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RESUMO

O aumento da expectativa de vida da populacdo, de paises desenvolvidos e em desenvolvimento, tem sido
a principal causa do aumento no nimero de diagnosticos de doenca de Alzheimer (DA) cuja evolugéo
provoca a perda progressiva e irreversivel dos neurdnios que formam o hipocampo. O principal tratamento
da DA envolve o uso inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) com o objetivo de manter as
concentracdes ideais do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica e assim reestabelecer as sinapses
entre 0s neurbnios. A planta popularmente conhecida como 'negramina”, pertencente a familia
Siparunaceae, produz um Oleo essencial que apresenta diversas atividades bioldgicas, entre elas, a
capacidade de inibir a AChE. Uma forma de aumentar a eficacia dos inibidores da AChE e realizar seu
transporte as células alvo transpondo as barreiras cerebrais € o emprego de técnicas nanotecnoldgicas. Por
fim, o modelo in vivo utilizando o0 nematédeo Caenorhabditis elegans é uma ferramenta eficaz para avaliar
mecanismos de acdo e realizar a triagem de substancias neuroprotetoras para o tratamento de doencas
neurodegenerativas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de interacdo entre o dleo
essencial da planta Siparuna guianensis Aubl. (OESG) e a AChE bem como produzir nanocéapsulas de
PLGA revestidas com quitosana (NCSG) a fim de potencializar sua agdo inibitoria além de avaliar sua
atividade protetora em modelos de Alzheimer utilizando o nematédeo C. elegans. O éleo essencial foi
extraido das folhas frescas coletadas no estado de Roraima, extremo norte da Amazonia. A composi¢éo
quimica do 6leo essencial foi caracterizada por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) e detector de ionizacdo de chamas (CG-FID). A interagdo entre o 6leo essencial e a AChE
foi investigada por meio de técnicas espectroscopicas como RMN 1, titulagéo de supressdo de fluorescéncia,
métodos colorimétricos e ancoragem molecular. As nanocapsulas foram produzidas por meio de
nanoprecipitacdo e caracterizadas utilizando um analisador de particulas ZetaSizer. A estabilidade do
nanossistema foi avaliada durante 30 dias de armazenamento a 25°C. A atividade antioxidante foi avaliada
por meio dos ensaios de capacidade antioxidante total, poder redutor e sequestro do radical livre DPPH. Os
ensaios in vivo foram realizados por meio de modelos experimentais utilizando o nemat6deo C. elegans. Os
sesquiterpenoides shyobunona, iso-shyobunona e epi-shyobunona foram identificados e correspondem a
mais de 40% da concentragdo do 6leo essencial. Em relag&o a supresséo de fluorescéncia, os valores obtidos
das constantes de Stern-Volmer para as temperaturas de 25, 30 e 35 °C foram 7.06 10® M?, 1.1 10° Mte
0.06 10° M, respectivamente. A reacdo foi caracterizada como supressdo estatica. Os espectros obtidos
com a titulacdo em RMN H sugerem uma blindagem dos hidrogénios da shyobunona durante o contato
com a AChE, indicando uma possivel interacdo entre a enzima e a shyobunona. Os resultados
espectrofotométricos revelaram que a shyobunona e seus derivados se ligam muito fortemente a AChE em
um mecanismo inibidor ndo-competitivo e os estudos de interagdo apoiam os achados da inibicéo da enzima.
O experimento in silico de ancoragem molecular mostrou que a maioria das moléculas se ligam ligeiramente
mais forte no local A, com interacdes hidrofdbicas persistentes com Trp108 e Tyr355. As nanocapsulas de
PLGA contendo o OESG exibiram um diametro de particula de 255 + 1,44 nm, com indice de
polidispersividade de 0,192 + 0,35 e potencial Zeta -10,5 + 0,44 mV, sendo estaveis durante 30 dias de
analises. As nanocépsulas de PLGA contendo o OESG revestidas com quitosana exibiram um diametro de
particula de 112.8 + 0.51 nm, com indice de polidispersividade de 0,342 + 0,036 e potencial Zeta 26.5 +
0,95 mV. Os resultados sugerem que OESG apresentou atividade antioxidante e anticolinesterasico in vitro
e invivo, sendo que as NCSG foram mais eficazes, porém ndo foi observado nenhum efeito contra o estresse
proteotoxico. Decerto, o nanoencapsulamento eficaz do OESG sugerem que produtos naturais como 6leos
essenciais podem ter seu efeito terapéutico potencializado, fornecendo novos insights para desenvolver
estratégias de tratamento para doenga neurodegenerativas como a DA.

Palavras-chave: Siparuna guianensis Aubl. Nanotecnologia. Shyobunona. Acetilcolinesterase. Doenca de
Alzheimer.



ABSTRACT

The increase in life expectancy of the population of countries developed and in development, has been the
main cause of the increase in the number of diagnoses of Alzheimer's disease (AD) whose evolution causes
the progressive and irreversible loss of neurons that form the hippocampus. The main treatment of AD
involves the use of inhibitors of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) to maintain optimal concentrations
of the neurotransmitter acetylcholine in the synaptic cleft and thus reestablish synapses between neurons.
The plant popularly known as "negramina”, belonging to the Siparunaceae family, produces an essential oil
that has several biological activities, including the ability to inhibit AChE. One way to increase the
effectiveness of AChE inhibitors and carry out their transport to target cells overcoming brain barriers is the
use of nanotechnological techniques. Finally, the in vivo model using the nematode Caenorhabditis elegans
is an effective tool to evaluate mechanisms of action and perform the screening of neuroprotective
substances for the treatment of neurodegenerative diseases. Therefore, the objective of this work was to
carry out an interaction study between the essential oil of the plant Siparuna guianensis Aubl. (OESG) and
AChE as well as producing chitosan-coated PLGA nanocapsules (NCSG) in order to potentiate their
inhibitory action in addition to evaluating their protective activity in Alzheimer models using the nematode
C. elegans. The essential oil was extracted from fresh leaves collected in the state of Roraima, in the extreme
north of the Amazon. The chemical composition of the essential oil was characterized by means of gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and flame ionization detector (CG-FID). The
interaction between the essential oil and the enzyme was investigated using spectroscopic techniques such
as 1H NMR and fluorescence suppression titration at 25, 30 and 35 °C, in addition to colorimetric methods
and molecular docking. The nanocapsules were produced by means of nanoprecipitation and characterized
using a ZetaSizer particle analyzer. The stability of the nanosystem was evaluated during 30 days of storage
at 25°C. The sesquiterpenoid shyobunone and its derivatives were identified as the major components,
corresponding to more than 40% of the essential oil concentration. Regarding fluorescence suppression, the
values obtained for the Stern-Volmer constants for temperatures of 25, 30 and 35 °C were 7.06 106 M-1,
1.1 106 M-1 and 0.06 106 M-1, respectively. The reaction was characterized as static suppression. The
spectra obtained with the 1H NMR titration suggest a shielding of shyobunone hydrogens during contact
with AChE, indicating a possible interaction between the enzyme and shyobunone. Spectrophotometric
results revealed that shyobunone and its derivatives bind very strongly to AChE in a competitive inhibitory
mechanism and interaction studies support the findings of enzyme inhibition. The in silico molecular
docking experiment showed that most molecules bind slightly stronger at the A site, with persistent
hydrophobic interactions with Trp108 and Tyr355. The PLGA nanocapsules containing the OESG exhibited
a particle diameter of 255 + 1.44 nm, with a polydispersity index of 0.192 £ 0.35 and Zeta potential -10.5 +
0.44 mV, being stable during 30 days of analysis. PLGA nanocapsules containing OESG coated with
chitosan exhibited a particle diameter of 112.8 £ 0.51 nm, with a polydispersity index of 0.342 + 0.036 and
a Zeta potential of 26.5 = 0.95 mV. The results of this research suggests that OESG showed antioxidant and
anticholinesterase activity in vitro and in vivo, with NCSG being more effective, but no effect against
proteotoxic stress was observed. Certainly, the effective nanoencapsulation of OESG suggests that natural
products such as essential oils can have their therapeutic effect potentiated, providing new insights to
develop treatment strategies for neurodegenerative diseases such as AD.

Keywords: Siparuna guianensis Aubl. Nanotechnology. Shyobunone. Acetylcholinesterase. Alzheimer's
disease.
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INTRODUCAO

Doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (DA), mal de Parkinson,
esclerose amiotréfica lateral, epilepsia, esclerose mdltipla, entre outros, representam grande
preocupacdo para a satde publica de ordem mundial (FU; HARDY; DUFF, 2018). Muitos fatores
antropicos como a poluicdo, desmatamento, sedentarismo e principalmente o aumento da
expectativa de vida da populacédo de paises desenvolvidos e em desenvolvimento tem contribuido
diretamente para o surgimento de novos diagndsticos e niumeros altissimos de pessoas acometidas
por algum tipo de doenga neurodegenerativa. Entre estas patologias, a DA se destaca como um tipo
de deméncia de maior incidéncia em todo o mundo, podendo triplicar o nimero de casos até o ano
de 2050 (SANTOS et al, 2020; SILVA et al, 2020).

Estas doencas neuroldgicas caracterizam-se pela perda progressiva e irreversivel dos
neurbnios, células nervosas responsaveis pela producdo de neurotransmissores, substancias que
coordenam varias vias metabdlicas no cérebro (STEPHENSON et al, 2018). A manifestacdo de
uma doenca neurodegenerativa caracteriza-se pela alteracdo de areas cerebrais que refletem um
conjunto especifico de células e entender essa vulnerabilidade celular pode contribuir para o
entendimento das bases moleculares destas patologias neuronais. Outro fator observado é a
deformacdo de grupos de proteinas que tendem a se acumular nas células nervosas levando-as a
apoptose, por isso é importante elucidar os fatores que levam a predisposicdo de grupos de
proteinas, principalmente as insollveis e toxicas, a agregarem-se causando neurointoxicagdo e
morte neuronal (SOTO; PRITZKOW, 2018).

Atualmente a DA ainda ndo possui sua etiologia definida e sua histopatologia caracteriza-
se principalmente pela perda progressiva das funcdes colinérgicas (KNOPMAN et al, 2022). Além
disso, o0 acumulo de agregados proteicos como a 3-amildide que é responsavel pela formacao das
placas senis e a hiperfosforilagdo da proteina Tau que leva a formacéo dos novelos neurofibrilares
e contribuem para o inicio precoce da DA (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019). As terapias
empregadas sdo escassas, representando complicagdes econémicas (alto custo dos medicamentos)
e fisicas (barreiras cerebrais) que dificultam o avanco do tratamento dessas doencas neurolégicas.
O principal tratamento da DA consiste no uso de inibidores da enzima acetilcolinesterase (IAChE)
com o objetivo de restaurar a funcdo colinérgica dos neur6nios por meio de aumento da

concentracdo do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinéptica. Além disso, outro medicamento
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conhecido como memantina, que é um antagonista dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e
tem como algo o glutamato, um neurotransmissor que é encontrado em excesso em pacientes com
DA. O glutamato se liga aos receptores NMDA fazendo com que haja uma entrada excessiva de
calcio nos neurdnios levando-os a apoptose (ALZHEIMER ASSOCIATION, 2019).

Desta forma, inimeros trabalhos encontrados na literatura concentram-se na busca por
substancias oriundas de produtos naturais de origem vegetal que possuam propriedades
neuroprotetoras e sejam empregadas no tratamento de alguma doenca neurodegenerativa
(SENGER et al, 2017). H& muito tempo, 0 homem tem usado o poder terapéutico das plantas
medicinais para aliviar as dores causadas por enfermidades. Existem relatos da prética
fitoterapéutica na histdria de todas as civilizagdes ha mais de 3000 mil anos a.C. (MARTINS;
BRIJESH, 2018). O Brasil é detentor da maior biodiversidade do planeta, possuindo ampla
variedade étnica e cultural, além de valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas
medicinais. Este fato, proporciona e incentiva o desenvolvimento de pesquisas relacionadas aos
insumos oriundos da flora brasileira, tornando possivel o surgimento de novos produtos, processos
e tecnologias inovadoras (RIBEIRO et al, 2018).

