferred to ImageJ software version 1.46j (National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, USA), which allows manual measurements. The area
configuration was designed according to the microphotograph's own scale (um),
followed by the adoption of an 8-bit grayscale, with subsequent binary
classification by thresholding.

The manual identification of the brown bodies was performed, and the total
area will be measured in umz2. Although pixel classification is also possible, the
average of the area from the five microphotographs was used, as the efficiency
of immune metabolism in each treatment can increase or decrease the speed,
and thus the size, of brown body formation. Thus, manual counting was
performed only on fully formed BBs, and initial or intermediate processes that

make up eNETs and not BBs were not considered in the count.
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2.4 Statistical analysis

For the in vitro and in vivo analyses, GraphPad Prism software (version
8.02, 2019) was used. All data were compared to the control treatment and
considered statistically significant when p < 0.05. Two-way ANOVA followed by
Dunnett's post hoc test and Tukey's post hoc test were used for the analyses.

3. Results

3.1  Analysis and Identification of G-Nut and Free Formula

Using the high-resolution mass spectrometry (HRMS) method, it was
possible to identify 13 compounds in the G-Nut supplement, composed of
(guarana powder, Brazil nut oil and the transport coenzyme Q10, and 25
compounds in the formula free, which is composed of (Quarana powder and Brazil
nut oil), as shown in Figure 1A and 1B. This demonstrates the ability of the
nanotechnological supplement to group compounds, thus reducing the size of the
molecule. In tables 1A and 1B, we identify the main compounds detected in G-
Nut (theobromine, theophylline, caffeine, based on the patent (PIANOWSKI, Luiz
Francisco;CALIXTO, Jodo Batista;GIGLIO, Auro Del. WO 2012/129629 A1,2012)
selenium and coenzyme Q10), and in the formula free the same compounds were
present, except coenzyme Q10.

Freem Form

G-Nut

45117

Figure 1: Identification of compounds by HRMS of G-Nut and the free formula.
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Table 1A: The main bioactive compounds present in G-Nut and in free form.

Compounds

G-Nut [M]+ £SE

Free Form [M]+ +SE

Theobromine and
theophylline (C7HsN402)

181,0726 +2,2 ppm

181,0726 +2,2 ppm

Caffeine (CsH10N4O2)

195,0882 -1,0 ppm

195,0882 -1,0 ppm

Coenzyme Q10 (CsoHa0O4)

863,6917 -1,0 ppm

NI

Benzoic Acid (C7HsOz)

121,0283 -5,79 ppm

121,0283 - -5,79ppm

Lauric Acid (C12H2402)

199,1712 +7,02 ppm

199,1712 — +7,02 ppm

Myristic Acid (C14H2802) 227,2014 +1,32 ppm 227,2014 +1,32 ppm
Palmitoleic Acid (C1sHz00z2) 253,2158 +1,32 ppm 253,2158 +1,32 ppm
Palmitic Acid (C16H3202) 255,2323 -0,40 ppm 255,2323 -0,40 ppm

Linoleic Acid (C1sHz202)

279,2326 +0,72 ppm

279,2326 +0,72 ppm

Oleic Acid (C18H3402)

281,2470 -3,55 ppm

281,2470 -3,55 ppm

Stearic Acid (C18Hz602)

283,2652 +5,29 ppm

283,2652 +5,29 ppm

Catechin and/or Epicatechin
(C15H140¢)

289,0707 -1,72 ppm

289,0707 -1,72 ppm

Sucrose (C12H22011)

341,1067 -4,98 ppm

341,1067 -4,98 ppm

* NI-Not identified

Table 1B: Amount of selenium present in the samples (G-Nut and free formula).

Sample Selenium
Free Form <9.4 ug/g
G-Nut <9.4 uglg

3.2

Oxidative Markers

Effect of G-Nut

on Leukocyte

Cytotoxicity, Apoptosis, and

The effect of different concentrations of G-Nut and the free formula on the

cytotoxicity and apoptosis of peripheral blood mononuclear cells in humans was
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assessed. As seen in Figure 2A and B, regardless of the concentration, both in
the free formula and G-Nut, there was no decrease in cell viability. Furthermore,
all concentrations of G-Nut showed a downregulation in the gene expression of
caspases 3 and 8 compared to the control. In the BAX/Bcl-2 ratio (Figure 2C),
there was no significant alteration. Microscopy (Figure 2D) demonstrates that G-
Nut did not trigger extensive cell mortality at any of its concentrations.

The effect of G-Nut on oxidative markers was also analyzed. The higher
concentrations of G-Nut (3, 2.25, and 1.5 mg/mL) led to a decrease in nitric oxide
levels in the cells (Figure 3A). All concentrations of G-Nut reduced protein
carbonylation levels (Figure 3B), while lipid peroxidation levels decreased at

intermediate and lower concentrations (Figure 3C).
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Figure 2: Effect of G-Nut multi-supplement based on guarana, Brazil nut oil and coenzyme Q10
in different concentrations on the viability of PBMCs. Viability in PBMCs exposed to the
supplement-free formula (A), PBMCs exposed to G-Nut (B). Expression of apoptotic genes in
PBMCs exposed to G-Nut (C). Microscopic analysis of PBMC cell viability against G-Nut. The
results are described as mean percentage of control + standard deviation (SD). Statistical
comparison was performed by analysis of variance followed by Tukey's post hoc test. Different
asterisks identified significant differences at p < 0.05 between treatments. The assays were
performed in triplicate.
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Figure 3: Effect of the G-Nut multi-supplement based on guarana, Brazil nut oil and coenzyme
Q10 in different concentrations on oxidative stress in nitric oxide (A), protein carbolination (B) and
lipoperoxidation (C). The results are described as mean percentage of control + standard
deviation (SD). Statistical comparison was performed by analysis of variance followed by Tukey's
post hoc test. Different letters identified significant differences at p < 0.05 between treatments.

The assays were performed in triplicate.

3.3 Effect of G-Nut on Leukocyte Inflammatory Profile

In Figure 4, the levels of the pro-inflammatory cytokines IL-18 and TNF-a
are significantly elevated in the PHA-treated group compared to the control group.
However, they decreased significantly at all G-Nut concentrations compared to
the PHA-treated group, with the free formula showing a concentration-dependent
decrease. For IL-10, there was a decrease in the PHA group compared to the

control. However, at concentrations of 1.5 and 0.25 mg/mL of G-Nut, there was
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an increase in relation to PHA, while in the free formula, this increase occurred at

all concentrations. Evidence of the inflammatory model can be seen in Figure4D

with the elongation and clustering of PHA-treated cells compared to control.
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Figure 4: Effect of the G-Nut multi-supplement based on guarana, Brazil nut oil and coenzyme Q
10 in different concentrations on inflammatory markers. Interleukin IL-18 (A), TNF-a (B), IL-10

(C). Cell scattering image: control and PHA (D). The results are described as mean + standard
deviation (SD). Statistical comparison was performed by analysis of variance followed by Tukey's
post hoc test. Different letters identified significant differences at p < 0.05 between treatments.

The assays were performed in triplicate.

3.4  Effects of G-Nut on the Toxicity and Immunomodulation of Red

Earthworms

Overall, G-Nut did not induce an increase in earthworm mortality after 24,
48, and 72 hours of exposure compared to the control. The mortality protocol
aims to verify the percentage of surviving animals during the total exposure period
(72h).

The evaluation of lysosomal activity in coelomocytes after 72 hours of
exposure to the G-Nut nanoformulation and the free formula was carried out. The
viability of coelomocytes was assessed using the red neutrophil staining assay
after coelom extrusion using ether exposure, reflecting their metabolic activity and
membrane integrity. Results show that both G-Nut and the free extract formula

did not decrease the viability/metabolism of red earthworm neutrophils (Figure 5).
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Figure 5: Evaluation of coelomocytes lisossomic activity after 72-hour exposure to G-Nut
nanoformulation and free formulation (Free form.) in a 5-point concentration-effect curve.
Earthworms were exposed to concentrations of 3, 2.25, 1.5, 0.75, and 0.25 mg/mL. The LBSS
(Lumbricus Balanced Salt Solution) buffer exposition was used as the control. Coelomocytes

viability was assessed using the neutrophil red stain assay after extrusion using ether exposition.
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The neutrophil red stain assay measures the uptake and retention of neutral red dye by
neutrophils, reflecting their metabolic activity and membrane integrity. The results from this assay
provide insights into the effects of G-Nut nanoformulation on neutrophil viability compared to the
free formulation and the control. Statistical comparison was performed by analysis of variance
followed by Tukey's post hoc test. Different letters identified significant differences at p < 0.05

between treatments. The assays were performed in triplicate.