Popularmente conhecida como negramina, a planta Siparuna guianensis Aubl. € uma
espécie medicinal bastante abrangente em todo o territério brasileiro, possuindo diversas
propriedades terapéuticas relatadas em trabalhos encontrados na literatura (FERREIRA et al,
2019). Além de seu uso fitoterapico, esta erva aromatica produz um 6éleo essencial que possui
diversas atividades bioldgicas, entre elas, a capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase
(AChE) cuja acdo é um dos principais mecanismos de tratamento da DA (MARTINS, 2016). A
composicdo quimica do 6leo essencial é constituida basicamente de terpendides e fenilpropanoides
como o espatulenol, 2-undecanona, germacreno D, biciclogermacreno, siparunona, a-terpinoleno,
a-bisabolol, o-pineno, b-pineno, shyobunona, entre outros, sendo que incidéncia destas
substancias pode variar de acordo com a regido onde a planta € encontrada devido a sua
sazonalidade (ALMEIDA et al, 2021; MARTINS, 2016).

Uma forma de realizar a triagem de novas substancias de oriundas de produtos naturais € o
emprego do modelo in vivo que utiliza 0 nematddeo Caenorhabditis elegans (ALVAREZ et al,
2022). O C. elegans é um animal microscopico e transparente que possui diversos genes
semelhantes aos humanos possibilitando o estudo de mecanismos envolvidos no desenvolvimento

de doengas inclusive as de ordem neuroldégicas como a DA. Além disso, existem muitas limitacGes
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éticas em relagdo ao estudo de novas substancias e suas atividades bioldgicas, portando o C.
elegans se apresenta como uma ferramenta importante para driblar esta problemaética, sendo
utilizado a mais de 25 anos pelo meio cientifico, deste que os primeiros modelos de Alzheimer
comecaram a surgir que superexpressam a B-amiloide (SHEN et al, 2018).

Existem meios de aumentar a eficacia da acdo de compostos biologicamente ativos
encontradas em produtos naturais de origem vegetal. Uma dessas alternativas seria sua
potencializagdo por meio de encapsulacdo utilizando uma das técnicas oferecidas pela
nanotecnologia farmacéutica conhecida como nanoprecipitacdo cujo método utiliza polimeros pré-
formados capazes de incorporar principalmente compostos lipofilicos (SOUTO; SEVERINO;
SANTANA, 2012). Portanto, a nanotecnologia torna-se uma grande aliada no desenvolvimento
sistemas nanoestruturados capazes de carrear compostos bioativos até o sistema nervoso central,
burlando o sistema fagocitario mononuclear, além de oferecer a protecdo da degradacdo enzimatica
da corrente sanguinea e 0 mais importante: viabilizar a passagem dessas substancias através das
barreiras cerebrais como a barreira hematoencefalica (BHE) e a barreira sangue liquido
cefalorraquidiano (BSLCF) (TAKESHITA; KANDA, 2015).

Diante do exposto acima, considerando as propriedades quimicas e biolégicas do dleo
essencial da planta aromatica Siparuna guianensis Aubl. (OESG) e a necessidade de realizar a
transposicao das barreiras cerebrais e realizar sua entrega as células alvo que formam o hipocampo,
0 objetivo deste trabalho foi quantificar e qualificar os principais componentes quimicos do OESG,
coletados durante os meses mais intensos dos periodos chuvoso, no extremo norte do Brasil. Além
disso, realizar um estudo da atividade protetora utilizando modelos experimentais in vitro, in silico
e in vivo, bem como produzir nanocapsulas poliméricas biodegradaveis contendo o OESG e avaliar
a potencial melhora da atividade antioxidante e anticolinesterasica que sdo um dos principais

mecanismos de agéo e tratamento da doenga de Alzheimer.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Doenga de Alzheimer

Constata-se que a doenca de Alzheimer (DA) esta entre as desordens neuroldgicas com
maior incidéncia em todo o mundo, devido ao aumento da expectativa de vida humana e o
crescimento da populagédo idosa (HARA; MCKEEHAN; FILLIT, 2019). Este tipo de deméncia
causa a degeneracao das células cerebrais e ainda ndo ha uma causa especifica, apenas hipoteses
foram elaboradas por meio de inUmeras pesquisas cientificas cujo objetivo é buscar de inovagdes
tecnoldgicas farmacéuticas para desenvolver produtos e proporcionar um melhor tratamento e até
mesmo uma possivel cura (REITZ, 2017). Segundo a Alzheimer’s Disease International (ADI),
estima-se que aproximadamente 35,6 milhdes de pessoas sofrem dos sintomas causados pelo mal
de Alzheimer. Ademais, constata-se que a cada 20 anos dobra os numeros de diagnésticos, sendo
que até 2030 estes indices irdo atingir um patamar aproximado de 66 milhdes de individuos em
todo o mundo (SANT’ANA et al, 2018)

A manifestacdo dos primeiros sinais da DA ocorre afetando principalmente a memoria
recente e em seguida a capacidade de raciocinio e comunicacdo (TIWARI et al, 2019). Os
principais sintomas estdo associados a reducao de neurotransmissores cerebrais como acetilcolina
(ACh), noradrenalina e serotonina (FALCO et al, 2016). O tratamento para 0 mal de Alzheimer é
sintomatico e consiste basicamente na tentativa de restauracdo da funcdo colinérgica, sendo
amplamente utilizados para este fim os inibidores de acetilcolinesterase (AChE). Por isso, diversas
pesquisas cientificas envolvendo produtos naturais foram desenvolvidas na tentativa de encontrar
NovVos compostos que sejam capazes se inibir a enzima acetilcolinesterase e até mesmo atuar em
outras rotas de desenvolvimento da doenca. O custo dos medicamentos existentes disponiveis no
mercado é relativamente alto, por isso, novos inibidores oriundos de produtos naturais representam
uma fonte alternativa interessante, pois estes poderiam ser economicamente mais viaveis além de
apresentarem menos efeitos colaterais (DEY et al, 2017).

A etiologia da DA ainda € desconhecida sendo que alguns fatores fisicos e genéticos foram
observados e parecem contribuir para a evolucdo da doenca. As caracteristicas histopatoldgicas
apresentadas pela DA séo a perda sinaptica, 0 acumulo do peptideo beta-amiloide (BA), formagao

das placas neuriticas, deposi¢do de emaranhados neurofibrilares associados a proteina Tau, perca
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das sinapses e apoptose das células nervosas e em determinadas areas do ceérebro (MULLANEA;
WILLIAMS, 2018; HENSTRIDGE; HYMAN; SPIERS-JONES, 2019). Existem algumas
hipdteses bastante discutidas na literatura sobre a causa da DA, porém nenhuma delas foi capaz de
elucidar o motivo pelo qual a doenca surge e se desenvolve. A hipétese colinérgica € a mais antiga,
sendo discutida e fundamentada no inicio dos anos 80 consistindo na perda das sinapses entre 0s
neurdnios por meio da diminuigdo de um importante neurotransmissor, a acetilcolina. A segunda
hipdtese, e talvez a mais importante, € a da cascata amiloide que aborda a formacéo e o acimulo
do peptideo beta-amildide causador de diversas desordens no sistema nervoso central. Por fim, a
hipotese mais recentemente descoberta e discutida foi a hipdtese glutamatérgica, cuja postulacdo
se deu ainda no inicio do seculo XXI (SPUCH; SAIDA; NAVARRO, 2012).

A hipétese colinérgica consiste na diminuicao da producdo neural do neurotransmissor a
acetilcolina e por tanto, a perca das sinapses entre as células nervosas (DALMAGRO; CAZARIN;
DOS SANTOS ZENAIDE, 2020). A acetilcolina (ACh) é encontrada em vertebrados e alguns
artrépodes, sendo um dos principais compostos cujos impulsos elétricos sdo conduzidos por células
nervosas, transmitidos para outras células nervosas ou para musculos voluntarios ou involuntarios.
ACh é armazenada nos terminais nervosos em estruturas chamadas vesiculas sinapticas, quando o
terminal do nervo é despolarizado a vesicula libera essas substancias a partir das terminacdes
nervosas e em seguida a ACh entra na sinapse e se liga ao receptor conforme demonstra a Figura
1 (HAMPEL et al, 2019). A enzima acetilcolinesterase (AChE) hidrolisa a ligacdo éster na
molécula do ACh tornando seu periodo curto e levando a perda de sua atividade estimuladora.
Portanto a inibicdo da AChE prolonga o tempo devida da ACh e permite o funcionamento dos
impulsos nervosos conduzidos pelas células nervosas e consequentemente melhoras significativas
no tratamento DA (HAMPEL et al, 2019; STANCIU et al, 2020).
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Figura 1 - Acdo da acetilcolina (ACh) na passagem dos impulsos nervosos entre as células neurais
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Fonte: Dias (2016).

é a agregacao e deposicdo da substancia B-amildide (APB) em células nervosas (TAKANO et al,
2018). Este fator consequentemente da origem a formacéo das placas senis cuja acdo impede que
ocorra as conexdes necessarias para a sinapse e impulsos nervosos entre os neurdnios. O peptideo
B-amiloide € formado devido a clivagem proteolitica da proteina precursora amiléide (APP) cuja
toxicidade leva apoptose das células nervosas (TAKAHASHI-ITO et al, 2017). A agregacdo dessa
proteina é considerada o principal fator da hipdtese da cascata amildide, pois em cérebros de
individuos portadores da DA existe uma relacdo direta entre a severidade da deméncia e a perda
cognitiva e a presenca das placas senis e novelos neurofibrilares (BROWN; PEIFFER; RAINEY -
SMITH, 2019; VARMA; VERMA; CHAUDHARY, 2019).

Essas lesBes filamentosas extraneuronais ocorrem no cortex cerebral e limbico e esses
agregados anormais do peptideo AB envolvem emaranhados fibrilares, dendritos e axonios
causando sintomas das chamadas neurites distréficas afetando gravemente as células do sistema

nervoso central como mostra a Figura 2 (SHARMA et al, 2019).
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Figura 2 - lustracdo de um neurdnio saudavel/afetado pelo Alzheimer
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Fonte: Adaptado de Dias (2016).

Uma descoberta inovadora foi a transmissdo autossdmica dominante dos genes que
codificam a mutacdo da APP e consequentemente formacdo do peptideo AB o que motivou a
comunidade cientifica a buscar novas ideias a respeito da etiologia da DA (RICCIARELLLI;
FEDELE, 2017). Conforme os estudos de KARRAN e colaboradores (2011) a mutacéo que foi
descrita estava no gene que codifica para APP, a holoproteina a partir da qual o péptido beta-
amiloide € excisado através de cisdo sequencial pela enzima de clivagem de B-APP (BACE) ¢ vy-
secretase. Estes fatores juntamente com a observacdo de mutacdes autossébmicas dominantes na
presenilina 1 (PSEN1) e PSEN2, ambas proteinas homologas que podem formar o sitio catalitico
ativo da y-secretase contribuiram para a articulacdo sobre a hipotese da cascata amildide
(DOURLEN et al, 2019).

Outros genes que representam fatores de risco na incidéncia da doenca de Alzheimer
continuam a serem estudados em pesquisas realizadas pela associagdo genoma-larga (GWA).
Contudo, afirmar que o risco da Doenca de Alzheimer é causado por uma variacdo ou mutagédo
genética ndo € o suficiente para elucidar as questdes em torno da etiologia dessa patologia
neurodegenerativa (GALLARDO; HOLTZMAN, 2019).

O acumulo do peptideo AP no espago extracelular devido a mutacéo sofrida pela APP é dos
sinais apresentados no decorrer da evolugdo da AD. Infelizmente, na década de 90 descobriu-se
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que, além de formar novelos neurofibrilares e as placas senis, o peptideo Ap também é capaz de se
aglomerar e formar oligdbmeros solveis como demonstra a Figura 3 (XIA et al, 2016).

Figura 3 - Formacé&o de oligdbmeros a partir do peptideo AP
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Fonte: adaptado de Xia et al (2016).

As formas oligoméricas da AP afetam neurbnios e células gliais, ocasionando
consequéncias como estresse oxidativo, desregulacdo do metabolismo do calcio, disfuncédo
mitocondrial e fosforilagdo da proteina Tau e, como resultado, atrofia dendritica e morte neuronal
ou afetam a transmissdo sinaptica. Entender os fatores que regulam os niveis de Ap soluveis e de
fosforilacdo da Tau é essencial para elucidar a patogénese da doenca (MAEDA; TAKASHIMA,
2019).

A clivagem final através da y-secretase da APP (precursor da proteina amiloide)
determina o tamanho dos peptideos AB e as formas oligoméricas da B-amildide, por meio de
diversos bioensaios, tem demonstrado sua toxicidade quando aplicados a neurdnios primarios de
ratos em cultura. Esta forma solivel da b-amildide contribui simultaneamente com a forma
insoldvel que fundamenta a cascata amildide para a evolucdo da doenca de Alzheimer
(CASTELLANI; PLASCENCIA-VILLA; PERRY, 2019; MAEDA; TAKASHIMA, 2019).

Inimeros transtornos neurodegenerativos sdo causados pela clivagem da APP e
consequentemente formacgdo e deposicdo do peptideo B-amildide. Além disso, seu acumulo
formam os novelos neurofibrilares que se emaranham nos dendritos e axénios das células nervosas

e outras formas do soltveis AR (peptideos oligdmeros) séo produzidos na quebra dessas proteinas
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podendo exibir uma caracteristica toxica provocando estresse oxidativo ao SCN (FALCO et al,
2016). H& ainda uma caracteristica citotdxica que seria em decorréncia a presenca de ions metalicos
com atividade redox (Cu?" e Fe®", além de certos jons ndo redox-ativos, como o Zn?*) que
propiciam a agregacdo da AP e evolugdo de doencas de ordem degenerativa (LIANG et al, 2015).

Segundo Liang et al (2015), descobriu-se em 1994 que AP se torna amiloidogénico em
reagdo a quantidades estequiométricas de Zn?* e Cu?*. Nos anos seguintes, tornou-se claro que Ap
é uma metaloproteina e que a fonte intrinseca do cérebro de Cu?* e Zn?* (e possivelmente Fe®*)
medeia a toxicidade do peptideo por meio da producdo e agregacdo de radicais e perdxido de
hidrogénio. Foi observado primeiro que Ap é rapidamente precipitado por Zn?* e tanto Cu?* como
Fe3* também induzem agregacdo da AP, mas apenas sob condicBes ligeiramente acidas (por
exemplo, pH 6,8-7,0) tais como as dos cérebros de pacientes com DA. O Cu?* precipita Ap de
forma mais robusta que as concentracdes de Fe**, e mesmo de trago (nanomolar) de Zn?*, Cu?* ou
Fe3* em tampdes de laboratorio comuns sdo suficientes para induzir a nucleagdo de AB, que pode
entdo levar a fibrilacdo da solucéo peptidica.

A formacdo dessas placas amiloides extracelulares contento Cu®* e Zn?* sdo
caracteristicos de individuos que sofrem de Alzheimer cuja consequéncia sdo células neurais
deficientes desses ions. Portanto, a hip6tese metalica se tornou importante para histopatoldégica do
DA devido a necessidade de novas pesquisas afim de produzir agentes quelantes de metais capazes
de conduzir a dissolu¢do dos novelos neurofibrilares e as placas senis que sdo constituidos do
peptideo AP bem como evitar a interacdo com essas proteinas (KEPP, 2017). Um dos agentes
quelantes de metais produzidos e eficazes de modular ou conduzir os ions Cu?* e Zn?" no cérebro
foi o 5-cloro-7-iodo-quinolin-8-ol (clioquinol, CQ) que promoveu a captacdo celular do Cu?®* e
Zn?* sinalizando células protetoras para degradar o B-amildide e prevenir a toxicidade causa por
essa proteina ionizada (KEPP, 2017; YOUNG, 2018).

1.2 Barreiras Cerebrais

1.2.1 Barreira hematoencefalica

Descoberta pelo cientista Paul Ehrlich no século XIX, a barreira hematoencefalica (BHE)

é um importante mecanismo de interface que liga o Sistema Nervoso Central (SNC) com o resto
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do organismo regulando e/ou limitando a passagem de substancias transportadas através da
corrente sanguinea (DE LANGE, 2012). Paul utilizou marcadores (corantes) os quais injetou na
corrente sanguinea e arterial de animais onde posteriormente observou uma coloracéo diferente nos
tecidos de todos os 6rgdos desses animais exceto no cérebro e na medula espinhal, constatando a
presenca de alguma espécie de barreira que impedia que certas substancias chegassem até eles.
Posteriormente, Edwin Goldmann (aluno de Ehrlich) e Peter Medawar realizaram estudos
semelhantes e constataram que o cérebro possui um comportamento anatomicamente isolado, pois
Edwin injetando o corante diretamente no fluido cérebro espinhal percebeu que ocorria o contrario,
0s 6rgdos periféricos permaneceram intactos enquanto todo o SNC ficou manchado e Peter
forneceu algumas das primeiras evidéncias experimentais indicando que o cérebro poderia ndo ser
um local imunologicamente intacto (NAKAGAWA; NIWA, 2009). Por fim, segundo Louveau et
al (2015), Antoine Louveau provou a ligacdo entre o corpo e o cérebro através da descoberta de
vasos linfaticos no SNC.

Constata-se que o nimero de enfermidades acometidas por desordens no sistema nervoso
central vem aumentando ao longo dos anos e o ndmero individuos afetados por essas doencas
neurodegenerativas representam um enorme quantitativo em relacdo as demais patologias (SOUZA
et al, 2021). Existe varios fatores que contribuem para este aumento, como por exemplo, aumento
da expectativa de vida, obesidade e ainda existes indicios ligados a poluicdo causada pelo homem.
E o tratamento destas enfermidades se tornam problematicas devido a a administracdo de farmacos
direcionados ao SNC que ndo sdo locais e, portanto, se tornam ineficazes apesar de serem
comprovadamente potentes agentes neuroprotetores (GULART et al, 2021). Apenas alguns podem
fornecer aplicacbes humanas seguras devido a presenca de barreiras que regulam a entrada de
substancias através da corrente sanguinea como a barreira hematoencefélica (BHE) e a barreira
sangue liquido cefalorraquidiano (BSLCR) (MISRA et al, 2003; PROFACI et al, 2020)

A BHE é uma membrana lipofilica localizada constituida de células endoteliais, ocludinas,
claudinas, astrocitos, pericito e a matriz extracelular (MEC) que em conjunto impedem ou
dificultam a passagem macromoléculas, anticorpos, fatores de coagulacdo ou substancias que
possam vir a causar problemas ao SNC (RODA et al, 2014). As células endoteliais que formam a
BHE apresentam-se alinhadas com os capilares cerebrais e sdo conectadas por junc¢des apertadas

que controlam o fluxo em massa de agua e solutos conferindo baixa permeabilidade devido a forma
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intima como estdo ligadas umas as outras como mostra a figura 4 (PRABHAKARPANDIAN et al,
2013).

Figura 4 - Formacao celular da barreira hematoencefalica
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Fonte: adaptado de Aquino (2019).

O controle da permeabilidade das juncdes endoteliais ocorre devido a abertura e fechamento
causado pela unido das células-células as quais sdo bastante apertadas, o que facilita o processo de
escolha de substancias exdgenas e enddgenas presentes na corrente sanguineas que podem vir a ser
prejudiciais ao SNC formando assim uma barreira metabolica e fisica (ON et al, 2013).

A caracteristica da baixa permeabilidade da barreira é a maneira como as células endoteliais
dos capilares estdo associados. Em funcgéo das juncdes apertadas (JA) e juncdes apertadas aderentes
(JAE), que em conjunto regulam a abertura e fechamento coordenado das jungdes célula-célula, o
SNC e a medula cérebro espinhal ficam protegido e isolado do restante do organismo e as trocas
de substancias reguladas (GRIEP et al, 2013). Essa baixa permeabilidade € de importancia clinica
e fisioldgica pois regula a passagem de substdncias para as células nervosas bem como
medicamentos, particulas toxicas, agentes externos (fungos, moléculas, virus, etc.) e
macromoléculas, porém a liberagdo de farmacos direcionados ao tratamento de desordens cerebrais
se torna dificil devido a formagé&o desta barreira (UCHIDA et al, 2011).

Ocludinas sdo células que contribuem com decréscimo da permeabilidade paracelular da
BHE através de sua acéo reguladora além de assegurar a ligagdo com o citoesqueleto da célula e

fornecer impulsos elétricos as células endoteliais (BIANCO, 2019). S&o proteinas integrais do tipo
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fosfoproteina de 65 kDa com quatro dominios transmembrana, ligados a duas porcdes
extracelulares ricas em tirosina no dominio intracelular carboxi e amino terminal. As ocludinas
devem ser vistas mais como agente reguladores do que apenas proteinas estruturais cuja
importancia é o estabelecimento das propriedades da barreira (YANG; ASCHNER, 2003).

As Claudinas, Oassim como as ocludinas, séo proteinas integrais de 21-28 kDa com quatro
dominios de membrana cujas porcdes extracelulares se ligam com as claudinas vizinhas das células
endoteliais constituindo aos primeiros impedimentos das jungdes apertadas (AQUINO, 2019).
Através das interacOes heteroméricas e heterotipicas as claudinas regulam e selecionam de forma
paracelular os ions pequenos presentes na corrente sanguinea (BIANCO, 2019).

Os astrdcitos sdo células da glia em formato de estrela, cujos prolongamentos formam uma
rede de lamelas préximas ao endotélio da BHE, possuindo funcdo de controle do ténus vascular,
cuja estrutura forma uma membrana para proteger o SNC de agente nocivos presentes no sangue e
simultaneamente permite o funcionamento normal do encéfalo (BORGES, 2018). Os astrocitos
atuam fisica e metabolicamente, isolam, nutrem e sustentam os neur6nios e s&o classificados em
dois grupos, protoplasmaticos e fibrosos. Os protoplasmaticos sdo encontrados na massa cinzenta
e possuem processos que envolvem sinapses e vasos sanguineos. Ja os fibrosos estao presentes na
massa branca e entram em contato com os nédulos de Ranvier e com 0s vasos sanguineos (NAU;
SORGEL; EIFFERT, 2010).

Um pericito se assemelha a células mesenquimais, parecidas com fibroblastos, com funcéo
de gerar estabilidade ao sistema vascular e recentemente foi descoberto que estas células também
podem atuar como células-tronco. Além disso, estas células indiferenciadas estdo presentes em
todos o0s vasos sanguineos do corpo servindo como suporte (FRAGAS, 2018).

Participam no processo de reparacdo de tecidos dos vasos sanguineos, sendo também que a
presenca de miosina, actina e tropomiosina nos pericitos indicam uma funcdo contratil,
responsavel por auxiliar na regulacdo do fluxo sanguineo. Essas células interagem com o endotélio
e sdo importantes na formacdo, maturacao e manutencdo da BHE (JUKKOLA et al, 2013).

O cérebro e um 6rgédo extremamente complexo e privilegiado por barreiras que o protegem
e controlam a passagem de substéncias e agentes nocivos presentes na corrente sanguinea que
viriam a causar danos diversos caso estes tivessem livre acesso ao sistema nervoso central, além

disso, cerca 20% deste orgdo é constituido de espacos extracelulares preenchidos pela MEC que
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sd0 substancias excretadas pelas préprias células e organizada de forma eficaz nas juncbes
apertadas das células epiteliais (AGARWAL; LIPPMANN; SHUSTA, 2010).

Segundo Bazzoni e Dejana (2004) a MEC esta localizada na interface entre os vasos
sanguineos e a glia e serve de ancora com o endotélio através das interacGes de proteinas da MEC
com os receptores endoteliais tipo integrinas que desempenham um papel fundamental na
sinalizagéo celular, migracdo e formacao capilar cerebral durante a angiogénese. As integrinas,
ligantes da matriz extracelular, estabelecem e asseguram as interagdes entre as células assim como
a comunicacdo entre as células e a matriz extracelular (glicoproteinas especiais), sendo que estas
moléculas apresentam grande viscosidade cuja funcéo é a protecdo celular. Tais interagdes célula-
matriz podem estimular uma série de vias de sinalizagdo intracelular nas células vasculares,
neurdnios e células gliais de apoio, além de serem essenciais na BHE porque possivelmente
participe na manutencao das proteinas endoteliais nas juncdes apertadas.

A matriz extracelular é composta por fibras proteicas e polissacarideos cuja formagéo gera
uma grande viscosidade proporcionando grande resisténcia a compressao e tensdo. Seus principais
componentes sdo macromoléculas que fazem parte de trés categorias: glicosaminoglicanos (cadeias
de polissacarideos), b proteinas fibrosas de funcao estrutural (colageno e elastina) e proteinas de
fungéo adesiva (fibronectina e laminina) (BAETEN; AKASSOGLOU, 2011; KANGWANTAS;
PINTEAUX; PENNY, 2016).