Microscopic analysis of coelomocytes exposed to inactivated yeasts and
treated with different concentrations of G-Nut and the free formula revealed
various stages of cell clustering, culminating in the formation of brown bodies (BB)
(Fig. 6A, 6B). In the microphotographs, it was possible to identify more extensive
trap formation of NETs in the coelomic fluid obtained from earthworms treated

with G-Nut and the free formula than in the controls (Figure 6C).
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Figure 6: Analysis of the efficiency of immune metabolism in Ensenia fetida earthworms via the
formation of brown bodies (CM) in um after exposure to inactivated yeast (Saccharomyces
cerevisiae). (A) Area of BB formation in percentage compared to the control treatment (LBSS)
calculated through the average of microphotographs evaluated in 5 five quadrants (4x
magnification). Two-way ANOVA was used to test the null hypothesis that there are no significant
differences in the means of the dependent variables between the groups, followed by Tukey's
post hoc test to determine which groups are different from each other. Different letters represent
statistical differences when p < 0.05. (B) Microphotograph of the control group undergoing CM

formation through the formation of extracellular traps (eNETS) stained via the Pandtica kit (4x
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magnification). Brown Arrow: initial CM formation via eNET. Black arrow: advanced CM training.
(C) Microphotographs of the quadrants evaluated to calculate the CM formation area at different
concentrations (0.25, 0.75, 1.5, 2.25 and 3 mg/mL) in nanoformulation (G-Nut) and free
compounds (Free form.). Despite staining via the Panética kit, an 8-bit gray scale was adopted,
followed by binary classification by thresholding, which allows the correct identification of CM and

their margins via manual measurement in ImageJ software.

4. Discussion

In this study, we investigated the safety and efficacy of a nanotechnology
supplement called G-Nut using in vitro and in vivo experimental protocols.

The results showed that the G-Nut supplement and its free formula, without
the nanocarrier, provided a daily dose of each of its components that was lower
than the recommended intake doses by regulatory agencies for this type of
supplementation in Brazil. For instance, the recommended daily dose for guarana
ranges from 100 to 500 mg/day; for Brazil nuts, we considered the daily dose of
its major component, selenium, to be from 30 to 55 pg/day, and for the CoQ10
carrier, the recommended dose is 50 mg/day (Anvisa, 2020). Considering that G-
Nut and the free formula we developed contained approximately 100 mg/mL, with
50 mg of guarana and 50 mg of Brazil nut oil, resulting in a selenium content of

9.4 pg and a minimum concentration of 0.5 mg of CoQ10. Studies show
that the mini concentrations used to achieve these effects is 300-500 mg (Hou et
al., 2023). This is kept that the effects presented by G-NUT are from the
supplementation of Guarana and Brazil nuts and coenzyme Q10 being only one
nanocarreador.

Based on these findings, the results demonstrate that G-Nut did not exhibit
cytotoxicity in leukocytes and did not cause mortality in the red earthworm model.
Even at low concentrations, it positively modulated the oxidative and immune
metabolism of PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) and immune cells in
the red earthworms.

The cytotoxicity tests were initially conducted on PBMCs because the
components of G-Nut circulate in the plasma after absorption, and they are in
direct contact with all blood cells, especially with PBMCs, which are key cells in
our immune system. This experimental model has been mainly used to test the

effects of nutritional elements on the environment (Algarve et al., 2013, Teixeira
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etal., 2021, Alves et al., 2019). Although we tested lower concentrations than the
recommended concentrations for each individual compound within G-Nut, it's
worth considering that it is a nanoparticulate compound. This means its molecules
are reduced to nanoscale sizes, enhancing absorption and bioavailability
compared to non-nanopatrticulate compounds (Carluccl, 2009).1t's also important
to note that the compounds are not isolated but in combination, which can result
in a synergistic toxic effect. However, we observed that the multivitamin
supplement did not induce cytotoxicity or apoptosis in the tested cells, making it
safe to consider.