1.2.2 Barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (BSLCR)

O liquido cefalorraquidiano (LCR) ou liquor é um fluido bioldgico que esta intimamente
relacionado com o sistema nervoso central e seus envoltérios (as meninges), € um liquido que
ocupa os ventriculos cerebrais, o canal central da medula e o espaco subaracndideo e foi descoberto
por Domenico Cotugno em 1974, ap0s um consenso entre a comunidade cientifica da época, pois
havia trabalhos sendo desenvolvidos sobre 0 mesmo, posteriormente, na metade do século XIX,
Francois Magendie nomeou o LCR como liquor, pois ele foi o primeiro a descobrir um método de
medicdo de pressdo de fluido cerebroespinhal e estabeleceu bases cientificas para o
desenvolvimento da pesquisa sobre o LCR (MAGALHAES, 2015). O liquor é um ultrafiltrado do
sangue produzido por estruturas denominadas de plexos cordides localizados nos ventriculos

encefalicos. A BSLCR ¢ a segunda barreira cerebral encontrada pelas substancias que agem como
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principio ativo e farmacos em geral que impede a suas chegadas ao SNC (KUEHNE et al, 2013;
GHISONI; LATINI, 2015). Esta barreira é formada por um fluido biol6gico chamado liquido
cefalorraquidiano que estd diretamente ligado ao Sistema Nervoso Central e o conjunto de
membranas que envolvem o cérebro (meninges), sendo produzido nos plexos coroides presentes
nos ventriculos cerebrais e no espaco subaracndideo (WANG; LI; ZHENG, 2008).

O liquido cefalorraquidiano LCR fornece um sistema para fornecer nutrientes ao tecido
nervoso, residuos metabolicos e produz uma barreira mecanica protegendo cérebro e a medula
espinhal contra traumas e pressdo. O LCR é produzido nos plexos coroides localizados nos
ventriculos cerebrais. Dentre adultos, aproximadamente 20 mL de fluido é produzido a cada hora.
O fluido flui através do espago subaracndideo localizado entre a aracnéide e a pia-mater (Figura 5)
(BECHTER et al, 2010).

Figura 5 - Formacdo e fisiologia da BSLCR e o fluxo de LCR através do cérebro e coluna vertebral
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Fonte: Stressinger e Lorenzo (2009).

Segundo Johanson et al (2008) A formacdo de LCR ocorre em duas fases: filtracdo
passiva de fluido através do endotélio capilar coroidal, seguida de uma secrecdo activa regulada

através de um epitélio de camada unica. Vérias investigacfes caracterizaram 0 movimento do
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soluto do sangue para o LCR por difusdo. Esses estudos elucidam a natureza e a singularidade da
transferéncia de fluidos através da barreira sangue liquido cefalorraquidiano.

Sua composicdo € constituida de baixas taxas de proteinas, glicose, lactato, enzimas,
potassio, magneésio, concentragdes elevadas de cloreto de sodio e um percentual celular de 5 células
cm sendo considerado um liquido incolor e limpido. A concentragdo de proteinas no LCR é de
0,40 mg dI't no nivel lombar e o teor de glicose depende das taxas desse monossacarideo no plasma
sanguineo e do metabolismo do sistema nervoso central. A concentracao de glicose no soro e LCR
¢ um fator de importancia no diagnéstico de doencas como meningites (de origem fungica,
bacteriana ou germes) que em decorréncia destes hd um consumo maior de glicose pelo SNC
causando uma hipoglicorraquia (BISSEL et al, 2016).

Quanto ao diagnostico de doencas neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer, os
principais biomarcadores como placas cerebrais amiloides, emaranhados neurofibrilares
intraneuranais e a proteina Tau que, sdo considerados 0s principais compostos proteicos utilizados
no diagnoéstico da doenca, podem ser encontrados no liquido cefalorraquidiano proporcionando
uma via direta aos estudos de alteracdes biogquimicas do sistema nervoso central (TEUNISSEN;
WILLEMSE, 2013). Com a deposicéo do peptideo ab ocorre a formacéo de placas e agregados nos
emaranhados fibrilares, axénios e dendritos causando neurites distroficas e 0 aumento da producao
deste peptideo é observado principalmente no LCR contribuindo no diagndstico e prognoéstico de
pacientes com a patologia (FAGAN; HOLTZMAN, 2010).

1.3 Nanociéncia e Nanotecnologia

Os termos nanociéncia e nanotecnologia surgiram a pouco menos de um século, quando os
cientistas Arthur VVon Hippel e Jack Kilby introduziram os primeiros relatos sobre a possibilidade
de manipular a matéria em uma escala extremamente pequena a partir de atomos e moléculas, a
qual foi chamada de engenharia molecular.

Alguns anos depois, em um encontro anual da Sociedade Americana de Fisica que
aconteceu no ano de 1959, o cientista norte-americano Richard Feynman tornava-se mundialmente
famoso apos suas declaragdes a respeito da manipulacdo da matéria em escala atbmica, pois ele
acreditava que seria possivel construir dispositivos muito pequenos constituidos de elementos

ainda menores, dando origem a frase “There is plenty of room at the bottom” (ha mais espacos la
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embaixo), pois ele acreditava ser possivel escrever, por exemplo, a enciclopédia britanica na cabeca
de um alfinete, porém o questionamento da época era como isso seria possivel (TONET e
LEONEL, 2019).

Finalmente, no ano de 1974, o pesquisador japonés Norio Taniguchi seria o responsavel
por inserir o conceito “nano” aplicado como prefixo a palavra tecnologia, neste periodo tornou-se
possivel a manipulacdo de materiais em escala nanométrica (DE SOUZA MARCONE, 2016).
Entretanto, em 1986 o engenheiro norte-americano Eric Drexler publicara seu livro intitulado
“Engines of creation: the coming era of nanotechnology” (Engenhos da criacdo: o advento da era
da nanotecnologia) o qual disseminou o conhecimento sobre esta nova tecnologia atribuindo a este
brilhante cientista a “paternidade” da nanotecnologia (SILVA et al, 2019).

A nanociéncia é o estudo e o conhecimento das técnicas e aplicacdes empregadas em todas
as areas da ciéncia envolvendo a nanotecnologia, sendo um campo cientifico bastante amplo
(SCHMIDT, 2020). Atualmente existe um investimento do governo a respeito do desenvolvimento
de diversas &reas da ciéncia, principalmente por parte dos paises desenvolvidos, com o objetivo de
proporcionar a inovacdo da tecnologia e a nanociéncia tem contribuido significativamente nesta
questdo. Desta forma, a nanociéncia é uma das areas de maior interesse no mundo devido a sua
capacidade de aprimorar areas do conhecimento como a medicina, quimica, fisica, biologia,
engenharia e a informatica, contribuindo para o surgimento de inimeras pesquisas e perspectivas
no desenvolvimento novos materiais na inddstria de forma geral (POLHMAN, 2019).

Devido ao fato de materiais em escala nanométrica apresentarem comportamento e
propriedades diferentes dos materiais em dimensdes maiores, cientistas, engenheiros e
desenvolvedores tem mostrado bastante interesse na producdo de nanomateriais (SCHMIDT,
2020). As propriedades geradas pelas leis que regem a mecanica quantica, a fisica e a quimica
concedem aos nanomateriais caracteristicas importantes como aumento da for¢a, durabilidade,
resisténcia, reatividade quimica, ductibilidade, entre outros. Por isso, muitos paises desenvolvidos
e subdesenvolvidos tem investido significativamente em nanociéncia e nanotecnologia pois estas
representam grande potencial no avanco da inovacdo tecnoldgica e cientifica (FIALKOSKI,
MALFATTI, 2019). Somado a isso, a Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD) juntamente com empresas de consultoria apontam gue 0s investimentos em

produtos gerados pela e nanotecnologia poderdo render cerca de 3 trilhdes de dolares em 2020,
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baseado no ano de 2015 que teve como resultado 1 trilhdo de délares (HUPFFER, LAZZARETTI,
2019).

A nanotecnologia proporcionou grande avango em diversas areas da ciéncia nos ultimos
anos e na saude principalmente quando aplicada a terapéutica e ao diagndstico (SBALQUEIRO et
al, 2018). Nanomedicamentos representam uma abordagem promissora em relagdo a melhora da
acdo sobre o tratamento e diagnostico, principalmente quando aplicada ao céncer. Os
medicamentos mais utilizados atualmente apresentam efeitos colaterais que sdo bastante
incdmodos aos pacientes e estes efeitos podem ser minimizados pela engenharia de medicamentos
baseados em nanotecnologia. Porém, muitos trabalhos encontrados na literatura, mostram que
nanomedicamentos apresentaram toxicidade celular, podendo causar ainda mais problemas aos
pacientes em tratamento. Por isso, as agéncias reguladoras internacionais (FDA e EMA) e
nacionais (Anvisa) tem trabalhado no sentido de esclarecer e criar métodos que possam avaliar 0s
riscos que medicamentos produzidos por meios nanotecnoldgicos podem causar aos seres humanos
(TOBLER; ROCHA, 2020).

No Brasil, as pesquisas envolvendo nanociéncia e nanotecnologia iniciaram muito além dos
primeiros relatos sobre a manipulacdo da matéria em escala nanométrica, ocupando o 25° lugar em
nameros de trabalhos desenvolvidos (DE SOUZA MARCONE, 2016). Mesmo com todo o
potencial e relevancia que esta tematica oferece para o desenvolvimento da pesquisa cientifica e
tecnoldgica, somente nos anos 2000 comegaram a surgir os primeiros trabalhos e grupos de
pesquisas na area “nano”. Em 2003 comegaram a surgir os primeiros trabalho envolvendo politicas
publicas com o objetivo de financiar pesquisas na area de nanotecnologia, como por exemplo, o
Programa Nacional para o Desenvolvimento da Ciéncia e da Tecnologia criado pelo MCT
(Ministério da Ciéncia e Tecnologia) o qual foi incorporado no plano plurianual do governo verbas
destinadas a fomentar o desenvolvimento da nanotecnologia, tendo em vista a nova revolugédo
industrial comecada em paises desenvolvidos representando o futuro da tecnologia e inovacéo.
Apdbs inimeras reunides para propor uma melhor forma de aplicar estes recursos e a inclusao da
nanotecnologia como area estratégica, em 2012 foi criado a Iniciativa Brasileira de Nanotecnologia
(IBN) pelo (MCTI) Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo, garantindo desta forma a
aplicacdo de recursos para o desenvolvimento da nanotecnologia no Brasil (FIALKOSKI,;
MALFATTI, 2019).
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1.3.1 Nanoparticulas para a entrega de produtos naturais ao cérebro

Atualmente existem indmeros estudos realizados a respeito desta ciéncia inovadora que
consiste no controle e direcionamento de farmacos em escala nanométrica afim de potencializar a
acdo destes medicamentos no tratamento, diagndstico, monitoramento e controle das mais diversas
doencas que tem trazido preocupacdo a populacdo mundial uma vez que inimeras patologias ainda
ndo apresentam terapias eficazes no tratamento das mesmas (WEN et al, 2017). Além de seu
aprimoramento ao longo dos anos, a nanotecnologia tem encontrado aplicacdo em diversas areas
da ciéncia como o setor energético, médico, na engenharia, farmacéutico e etc. Os temas centrais
abordados em cada um desses setores destacam-se o desenvolvimento de novos farmacos e
medicamentos, matérias-primas e materiais inovadores e tradicionais incluindo a tecnologia de
nanomateriais (SILVA ADAYA et al, 2017).

A European Medicines Agency define a nanotecnologia farmacéutica, na area da saude,
como uma ciéncia que utiliza nanossistemas (lipossomas, carreadores lipidicos nanoestruturados,
nanoparticulas lipidicas solidas e nanoparticulas poliméricas biodegradaveis) com dimensao de até
1000 nm projetados para apresentar propriedades especificas (MITRA; CONLEY; NAASH, 2016).
Esses sistemas coloidais tém sido usados extensivamente na nanotecnologia pois podem armazenar
em seu interior substancias a serem direcionadas e carreadas a um sitio alvo (liberacéo controlada),
solubilizar e manter o efeito do farmaco, e dessa forma aumenta sua estabilidade contra a
degradacdo quimica e enzimatica, encontrando ampla aplicacdo na industria farmacéutica e na
medicina (SAVALIYA et al, 2015).

A opsonizacdo limita o uso desses sistemas coloidais (nanoparticulas e lipossomas) quando
usados para fins terapéuticos devido a interacdo de proteinas plasméaticas com a superficie desses
nanossistemas sinalizando-as ao sistema fagocitario mononuclear (SFM) que promove uma rapida
eliminacdo da corrente sanguinea. Portanto, pesquisas foram realizadas com o intuito de
desenvolver novas técnicas para funcionalizar a superficie dos nanossistemas para impedir a
adsorcéo das proteinas plasmaticas, evitando assim a opsonizacdo e com isso prolongar o seu
periodo na corrente sanguinea ou eliminar os riscos de sua depuracdo (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010).

No geral, as nanoparticulas poliméricas sdo nanossistemas constituidos de materiais

formados por polimeros, geralmente biocompativeis e biodegradaveis, cujas substancias (farmacos
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de origem natural ou medicamentos por exemplo) encapsuladas podem ser dissolvidas em seu
nacleo oleoso, adsorvidas, conjugadas ou retidas em sua matriz polimérica de forma a serem
carreados e liberados a um sitio alvo de forma controlada (SHAH; YADAV; AMIJI, 2013). As
nanoparticulas sdo divididas em nanocépsulas, que possuem um envoltorio formado por polimeros
lipossollveis e nanoesferas que possuem uma estrutura matricial como mostra a figura 6
(SRIKANTH; KESSLER, 2012):

Figura 6 - a) farmaco dissolvido no nicleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das
nanocépsulas; ¢) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso

molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas
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Fonte: Couvreur e Vauthier (2006).

E um fato que o uso de nanoparticulas na producéo de novos farmacos tem despertado o
interesse da indUstria farmacéutica e da comunidade cientifica por apresentar inimeras vantagens,
como por exemplo, podem agir como vetores e controladores na liberacdo de substancias sintéticas
e naturais. Além disso, estes nanossistemas fornecem técnicas avangadas capazes de ultrapassar as
barreiras cerebrais e realizar o transporte e entrega controlada de substancias bioativas ao cérebro,
sendo as principais (SHARMA et al, 2019):

o O tamanho das particulas e as caracteristicas da superficie sdo facilmente manipulaveis a
fim de fixar farmacos de forma passiva ou ativa apos a administracdo parentérica bem como sua
manutencao;

o Com o controle de liberacéo e entrega do farmaco carreado, os efeitos colaterais diminuem
devido o transporte ao sitio alvo distribuindo o medicamento aos 6rgaos bem como sua depuragéo

subsequente, aumentando sua eficacia terapéutica e prolongando sua agéo;
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o Compostos bioativos sdo facilmente incorporados aos nanossistemas sem a necessidade de
algum tipo de reacdo quimica o que preserva sua atividade bioldgica e terapéutica ndo ocorrendo
nenhum tipo de alteracéo e a degradacdo desses nanossistemas pode ser modulada de forma simples
através da escolha dos constituintes da matriz;
o O direcionamento dos nanossistemas pode ser feito acoplando ligantes a sua superficie ou
utilizando orientagdo magnética bem como sua facil administracéo.
o Simplificacdo da posologia, podendo ser administrado em quantidades menores bem
como pode utilizar outras vias de administragdo como: oral, nasal, parentérica, intra-ocular, etc.
Nanoparticulas podem exibir um carater hidrofilico ou lipofilico os quais podem ser
produzidos seguindo as metodologias encontradas na literatura como: polimerizacgdo interfacial,
polimerizagdo em emulsdo e polimerizacdo por precipitacdo de polimero pré-formado
(WACKERLIG; SCHIRHAGL, 2016). A opsonizacdo, que é o reconhecimento e eliminacdo das
nanoparticulas através das proteinas plasmaticas do sistema fagocitario mononuclear, pois com a
ligacdo répida dessas proteinas a superficie dos nanossistemas o sistema fagocitario mononuclear
(SFM) promove a fagocitose e aos elimina da corrente sanguinea o que gera um problema a ser
solucionado. Consequentemente, um grande nimero de estudos e técnicas tem sido desenvolvidas
a fim de burlar o SFM promovendo o maior periodo ou até mesmo eliminar a adsorcdo das
nanoparticulas pelas proteinas plasmaticas na corrente sanguinea (FREITAS; GONCALVES;
NOGUEIRA, 2014).

A nanotecnologia farmacéutica € uma das ciéncias que tem desenvolvido um grande
nimero de pesquisas envolvendo técnicas para a otimizacdo de novos medicamentos a base de
produtos naturais utilizando sistemas coloidais como lipossomas, carreadores lipidicos
nanoestruturados, nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, entre outros, que além de
direcionarem o farmaco carreado a células e 6rgédos especificos do organismo possuem indmeras
vantagens que revolucionam o uso desses carreadores na liberagdo controlada de substancias ativas
tornando esta abordagem ainda mais atraente (STEICHEN; CALDORERA-MOORE; PEPPAS,
2013; KUO et al, 2017). Estudos envolvendo o emprego da nanotecnologia para a producédo de
farmacos de origem vegetal, utilizando extratos e 0leos essenciais, tem sido amplamente divulgado
na literatura uma vez que nanocarreadores podem potencializar a acdo desses compostos naturais
bem como promover uma liberagdo sustentada, bem como a diminuicdo de dosagens e efeitos

colaterais (YU et al, 2016). Além disso, estudos utilizando modelos de nanocarreadores, como
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nanoparticulas poliméricas biodegraddveis e nanoparticulas metalicas por exemplo, tém
demonstrado grande eficiéncia em relacdo a permeabilidade da barreira hematoencefalica tornando
viavel a utilizacdo desses nanossistemas para a entrega controlada de medicamentos ao sistema
nervoso central (HOFF et al, 2013).

De acordo com os estudos de Ding e colaboradores (2020), muitas pesquisas envolvendo
técnicas e abordagens ndo invasivas para burlar a barreira hematoencefélica tem se mostrado
promissoras na entrega de agentes terapéuticos e macromoléculas ao cérebro. Com o advento da
nanotecnologia, estas abordagens se tornaram ainda mais eficazes e representam um enorme
potencial de aplicacdo. A producdo de nanomateriais capazes de realizar a tarefa de transporte e
liberacdo através da BHE s6 é possivel devido por meio de suas propriedades como didmetro na
escala nano, alta capacidade de carreamento de drogas, estabilidade, producdo facilitada,
biodegradabilidade e biocompatibilidade. Segundo Mulvihill e colaboradores (2020) Para ser capaz
de cruzar a BHE, nanocarreadores como nanoparticulas poliméricas podem ser covalentemente
ligados a agentes de direcionamento especificos cuja funcdo serve para direcionar as NPs para

locais especificos, como tumores ou agregados de proteinas.

1.3.2 Fatores que influenciam a passagem de nanoparticulas através das barreiras

cerebrais.

Como exposto, anteriormente, o sistema nervoso central é privilegiado por ser preservado
por um eficiente sistema de protecdo dindmico anatémico e bioquimico cuja funcéo é impedir e
regular a passagem de macromoléculas e agentes nocivos através da circulagcdo sanguinea que
podem vir a deteriorar as células nervosas (SPUCH; SAIDA; NAVARRO, 2012).

As barreiras hematoencefélica e a sangue-liquido cefalorraquidiano fazem esse papel de
isolamento do SNC do restante do organismo, a BHE controla a substancias enddgenas e exdgenas
presentes na corrente sanguinea e a BSLCR protege-0 contras traumas e pressao que podem vir a
acometer a massa encefalica, bem como macromoléculas e toxinas que sdo blogueadas pelo liquido
cefalorraquidiano (LCR) (PATTON et al, 2017). Este sistema de prote¢éo do SNC se torna bastante
eficiente também contra macromoléculas dos farmacos e medicamentos que sdo desenvolvidos e
administrados no tratamento de desordens neurodegenerativas. Por essa razao, novas abordagens

terapéuticas tém sido desenvolvidas baseadas em técnicas que possibilitem a entrega dessas



38

substancias a0 SNC por meio da livre passagem através dessas barreiras (STEICHEN;
CALDORERA-MOORE; PEPPAS, 2013).

Existem alguns fatores que contribuem para a livre passagem através da barreira
hematoencefalica, por exemplo, 0 uso adequado de transportadores existentes na anatomia da BHE
podem proporcionar a entrega de moléculas e compostos enddgenos e exdgenos como mostra a
Figura 7 (MARIANECCI et al, 2017).

Figura 7 - Rotas de transporte através da barreira hematoenceféalica (BBB ou BHE). Nota: As linhas verdes indicam
juncdes apertadas; as caixas azuis indicam transporte sem suporte ou mediado pelo receptor. Abreviaturas: RMT,

transcitose mediada pelo receptor; AMT, transcitose mediada por adsor¢do
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Fonte: adaptado de Marianecci et al (2017).

Devido a esta dificuldade imposta pelas barreiras cerebrais (BHE e BSLCR) estudo foram
direcionados a trabalhar em escalas nanométricas cuja dimensdo é observada em relacdo aos
compostos regulados pela BHE e livre passagem até o parénquima cerebral, neste contexto, a
nanotecnologia farmacéutica encontra uma oportunidade promissora no desenvolvimento de

farmacos eficazes no tratamento de doencas neurolégicas (CARRADORI et al, 2017).

1.3.3 Polimeros transponiveis as barreiras cerebrais

Compostos bioativos oriundos de produtos naturais de origem vegetal possuem

caracteristicas que, apesar de seus potenciais efeitos no tratamento de importantes doencas como
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as desordens cerebrais, apresentam dificuldades principalmente na passagem pela BHE. Por isso,
0 uso de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis € uma alternativa promissora pois atravessam
com facilidade barreira hematoencefalica, porém € extremamente importante conhecer as
propriedades do polimero que sera utilizado na producéo do sistema tal qual se comporte da melhor
maneira para entrega desses compostos de origem natural (HAN et al, 2012; FONSECA-SANTOS;
GREMIAQO; CHORILLI, 2015).

A modificacdo das superficies das nanoparticulas conjugando com ligantes covalentes
para direcionad-las ou por revestimento com certos surfactantes que permitam a adsorcdo de
proteinas plasmaticas especificas sdo necessarias, ou ainda, uma absor¢do mediada por um
receptor, sdo extremamente importantes para a entrega de compostos ao SNC e quantidades
suficientes atravessem a BHE (YUE et al, 2012). Em uma pesquisa realizada por Wohlfart e
colaboradores Gelperina e Kreuter (2012) nanoparticulas poliméricas biodegradaveis carregadas
com doxorrubicina cujos polimeros utilizados foram: poli (cianoacrilato de alquilo) e poli (lactido-
co-glicolido) (PLGA), albumina de soro humano (HSA), assim como quitosana foram testados em
ratos por meio de administracdo intravenosa no tratamento de glioblastoma experimental e os
resultados obtidos sugerem que esta tecnologia € muito promissora para a terapia ndo-invasiva das
doencas do SNC uma vez que modificar a superficie das nanoparticulas utilizando substancias
quimicas (sintese de pré-farmacos) ou bioquimicas (conjugacdo com anticorpos especificos)
(GIACOMELLLI; DANIELE; MARTINI, 2017) (LIU et al, 2017).

O PLGA ¢é um polimero bastante utilizado na producdo de nanocapsulas devido suas
inimeras vantagens tais como: biodegradabilidade, biocompatibilidade, aprovacao pela FDA e
Agéncia Europeia de Medicamentos em sistemas de administracdo de farmacos para administracéo
parentérica, formulagdes e métodos de producgédo adaptados a varios tipos de farmacos, moléculas
pequenas ou macromoléculas hidrofilicas ou hidrofébicas, protecdo do farmaco contra degradacéo,
possibilidade de libertacdo prolongada, possibilidade de modificar propriedades de superficie para
proporcionar melhor interacdo com materiais, possibilidade de direcionar as nanoparticulas para
orgéos ou células especificos (DANHIER et al, 2012; RAFIEI; HADDADI, 2017).

Além das propriedades atrativas do PLGA sua acdo biodegradavel ocorre com a sua
hidrolise que leva a formacao de mondémeros metabolitos, acido lactico e acido glicélico (NOORI
KOOPAEI et al, 2014). Entretanto a hidrofobicidade do PLGA é uma propriedade néo favoravel
quando se trata da barreira hematoenceféalica pois dificulta a entrega de compostos e a
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administracdo parenteral que levou ao desenvolvimento de copolimeros que possuem a capacidade
de carrear moléculas hidrofilicas para serem entregues ao sistema nervoso central e viabilizar a
passagem pela BHE (WIN-SHWE; FUJIMAKI, 2011). Alem disso, funcionalizar a superficie das
nanoparticulas pode ajudar a adsorcdo das células endoteliais e assim 0s compostos serem
entregues ao SNC constituindo assim mais uma alternativa de transpor os limites da BHE
(ZHANG; XU; LIU, 2015; WEN et al, 2016).

Além dos surfactantes que solubilizam os lipidios das membranas celulares, outra
estratégia nanotecnoldgica € o revestimento das nanoparticulas com polietileno glicol (PEG) e
anticorpos que melhoram a adsorcdo e a permeabilidade das juncGes apertadas que forma as células
endoteliais da BHE (SARAF, 2009; GOMES; NEVES; SARMENTO, 2014).