It's worth noting that the multivitamin supplement G-Nut demonstrated a
protective effect against the formation of reactive species that can damage cell
lipid and protein membranes, as well as DNA. The results show that G-Nut was
able to reduce the levels of thiobarbituric acid, protein carbonylation, and the
formation of nitric oxide radicals. This protective effect can be associated with the
antioxidant properties of the compounds in G-Nut. This aligns with previous
studies that demonstrate the antioxidant action of guarana (Peixoto et al., 2017,
Okwudili et al., 2017; Bittencourt et al.; 2013, Yonekura eta |., 2016). Brazil nuts
(Kume et al., 2021; Strunz et al., 2008; Ibiapina et al., 2022).

To verify whether G-Nut exhibited anti-inflammatory activities, two
experimental protocols were conducted, one with PBMCs and the other with the
immune cells of red earthworms. The results showed that the multivitamin
supplement had the ability to reduce pro-inflammatory cytokines like IL-13 and
TNF-a and also positively modulated the anti-inflammatory cytokine IL-10. In the
in vivo assay using red earthworms, it was also indicated that both the
nanoparticulate and free forms of the supplement induced a strong immune
response when exposed to inactivated yeast cells. There was an increase in BB
compared to the control and an increase in the formation of NETs in all
concentrations of the multivitamin supplement compared to the control. This
formation of NETs also occurs with human neutrophils, as described by Alves et
al., 2019, which showed that caffeine-containing beverages can enhance the
efficiency of the inflammatory process through the response of mononuclear and
granulocytic cells in red earthworms. This contribution appears to create a kind
of "immune reserve" that, in the presence of antigens, can produce a more

efficient immune response against pathogenic infections.
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It's important to note that the experiment conducted with red earthworms
here was different from the one carried out by Teixeira et al., 2021. Their study
showed that the presence of a multivitamin supplement based on guarana, L-
carnitine, and selenium in high concentrations caused an increase in BBs and
NETs even without cells being exposed to an antigen, indicating that at high
doses, this supplement had a pro-inflammatory effect (Teixeira et al., 2021).

Indeed, several studies have demonstrated the anti-inflammatory activity
of bioactive compounds from plants such as acai (De Souza et al.,, 2022,
Fernandes et al., 2021), tucuma (Cabral et al., 2020), Brazil nuts (Colpo et al.,
2014), camu camu (Inoue et al., 2008), guarana (Maldaner et al., 2019;
Tseuguem et al., 2019) buriti (Amorim et al., 2021), cocoa (Roman et al., 2019),
cupuacu (Taylor et al., 2016), and others. This anti-inflammatory activity is often
associated with compounds like flavonoids, anthocyanins, alkaloids, xanthines,
methylxanthines, and various other compounds (Maleki et al., 2019; tysiak et al.,
2022; Li et al., 2021; Smelcerovic et al., 2015).

These results, along with other studies, highlight the crucial role of diet in
modulating oxidative inflammation in the body. Some foods and dietary patterns
have been associated with promoting oxidative inflammation (Pitsavos et al.,
2007; Smelcerovic et al.,, 2015), while others have antioxidant and anti-
inflammatory effects (Assmann et al., 2021). Diets rich in processed foods,
saturated fats, refined sugars, and low in fruits, vegetables, and whole grains tend
to increase inflammatory processes (Festenstein et al., 1955). Conversely, diets
rich in antioxidants, omega-3 fatty acids, fiber, and other specific nutrients
primarily found in fruits and vegetables have shown a protective effect against
chronic inflammation (Hu et I., 2002; Assmann et al., 2021).

A healthy dietary pattern contributes to disease prevention and the
mitigation of chronic disease symptoms. Therefore, studies like this one that
develop and test the safety and efficacy of a nanotechnology-based
multisupplement, which enhances the utilization of bioactive compounds from
plants, improving their stability, absorption, and bioavailability, are of great

relevance to human health.
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5. Conclusion

Despite the methodological limitations of an in vitro and in vivo study, the
results suggest that G-Nut is safe for human cells and in an animal model of red
earthworms, and it has a modulating effect on oxidative and immune metabolism
in human cells and in the animal model presented here. This study can serve as
a basis for future clinical studies with this supplement in alleviating symptoms of

chronic diseases.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos a seguranca e eficacia de um
suplemento nanotecnolégico o G-Nut usando experimentos baseados em
protocolo in vitro e in vivo.