Pesquisas encontradas na literatura sobre a producdo de nanoparticulas de poli (n-butil
cianoacrilato) revestidas com polissorbato 80 e carreadas com tacrina e rivastigmina e 0 seu uso na
entrega desses compostos ao cérebro para a tratamento da doenca de Alzheimer obtiveram
resultados promissores, a concentracdo de tacrina no cérebro foi de 170 ng/mL sendo este valor
significativamente maior quando comparado aos resultados obtidos utilizando nanoparticulas ndo
revestidas ou do farmaco livre (WILSON et al, 2008b). Varios autores sugerem que a interacdo do
polissorbato 80 com as células endoteliais dos microvasos cerebrais permitem a passagem de
compostos atraves da BHE e este mecanismo de libertagdo de compostos medicamentosos ao
cérebro se torna uma alternativa promissora na producdo de farmacos de origem natural (SUN et
al, 2005; WILSON et al, 2008a).

Os copolimeros biodegradaveis de monometoxi(polietilenoglicol)-poli(acido latico-co-
acido glicélico)-monometoxil(polietilenoglicol) (PELGE) proporcionam mais uma alternativa na
entrega de farmacos naturais e sintéticos ao SNC pois prolongam o periodo das nanoparticulas na
circulacdo sanguinea, além disso a superficie modificada com PEG (poli-etilenoglicol) ajuda a
proteger o farmaco encapsulado da interagdo com os componentes sanguineos podendo assim as
nanoparticulas de PELGE serem uma alternativa terapéutica a serem administradas
intravenosamente (GUNASEKARAN et al, 2014). Em um estudo realizado por Duam et al (2005),
nanoparticulas de PELGE contendo mitoxantrona (DHAQ), um potente agente anticancerigeno,
foram produzidos e testados em ratinhos cujos resultados mostram a presenca das nanoparticulas
por um maior periodo de tempo na circulagcdo sanguinea levando a uma maior interagdo com as

celulas tumorais levando-as a destrui¢do e diminuindo a toxicidade do DHAQ (DUAN et al, 2004).
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Han et al (2012) desenvolveu nanoparticulas de PELGE para carrear quatro compostos
presentes no extrato da planta Ginkgo biloba (ginkgoldides A, B e C e bilobolida), compostos
considerados potentes agentes antioxidantes e neuroprotetores, e entregar ao sistema nervoso
central cuja liberacdo prolongada e sincronizada foi observado em teste in vitro e in vivo, e ainda
as nanpoarticulas de PELGE melhoraram o tempo de meia vida dos compostos na corrente
sanguinea e diminuiram a degradacdo do PLGA sugerindo desta forma que as nanoparticulas de
PELGE sdo promissores carreadores de produtos naturais contendo variados tipos de substancias
(HAN et al, 2012).

As nanoparticulas produzidas com o polimero PLA tendo sua superficie modificada
utilizando surfactantes ou anticorpos sdo 6timas candidatas a entrega de medicamentos aos SNC
do que as nanoparticulas de PLA sem algum tipo de ligante conjugado bem como o uso livre de
farmacos ndo carreados uma vez que a modificacdo da superficie da nanoparticula € extremamente
importante para ultrapassar a barreira hematoencefalica (KUMAR et al, 2010). LIANG e ZHU
(2013) relataram que em suas pesquisas realizadas na producdo de nanocapsulas de PLA que
tiveram sua superficie modificada com polissorbato 80 aumentaram suas concentracdes no cérebro
significativamente do que as produzidas sem surfactante e os testes tanto in vitro quanto em vivo
comprovaram sua eficacia (LIANG; ZHU, 2011).

1.3.4 Tipos de sistemas propostos e mecanismos de internalizacao

A nanotecnologia além de melhorar as terapias convencionais empregadas no tratamento
de doenca, também tem como objetivo desenvolver novos sistemas nanomeétricos com
propriedades especificas afim de otimizar a eficacia de farmacos padrdes bem como produzir novos
farmacos de origem natural com potenciais atividades bioldgicas promissoras capazes de superar
as limitacOes dos medicamentos ja existentes na industria farmacéutica (CARRADORI et al, 2017).
Nesse contexto, a nanomedicina, que é a aplicacdo médica da nanotecnologia, tem alcangado
resultados pré-clinicos bem-sucedidos na abordagem de nanossistemas carreadores de farmacos
eficientes na entrega de compostos a sitios alvos especificos, fato que contribui para a evolucao de
inovadoras terapias naturais envolvendo nanossistemas (SPUCH; SAIDA; NAVARRO, 2012).

A producdo nanossistemas contendo agentes bioativos naturais apresentam

caracteristicas relevantes como atingir o sitio alvo sem perdas significativas de sua atividade,



42

tamanho do composto, atividade superficial e toxicidade do transportador (GANESAN et al, 2015).
Para obter essas caracteristicas € importante escolher a metodologia adequada para a administracdo
em distarbios neurodegenerativos, por exemplo, o método de liberacdo adequado e eficiente deve
estar livre de efeitos colaterais, deve-se observar as propriedades fisico-quimicas do local de
destino, os revestimentos hidréfilos devem ser capazes de resistir a fagocitose, bem como devem
ser biodegradaveis e ndo toxicos (CHENG et al, 2015; GANESAN et al, 2015). A barreira
hematoencefalica representa um dos principais fatores que levam a producdo de nanoparticulas
funcionalizadas para realizar a livre passagem e entregar 0 composto ao sistema nervoso central
para que o mesmo desempenhe suas funcdes bioldgicas e aja de acordo com a natureza
histopatoldgica da doenca neurodegenerativa bem como aumentar a sua biodisponibilidade e
diminuir a toxicidade sendo este um processo continuo na investigacdo farmacéutica (MISRA et
al, 2003). Para isso, a nanotecnologia dispde de varias metodologias para desenvolver sistemas
nanoparticulados com objetivos especificos de acordo com o mecanismo de determinada patologia
(MODI; PILLAY; CHOONARA, 2010).

Para evitar a degradacdo de compostos fito-bioativos como a curcumina e o reverastrol,
compostos extraidos da Acafrdo-da-india (Ctrcuma longa) e sementes de uva (Vitis vinifera),
respectivamente, a metodologia escolhida para a producdo de nanoparticulas. Esses compostos fito-
bioativos possuem grande potencial antioxidante porém quando administrados via oral possuem
baixa biodisponibilidade para chegar ao cérebro, neste contexto a producéo de nanocapsulas com
curcumina e reverastrol dissolvida em seu nucleo oleoso ou adsorvido e suas paredes juntamente
com agentes de protecdo adequados aumenta a biodisponibilidade do composto para o cérebro bem
como nanoparticulas revestidas de tiamina, fator que potencializa a entrega da curcumina ao
cerebro ajudando na reducdo do estresse oxidativo causado pelas doencas neurodegenerativas
(KAKKAR et al, 2013).

A apolipoproteina E possui isoformas ApoE2, ApoE3 e ApoE4 que formam complexos
com o peptideo AP cuja agregacdo e deposi¢do formam das placas senis e novelos neurofibrilares
em células nervosas (JAROONWITCHAWAN et al, 2017). A ApoE2 e ApoE3 impedem o
acumulo e o transporte da AP através da BHE caracterizando uma atividade neuroprotetora
enquanto a ApoE4 promove a juncdo da AP no cerebro. Neste contexto, Nanocapsulas poliméricas
biodegradaveis contendo curcumina foram desenvolvidas ligando a sua superficie ApoE3 que além

de promover a passagem através da BHE também proporciona uma terapia anti-Ap diminuindo o
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estresse oxidativo e impedindo a evolugdo de doengas degenerativas cerebrais como Stroke,
Alzheimer e Parkinson (MULIK et al, 2010). KAKKAR et al (2013) desenvolveu nanoparticulas
lipidicas sélidas contendo curcumina obtendo resultados satisfatorios na funcionalizacdo desses
nanossistemas com polissorbato hidrofilico 80 no revestimento exterior que séo seletivamente
tomadas pelos receptores APO E presentes na BHE e o tratamento com C-SLNs restabeleceu as
temperaturas corporais normais e um aumento significativo de BW indicando protecdo contra
danos induzidos pelo AVC isquémico.

Recentes estudos sobre a timoquinona, um composto derivado da Nigella sativa, tem
demonstrado potencial bioldgico frente a doencas anti-inflamatorias, anticancerigenas e também
as causadas por estresse oxidativo e neurodegenerativas (RAVINDRAN et al, 2010; AHMAD et
al, 2016). Para aumentar a biodisponibilidade desse composto e a sua passagem pela BHE Alam et
al (2012) produziu nanocépsulas poliméricas mucoadesivas de quitosana contendo timoquinona
para serem administradas via nasal e entrega do composto ao cérebro em ratos Winstar e foi
observado que a metodologia empregada foi bastante eficaz sugerindo uma promissora abordagem
de sistemas carreadores na entrega de produtos naturais ao sistema nervoso central e tratamento da
doanca de Alzheimer. Em um estudo realizado utilizando um modelo in vivo mostrou que A
timoquinona administrada por via intraperitoneal foi eficaz na redugéo do estresse oxidativo e lesdo
histopatolégica em modelo de rato de isquemia/reperfusdo aguda da aorta abdominal (ABU-
DAHAB et al, 2013; AYDIN et al, 2015).

A planta de origem chinesa Ginkgo (Ginkgo biloba L.) cuja existéncia ocorre desde 0s
tempos dos dinossauros, é uma erva extensivamente usada e o extrato de suas folhas contém uma
composi¢do quimica composta de terpendides (mistura de ginkgolides) e bilobolida cuja atividade
biolégica Antagonista do receptor do fator ativador de plaquetas (PAF), Vasorregulacao,
prevencdo de danos a membrana Por radicais livres, efeito neuroprotetor e ainda sdo capazes de
tratar a isquemia cerebral (HAN et al, 2012). Devido o curto tempo de vida desses principios ativos
na circulacdo sanguinea, novas dosagens se tornam necessarias. Na pesquisa realizada por HAN et
al (2012) foi produzido um sistema nanoparticulado carregado com terpenos de ginkgo e formulado
com PELGE (copolimeros biodegradaveis de monometoxi (polietilenoglicol)-poli (lactide-co-
glicolido)-monometoxil (poli-etilenoglicol) para que alcancem co-encapsulacdo, libertacdo
sustentada e sincronizada dos mdultiplos componentes de terpenos de ginkgo pois essas

nanoparticulas através da administracéo intravenosa em ratinhos resultou em seu tempo prolongado
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de circulacdo no sangue comparado a administracdo intravenosa de nanoparticulas de PLGA
(LIAO et al, 2014).

1.5 Transportadores ABC

Os capilares cerebrais sao formados por uma fina camada de células endoteliais cujas
juncles apertadas constituem a parte fisica da barreira hematoencefalica fazendo o controle e
isolamento do sistema nervoso central de efluxos de substancias neurotoxicas, livre circulacdo de
drogas, xenobidticos, peptideos enddgenos e outros compostos circulantes presentes na corrente
sanguinea (ROMERMANN et al, 2017). As células endoteliais sdo revestidas e polarizadas por
uma membrana apical voltada para o sangue (membrana luminal) e uma membrana basolateral
voltada para o tecido cerebral (membrana abluminal) onde estdo presentes proteinas de transporte
e receptores que modulam o movimento de solutos através do BHE (QOSA et al, 2015). Dentre
estas proteinas estdo os transportadores de cassete de ligagdo ATP (ABC) que pertencem a uma
superfamilia de proteinas que foram classificados pela Organizacdo do Genoma Humano em 7
familias, nomeados de ABC-A para ABC-G. O transportador ABC mais proeminente e melhor
estudado € o produto génico 1 p-glicoproteina (P-GP) de resisténcia a multiplos farmacos (MDR1,
ABCB1, P-GP). Estres transportadores reconhecem uma ampla gama de diferentes substratos,
xenobidticos e metabolitos e os transportam de volta para a circulacdo sanguinea bombeando-os
através do lado lumial das células endoteliais dos capilares cerebraias (MAHRINGER; FRICKER,
2016). Portanto, esta caracteristica vem sendo bastante explorada por pesquisadores no intuito de
desenvolver mecanismos de transporte e entrega de farmacos ao SNC utilizado estas proteinas
como meio de transporte através da BHE (MILLER, 2015).

A P-gp pode ser o transportador ABC mais importante no SNC que desempenha um papel
crucial tanto na neuroprotecgdo como na farmacorresisténcia cuja contribui¢do proporciona um
amplo espectro de substrato passiveis de serem transportados. Segundo Miller (2015), alguns
horménios, fosfolipidios, citocinas e prostaglandinas devem ser efetuados, embora haja menos
dados disponiveis para substratos endogenos especificos, por exemplo, varios fosfolipidos,
esfingolipidos, aldosterona e amildide-p (subproduto neuronal) séo substratos de P-gp; Glutationa
(GSH), leucotrienos conjugados com GSH e prostaglandinas, conjugados de glucoronido e sulfato
sdo substratos de MRP1; Estrones e acidos biliares sdo substratos BCRP (SHAROM, 2008). Além
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do enddégeno moléculas, os transportadores de efluxo ABC manipulam agentes terapéuticos
estruturalmente diversos que variam de moléculas de farmacos pequenas tais como morfina (285
Da) a farmacos de grande porte tais como Ciclosporina-A (1200 Da).