Os resultados mostraram que o suplemento G-Nut e sua férmula livre,
sem o nanocarreador, forneceram dose diaria de cada um de seus componentes
inferior as doses de ingestdo recomendadas pelas agéncias reguladoras para
esse tipo de suplementac¢éo no Brasil. Por exemplo, a dose diaria recomendada
de guarana varia de 100 a 500 mg/dia; para a castanha do Brasil, consideramos
a dose diaria do seu principal componente, o selénio, de 30 a 55 ug/dia, e para
o carreador CoQ10, a dose recomendada € de 50 mg/dia (BRASIL, 2018).
Considerando que o G-Nut e a formula livre que desenvolvemos continham
aproximadamente 100 mg/mL, com 50 mg de guaranad e 50 mg de oleo de
castanha do Brasil, resultando em um teor de selénio de 9,4 ug e concentracao
minima de 10 mg de CoQ10. E importante ressaltar que apdés uma vasta
pesquisa na literatura a concentracdo utilizada da coenzima Q10 no estudo, ela
nao possui efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios nas células humanas.
Estudos mostram que as mini concentracdes utilizadas para atingir esses efeitos
sao de 300-500 mg (HOU, et al, 2023). Portanto, os efeitos apresentados pelo
G-NUT séo provenientes da suplementacdo de Guarana e Castanha do Brasil e
sendo a coenzima Q10 apenas um nanocarreador.

Mediante o exposto os resultados demonstram que o G-Nut nao
apresentou citotoxicidade em leucdcitos e ndo causou mortalidade no modelo de
minhocas vermelhas, e ainda mesmo em baixas concentracées modulou
positivamente o metabolismo oxidativo e imune das PBMCs e células imunes
das minhocas vermelhas.

Os testes de citotoxicidade foram inicialmente realizados em PBMCs,
considerando que os componentes do G-Nut circulam no plasma apods sua
absorcao e, portanto, estdo em contato direto com todas as células sanguineas,
mas principalmente com os PBMCs as principais células no nosso sistema de
defesa. Este modelo experimental tem sido usado principalmente para testar os
efeitos dos elementos nutricionais no ambiente (ALGARVE et al,
2013;TEIXEIRA et al; 2021; ALVES et al. 2019). Embora tenhamos testado
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concentracfes mais baixas do que as concentracfes recomendadas para cada
composto em isolado do G-Nut vale considerar que é um composto
nanoparticulado, o qual, tem suas moléculas reduzidas a tamanhos
nanomeéricos, fazendo com que o mesmo tenha melhor capacidade de absorcao
e biodisponibilidade que um composto n&do nanoparticulado (CARLUCCI &
BREGNI, 2009) deve também considerar que os compostos nao sao isolados e
sim em associacdo podendo causar um efeito sinérgico téxico. No entanto,
observamos que o multisuplemento ndo causou citotoxicidade e nem apoptose
nas células testadas, podendo ser considerado seguro.

Vale ressaltar que o multisuplemento G-Nut apresentou efeito protetor
contra a formacao de espécies reativas que podem causar dados as membranas
lipidicas e proteicas das células, bem como ao DNA. Os resultados mostram que
0 G-NUT teve a capacidade de diminuir niveis de acido tiobarbiturico,
carbolinacdo de proteinas e a formacdo de radical oxido nitrico. Esse efeito
protetivo pode ser associado ao efeito antioxidante que os compostos do G-Nut
apresentam. Corroborando com estudo anteriores que demonstram a acgao
antioxidante do guarana (PEIXOTO et al, 2017; OKWUDILI et al, 2017;
BITTENCOURT et al., 2013; MACHADO, 2014; YONEKURA et al, 2016), da

castanha do Brasil e esse efeito pode ter sido reforcado com a presenca
do nanocarreador a CoQ10, pois sua principal acdo € a potente capacidade
antioxidante de suas formas redox coexistentes (ubiquinona, semi-ubiquinona e
ubiquinol) (GUTIERREZ et al, 2019; KERNT et al, 2010; SOMAYAJULU et al,
2005).