Nanoparticulas oferecem inimeras vantagens como um sistema de liberacdo de farmaco
nanoparticulado capaz de melhorar a eficAcia do farmaco e/ou enriquecer o sistema com
propriedades suplementares tais como caracteristicas de direcionamento um fator importante na
producdo de novos farmacos uma vez controle fisiolégico da BHE precisa ser superado
(KANWAR; SRIRAMOJU; KANWAR, 2012). Segundo Marianecci et al, (2017), uma abordagem
ndo-invasiva promissora para transporte e entrega de biomateriais ao cérebro envolvendo a
nanomedicina seria o desenvolvimento biomateriais, em tamanho nanoescala, capaze de elevar 0s
niveis cerebrais de substancias medicamentosas incapazes de atravessar a BHE sendo estes:
cérebro, tais como nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, transportadores vesiculares, metal e
silicio.

Na literatura existem pesquisas variadas a respeito de farmacos encapsulados que foram
produzidos com diversos polimeros, como acido lactico-co-glicolico (PLGA), que apresentaram
Otimos resultados se tratando da livre passagem através da BHE bem como varios sistemas e
mecanismos desenvolvidos para vencer essas barreiras constituindo um importante grupo de
medicantos de origem natural no tratamento de doencas cuja etilogia deriva do estresse oxidativo
(SUN et al, 2016).

Um motivo que pode justificar a passagem de nanoparticulas através da BHE seria o
aumento da concentracdo nas paredes das celulas endotelias dos capilares cerebrais associado a
pressdo exercida pela corrente sanguinea proporcinando a adsor¢do das nanoparticulas aos
capilares cerebrais (VEDAGIRI; THANGARAJAN, 2016). Outro fator importante seria a
modificacdo da superficie das nanocapsulas conjugando o surfactante polissorbato 80 cujos estudos
encontrados na literatura tem demonstrado ser uma excelente estratégia na entrega de farmacos
carreados por nanoparticulas ao sistema nervoso central fazendo com que a BHE deixe de ser um
empecilho na producdo de farmacos envolvendo nanossistemas carreadores de compostos
originarios de plantas medicinais (SONI; KOHLI; JAIN, 2005; GAO; JIANG, 2006;
MARCIANES et al, 2017).
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1.5 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais com a finalidade de tratar de doencas € um fato constatado ao
longo da histéria da populacdo mundial, cujos relatos datam mais de 5 mil anos (MARMITT et al,
2018). Atualmente existem inUmeras doencas cuja etiologia ainda é desconhecida, fato que
impulsiona o desenvolvimento de pesquisas cientificas com o intuito de descobrir novos farmacos
que possam ser capazes de tratar e até mesmo curar estas enfermidades, contribuindo diretamente
para a evolucdo da Industria Farmacéutica (ASSIS et al, 2015).

Uma planta é classificada como medicinal quando ela produz alguma substancia que possui
atividade bioldgica capaz de agir contra algum mecanismo envolvido no desenvolvimento de
determinada enfermidade (SALESSE et al, 2018). Estas substancias sdo chamadas de principios
ativos e representam uma fonte inesgotavel de novas substancias que, a partir do século XIX, a
comunidade cientifica comecou a estuda-las e extrai-las, desvendando seus mecanismos de acéo e
produzindo suas proprias versdes, dando inicio a transicdo entre o uso de plantas medicinais e 0s
medicamentos sintéticos (BARBOSA, et al, 2017).

Devido ao baixo poder aquisitivo da populacdo que vive em paises subdesenvolvidos, as
plantas medicinais representam uma alternativa financeira (SALESSE et al, 2018). Por isso, 0
tratamento fitoterapico que alcancga diversos tipos de enfermidades, continua sendo uma pratica
etnobotanica bastante difundida, o que ndo exclui uma parte das pessoas que vivem em paises
desenvolvidos e que sofrem com a desigualdade social. De acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 80% da populacdo mundial recorre a medicina tradicional como forma de aliviar os
sintomas dolorosos e indesejaveis causados por algum tipo de patologia e devido a este fato pode-
se gerar um lucro de aproximadamente 22 milhGes de dolares impulsionando a economia global
(FIRMO et al, 2011). Além disso, o fato da pratica fitoterapica poder proporcionar uma fonte de
renda para muitos paises, principalmente aqueles cuja biodiversidade é bastante ampla, podendo
contribuir diretamente para o desenvolvimento do setor médico privado de forma a gerar renda e
tornando-se mais acessivel para pacientes cujos recursos financeiros sdo escassos (PEREIRA et al,
2016).

O Brasil € um pais que possui uma extensdo territorial de dimensGes continentais,
abrangendo uma area de 8,5 milhdes km2 que é mais da metade da Ameérica do Sul (TESTA; DE
ROSA; FAVERO, 2020). Por essa razéo, ha uma grande variedade de biomas e ecossistemas no
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territdrio brasileiro e, consequentemente, reflete em grandes numeros de fauna e flora, dando
origem a maior biodiversidade do mundo, representando mais de 20% da vida animal e vegetal
existentes no planeta, deixando o Brasil entre os 17 paises mais mega diversos (DA MOTA
JUNIOR et al, 2019). Decerto, esta diversidade e regides distintas que abrigam variados
ecossistemas abrangem areas Unicas que por sua vez ddo origem a varias espécies endémicas. E
imprescindivel que haja um maior aproveitamento da biodiversidade brasileira por meio de estudos
cientificos para que se possa garantir de forma segura 0 acesso aos seus recursos genéticos exoticos
ao quais sdo essenciais ao melhoramento da agricultura, da pecuaria, da silvicultura e da
piscicultura (FILOCREAO et al, 2015).

A biodiversidade pode dar origem a produtos e processos que podem alavancar a economia
local, por exemplo, 31% das exportacGes brasileiras advém do extrativismo vegetal (SANTOS et
al, 2019). A biomassa vegetal produz o café, a soja e a laranja que correspondem aos produtos mais
exportados no pais, bem como a cana de agUlcar, 0 carvao e a lenha que sdo responsaveis pela
geracdo de 30% da matriz energética. Além disso, boa parte da populacdo brasileira faz uso do
conhecimento etnobotanico adquirido ao longo da vida como parte da heranca das geracdes
passadas para tratar seus problemas de saude, e muitas vezes impulsionada pela falta de recurso e
acesso aos medicamentos alopaticos (CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

A biodiversidade vegetal brasileira possui mais de 50 mil espécies catalogadas, porém ha
muitas espécies que ainda ndo foram descobertas e, portanto, estudadas (BARROS; GARCIA;
ANDREOTTI, 2019). Apenas 1% da fauna brasileira foi estudada quimica e farmacologicamente,
sendo que cerca de 300 amostras vegetais consideradas medicinais foram agregadas a lista de
exemplares utilizados pela populacéo brasileira e regulamentada pela Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (FIGUEIREDO et al, 2014; SALESSE et al, 2018). Somente
na Amazonia cerca de cinco mil das vinte e cinco mil espécies conhecidas e catalogadas foram
estudadas e suas propriedades terapéuticas comprovadas por meio da pesquisa cientifica. Estas
ervas medicinais exibem praticamente todos os tipos de acbes biologicamente ativas como:
antitumorais, anti-inflamatorias, antiespasmadicas, antimicrobianas, fungicidas, ansioliticas,
diuréticas, neuroprotetoras, antivirais, inseticidas, entre outras, e estas propriedades proporcionam
0 incentivo a pesquisa e desenvolvimento de novos fitoterapicos e farmacos de origem natural que
sejam capazes de tratar e curar variadas afeccdes, principalmente as que possuem sua etiologia
desconhecida (BARROS et al, 2019).
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Dentre as principais doengas que ndo possuem cura estéo as desordens cerebrais causadas
pela perda progressiva e irreversivel das células nervosas, responsaveis pelo funcionamento do
sistema nervoso central (STEPHENSON et al, 2018). Devido a isso, 0s neur6nios perdem a
capacidade de produzir os neurotransmissores 0s quais sdo substancias importantes para o
funcionamento do metabolismo cerebral, dando origem a uma série de patologias que causam
complicagdes fisicas e psiquicas ao individuo. O numero de diagndsticos tem aumentado
exponencialmente em todo o mundo devido ao aumento da expectativa de vida da populacéo de
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, porém ha outros fatores apontados como precursores
dessas doencas (DAWSON et al, 2018). De acordo com Bondy (2016), pode-se constatar que a
poluicdo antropogénica esté ligada diretamente ao surgimento de doengas neurodegenerativas, pois
agentes xenobioticos podem acelerar o envelhecimento do sistema nervoso central. Além disso, o
estresse oxidativo causado pelas espécies reativas de oxigénio presentes no céerebro, sedentarismo
e obesidade podem acelerar a neurossenescéncia contribuindo para o surgimento de desordens
cerebrais (HERRERA et al, 2018; MAZON et al 2017).

O grande problema envolvendo o tratamento de doencas neurodegenerativas é a
existéncia de barreiras cerebrais cuja funcdo € o controle de substancias advindas da corrente
sanguinea que eventualmente poderiam causar dano ao sistema nervoso (SHARMA et al, 2019).
Devido a este controle gerenciado pelas barreiras hematoencefalica e liquido-sangue
cefalorraquidiano, a passagem de substancias biologicamente ativas para as células nervosas é
dificultada. Neste cenario, a nanotecnologia dispde de técnicas capazes de produzir nanossistemas
transportadores de substancias ativas até um sitio especifico, realizando a entrega e liberacéo
controlada representado para a inddstria farmacéutica uma alternativa para o tratamento de
inimeras patologias inclusive desordens cerebrais (GONDIM et al, 2019). Além disso, 0 uso destes
sistemas € decorrente, principalmente, do pequeno tamanho que favorece a adsor¢do sobre as
paredes dos capilares na barreira hematoencefalica (BHE), culminando com um gradiente de efluxo
com abertura das juncdes apertadas e transcitose através do endotélio (KOLA et al, 2019; MAY et
al, 2020). Estes nanocarreadores oferecem vantagens como potencializar o efeito inibitorio em
relacdo a enzima acetilcolinesterase por meio da eficiéncia da liberagdo controlada de farmaco as
células nervosas, oferecem a protecdo do farmaco em relacdo a degradacdo enzimética e quimica
e podem sofrer modificacGes em sua superficie de forma a serem vetorizados a regides especificas
do corpo, por exemplo, a passagem através da BHE (KARAMI; ZANJANI; HAMIDI, 2019).
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Em geral, medicamentos produzidos & base de produtos naturais possuem boa atividade
biologica cuja propriedade medicinal tem sido atribuida a pequenos terpendides e compostos
fenolicos como timol, carvona, carvacrol, mentol e muuroleno, que também na forma pura exibem
atividade antibacteriana ou antifungica (TEIXEIRA et al, 2014). Apesar dos mecanismos de acéo
estar incipientemente caracterizados, provavelmente a atividade terapéutica esta associado ao
caréter lipofilico dos compostos (GECHEV et al, 2014). As diferengas com respeito as técnicas
empregadas para investigacdo da acdo de compostos de plantas e uma grande variacdo encontrada
na composicdo quimica de algumas preparagdes vegetais, podem resultar em dados de dificil

comparacéo entre as pesquisas (ZHANG et al, 2012).

1.6 Siparuna guianensis Aubl.

A planta Siparuna guianensis Aubl. pertence a familia Siparunaceae, cujas espécies que
fazem parte desta familia ocorrem em dois continentes distintos: a América (regido sul e latina) e
Africa (MOURA et al, 2020). Os géneros que compdem esta familia sdo Siparuna Aubl. e
Glossocalyx Benth. (Figura 8). O género Siparuna Aubl. é nativo da América Latina e possui cerca
de 65 espécies distribuidas nos neotrépicos, sendo que exemplares deste grupo podem ocorrer
desde a Nicaragua até o Paraguai e varias regides do Brasil. J4 0 género Glossocalyx Benth. é
monoespecifico e pode ser encontrada no oeste da Africa ocidental (HALL; MEIRELLES, 2017).