Para verificar se 0 G-Nut apresentou atividades anti-inflamatorias foi
conduzido dois protocolos experimentais um com as células PBMCs e com as
células do sistema imune de minhocas vermelhas. Os resultados mostraram que
o multisuplemento teve a capacidade de diminuir citocinas pro-inflamatérias
como a IL1B e o TNF-a e também modulou positivamente a citocina anti-
inflamatoria IL-10. No ensaio in vivo usando minhocas vermelhas também
indicaram que o suplemento, tanto nanoparticulado quanto em sua forma sem o
nanoestruturado induziram uma forte resposta imunoldgica frente as células
expostas a leveduras inativas. Observa-se o aumento dos BB em relagdo ao
controle e o aumento da formacdo das armadinhas NETs em todas as

concentracfes do multisuplemento em relacdo ao controle. Essa formacgéao de
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armadinhas NETs ocorre também com os neutréfilos humanos conforme descrito
por Alves e colaboradores e 2019, que mostrou que bebidas cafeinadas podem
melhorar a eficiéncia do processo inflamatdrio através da resposta de células
mononucleares e granulociticas de minhocas vermelhas. Esta contribuicdo
parece criar uma espécie de “reserva imunoldgica” que, na presenga de
antigenos, pode produzir uma resposta imune mais eficiente contra infecgdes
patogénicas.

E importante notar que o experimento realizado com minhocas vermelhas
aqui foi diferente do realizado por Teixeira et al, 2021, onde mostrou que a
presenca de um multisuplemento a base de guarana, L-carnitina e selénio em
altas concentracdes causando um aumento de BB e NETs mesmo sem as
células terem sido expostas a um antigeno o que mostrou em doses altas desse
suplemento apresentou um efeito pré-inflamatorio (TEIXEIRA et al, 2021).

No entanto diversos estudos demonstram atividade anti-inflamatoéria de
compostos bioativos de plantas como acai (DE SOUZA et al, 2022), tucuma
(CABRAL F. L. et al, 2020), castanha do Brasil (COLPO E. et al, 2014), camu-
camu (INOUE T. et al, 2008), guarana (MALDANER DR et al, 2019; TSEUGUEM
P. P. et al, 2019), buriti (AMORIM V. R. et al, 2021), cacau (ROMAN G. C. et al,
2019), cupuacu (TAYLOR L. et al, 2016), entre outras. Essa atividade anti-
inflamatoria esta na maioria das vezes associada a compostos como flavonoides,
antocianinas, alcaloides, xantinas, metilxantinas entre outros compostos
(MALEKI, CRESPO, CABANILLAS, 2019; L.I., et al, 2021; SMELCEROVIC., et
al, 2015).

Com esses resultados e de demais estudos observa-se, que a dieta
desempenha um papel crucial na modulacéo da oxi-inflamacao no corpo. Alguns
alimentos e padrdes alimentares tém sido associados a promoc¢ao da oxi-
inflamacéo (PITSAVOS, et al, 2007; FESTENSTEIN, et al, 1995), enquanto
outros tém efeitos antioxidante e anti-inflamatério (ASSMANN, et al, 2021). Dietas
ricas em alimentos processados, gorduras saturadas, acucares refinados e com
baixo consumo de frutas, legumes e gréos integrais tendem a aumentar a
processos inflamatérios (ASSMANN, et al, 2021). Por outro lado, dietas ricas em
antioxidantes, 4cidos graxos, 6mega-3, fibras e outros nutrientes especificos que
se encontram principalmente em frutas e verduras, demonstraram ter um efeito

protetor contra a inflamacéo crénica (HU, et al, 2022).
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Um padrdo alimentar saudavel contribui para a prevencao de doencas e
na atenuacao de sintomas de doencas cronicas. Portanto estudos como esse
gue desenvolve e testa a seguranca e eficacia de um multisuplemento
nanotecnoldgico que tem assim uma melhor capacidade de aproveitamento de
compostos bioativo de plantas melhorando sua estabilidade, absorcédo e
biodisponibilidade é de grande relevancia para a saude humana.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar das limitacdes metodolégicas de um estudo in vitro e in vivo, 0S
resultados sugerem que o G-Nut é seguro para células humanas e em modelo
animal de minhocas vermelhas, e tem efeito modulador do metabolismo oxidativo
e imunoldgico em células humanas e em o0 modelo animal aqui apresentado.
Este estudo pode servir de base para futuros estudos clinicos com este
suplemento, saudavel, contribuindo para a prevencdo de doencas e a mitigagdo

dos sintomas e alivio de doencas cronicas.
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