De acordo com um estudo realizado por Jussieu em 1809, pode-se constatar que 0 género
Siparuna foi erroneamente atribuido a subdivisdo da familia Monimiaceae, onde denominou-se o
termo em alusdo ao género Monimia (FREIRE, 1943). Além disso, Fischer (1997) também
correlacionou o género Siparuna a familia Monimiaceae Jussieu, porém pesquisas atuais mostram
0 género Siparuna pertence de fato a familia Siparunaceae, o qual foi classificado desta forma pela
filogenética AGP 111 (2009) a qual é um sistema de taxionomia vegetal moderna utilizada para
classificar plantas produzem flores (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2009).
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Figura 8 — Ocorréncia das espécies do género Siparuna Aubl. e Glossocalyx Benth.

Fonte: Martins (2016).

Segundo a Lista de Espécies da Flora do Brasil 2020, o género Siparuna Aubl. é neotropical e
possui cerca de 60 espécies, sendo sua distribuicdo nos seguintes paises: México, pela América
Central, Antilhas e América do Sul até o sul do Brasil e Paraguai, principalmente na diversidade na
Amazdnia. No Brasil sdo encontradas 20 espécies, inclusive a espécie Siparuna guianensis Aubl. As
regides do Brasil em que podem ser encontradas exemplares deste género sdo: Nordeste (Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, e Rio Grande do Norte), no Centro Oeste
(Distrito Federal, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), no Sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), e no Sul (Parand). As plantas do género Siparuna sdo
facilmente encontradas nas bordas das florestas.

Uma importante espécie destacada da familia Siparunaceae é a Siparuna guianensis Aubl.
devido a sua incidéncia em todo territdrio brasileiro e a sua fenologia marcante, motivo pelo qual
h& uma grande variacdo no rendimento e composic¢ao quimica do 6leo essencial por ela produzido,
podendo apresentar substancias distintas em cada regido onde € encontrada bem como sua
importancia prioritaria na conservacdo do cerrado brasileiro e 0 encorajamento de mais pesquisas
sobre esta espécie para o enriquecimento sobre seu conhecimento, pois é apontada pelos estudiosos
como espécie genética de preservacao do cerrado mato-grossense (ALMEIDA et al, 2021).

A espécie Siparuna guianensis Aubl. é conhecida popularmente como capitid, negramina,
folha santa, limao-bravo, jaqueira e catingueira-de-paca (AGUIAR et al, 2015). foi a primeira
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espécie do género Siparuna Aubl. a ser catalogada por Aubl. na Histoire des plantes de La Guiane
Francoise (1775). Suas principais caracteristicas boténicas sdo: cascas esverdeadas que quando
envelhecem se tornam acinzentadas, odor aromatico, com ramulos jovens rufo-pubescentes, folhas
simples, alongadas, elipticas, membranaceas, de margens lisas, com flores unissexuais, e frutos
elipsoides deiscentes verdes quando jovens e cor de vinho quando maduros, estes frutos quando
abrem expdem um interior roseo-avermelhado com sementes afixadas mostradas as quais séo
responsaveis pela sua reproducdo. A Figura 9 mostra um exemplar encontrado na regido do

municipio do Canta pertencente ao estado de Roraima.

Figura 9 — Arbusto da planta Siparuna guianensis Aubl. encontrada na regido do Canta-RR

As aplicacOes fitoterapicas desta espécie medicinal sdo bastante abrangentes, sendo
apontada por estudiosos como uma espécie prioritaria de conservacdo (VALENTINI et al, 2010).
As folhas desta planta s@o utilizadas em banho para dores no corpo e para curar a malina a qual é
descrita como um tipo de dor de cabeca causada pela exposicdo demasiada ao sol que provoca
corrimento de sangue nasal (ANDRADE et al, 2015). Além disso, existem relatos encontrados na
literatura sobre as indicacgdes de raizeiros, que recomendam o uso da folha na forma de decocto e
infuso para enxaquecas, resfriado, banho de descarrego para mau olhado, assim como para
hipertermia e hemoptise. Por fim, as folhas séo utilizadas na forma de cha e banhos para fraqueza,
febre, repelentes nos galinheiros para piolho de galinha, e por fim também sdo utilizados rituais
espirituais (FERREIRA et al, 2019).
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1.7 Oleos essenciais

Os oleos essenciais (OE) constituem um dos grupos de matérias primas economicamente
importantes para as industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética (BARROS et al, 2018). Sao
caracterizados por possuirem odor intenso e sdo extremamente volateis, geralmente produzidos por
diversas partes de plantas arométicas, por exemplo, folhas, frutos, flores, cascas e até mesmo nas
raizes (BARROS; GARCIA; ANDREOTTI, 2019). Os OE sdo geralmente extraidos por meio de
hidrodestilacdo e sua composicdo quimica € constituida de varias classes de substancias,
produzidas pelo metabolismo secundario das plantas em funcdo de sua interagdo com o meio
ambiente, possuindo fungdes de comunicagdo e defesa, com a finalidade de garantir sua
sobrevivéncia. O Brasil possui grande biodiversidade, com uma flora bastante abundante que
proporciona alta producdo de OEs de diversas espécies, por exemplo, andiroba, caja, copaiba,
cupuacgu e pau-rosa, entre outros, sendo amplamente utilizados pela medicina tradicional (FELIPE;
BICAS, 2017; NEGRINI et al, 2019).

Oleos essenciais fazem parte dos produtos naturais de origem vegetal e sdo ricos em
compostos bioativos, possuem vantagens interessantes, como por exemplo, alta eficiéncia, varios
modos de agdo, baixa toxicidade para organismos ndo-alvo e uso potencial como subprodutos
(BARROS et al, 2018). A mistura complexa que forma os OE sd@o substancias de baixo peso
molecular, geralmente classificados como terpenos e fenilpropandides e, quando ha a presenca de
oxigénios em sua cadeia, os terpenos sdo denominados de terpendides e podem pertencer a diversos
grupos organicos como alcoois, fendis, aldeidos, hidrocarbonetos, cetonas, éteres, lactonas, entre
outros (BARBOSA et al, 2019). Além disso, a composicdo quimica dos OEs pode apresentar de
vinte a sessenta substancias, das quais uma pequena quantidade (20 - 70%) sdo denominadas como
compostos majoritarios (CARDOSO et al, 2020).

Os terpenos também sdo conhecidos como isoprendides devido ao fato de suas estruturas
moleculares serem formadas por residuos de cadeias de isopreno (AL-NAGAR et al, 2019). Os
terpenos sdo classificados de acordo com a quantidade de unidades isoprénicas em sua estrutura
(metil — buta-1-3-dieno, com cinco 4&tomos de carbono e oito atomos de hidrogénio), sendo que a
unido de cada unidade ocorre acordo com a regra “cabega-cauda” conforme mostra a Tabela 1.
Conforme suas rotas biossintéticas, as unidades isoprénicas também podem dar origem aos

chamados isoprenos irregulares cujas cadeias carbénicas se ligam de forma diferente, como por
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exemplo o0 B-caroteno que se liga “cauda a cauda”, desta forma, estas ligacOes geram outras

estruturas que originam terpenos de cadeia aberta e terpenos de cadeia fechada (NOVAES, 2019).

Tabela 1 — Classificacdo de terpenos quanto ao nimero de isoprenos

Numero de Carbonos Unidades Isoprénicas Classificacao
10 2 Monoterpeno
15 3 Sesquiterpeno
20 4 Diterpeno
25 5 Sesterterpeno
30 6 Triterpeno
40 8 Tetraterpeno

Fonte: Bergamaschi (2016).

Estes compostos pertencem a uma grande classe de compostos organicos que sao
naturalmente produzidos por vegetais aromaticos por meio de duas rotas biossintéticas que utilizam
unidades isoprendides bésicas: o pirofosfato de isopentenila (IPP) e o pirofosfato de dimetilalila
(DMAPP) cuja formacéo ocorre por meio das vias do mevalonato e do metileritritol fosfato (MEP).
Na rota do mevalonato, por exemplo, as unidades isoprendides se formam por meio de acetil-
coenzima A, iniciando a reacdo com trés unidades de acetil-coenzima A (AcSCoA), como mostra
a Figura 10 (FELIPE e BICAS, 2017).

Figura 10 — Representacdo esquematica da rota do mevalonato
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Fonte: Adaptado de Novaes (2019).
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A formacao de acetoacetil-coenzima A ocorre por meio de duas moléculas de AcSCoA que
sdo utilizadas na via uma condensacédo de Claisen e em seguida ha uma reacgdo aldolica com uma
terceira molécula de AcSCoA e uma hidrolise, formando a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA). Desta forma, o tioéster € reduzido até o alcool primario (acido mevalénico), sofrendo duas
fosforilagdes sequenciais. Por fim, a enzima mevalonato 5-difosfato decarboxilase proporciona a
decarboxilagdo e desidratacdo para fornecer o pirofosfato de isopentenila (IPP), e sua forma
isomerizada pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) (NOVAES, 2019).

Muitas ervas e plantas superiores tem sido usadas ao longo dos anos como fonte natural
para a extracdao de dleos essenciais e consequentemente de terpendides para serem usados como
fragrancias e dar sabores aos alimentos (DE REZENDE et al, 2016). Atualmente sdo conhecidos
mais de vinte e dois mil tipos de terpenos encontrados em OE, tornando-0s um grupo importante e
expressivo de produtos naturais que exibem diversos tipos de atividade bioldgica, prevenindo e
tratando diversas doencas. Além disso, muitos estudos encontrados na literatura mostram que
alguns terpenos tem exibido atividade antitumoral, anti-inflamatério, anticolinesterasica, entre
outros, representando Gtimas perspectivas para o setor farmacéutico (CARVALHO et al, 2018).

H& mais de 1.000 monoterpenos, mais de 7.000 sesquiterpenos e mais de 3.000 diterpenos
e muitos deles podem ser comercialmente encontrados sob sua forma isolada (BORGES;
AMORIM, 2020). Porém, o uso de 6leos essenciais ainda é bastante difundido e os terpenos mais
comumente caracterizados séo: b-cariofileno, encontrado no OE da copaiba; o limoneno, 3-pineno
e y-terpineno, encontrados no OE do lim&o e da casca da laranja; o zingibereno, AR-curcumeno,
B-sesquifelandreno,e o bisaboleno extraidos do gengibre; o a-humuleno, cariofileno, eugenol,
encontrados no cravo, e muitos outros. Diversos estudos cientificos encontrados na literatura foram
realizados para comprovar a atividade biolégica, mostrando que os terpenos sao produtos naturais
de grande potencial terapéutico. Na figura 11 estdo sumarizados os principais terpendides

recorrentes na composicao quimica dos 0leos essenciais em geral (SILVA et al, 2018).
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Figura 11 - Principais terpendides recorrentes na composicao quimica dos éleos essenciais

Legenda: 1- a-pineno, 2- Aromadendreno, 3 - B - cariofileno, 4 — B - elemeno, 5 - B-pineno, 6 — Espatulenol,
Germacreno-D, 2 - Humuleno, 3 - Limoneno, 4 - Mirceno, 5 — T - muurolol, 6 — Viridiflorol.

As vias metabolicas secundarias vegetais ddo origem a diversas classes de compostos, tais
como, alcaldides, flavonoides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos terpendides e
poliacetilenos, que por vezes, sao especificos de determinadas familias, géneros ou espécies, cujas
fungdes, até pouco tempo eram desconhecidas. A maioria desses metabdlitos foram isolados (cerca
de doze mil) e essa quantidade ainda parece ser inferiores a 10% do total. Algumas substancias
fornecem odor para a planta, outros (quinonas e taninos) sao responsaveis pelo pigmento e muitos
compostos sdo responsaveis pelo sabor da planta (NOVAES, 2019). Os compostos de origem
vegetal demonstram uma grande importancia na medicina moderna, pois entre 1984 e 1994, dos
medicamentos aprovados pelo Ministério da Saude, 6% foram extraidos diretamente de espécies
vegetais, 24% foram produzidos a partir de produtos derivados de vegetais e 9% foram

desenvolvidos através da modelagem molecular de estruturas quimicas de compostos vegetais que
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serviram como prototipos, sendo que, atualmente metade dos 25 medicamentos de maior utilizagao
no mundo foi originada de metabdlitos secundarios de plantas medicinais (DE ALMEIDA, et al,
2020).

1.8 Estudos de interacgdo entre o 6leo essencial e a AChE

Como foi discutido anteriormente, a doenca de Alzheimer ¢ uma desordem
neurodegenerativa que afeta individuos acima de 65 anos de idade, causando a perda da capacidade
cognitiva, comunicativa e da memoria (DOURLEN et al, 2019). Como a causa do surgimento da
DA ¢ desconhecida, os pesquisadores trabalham com hipoteses que podem ajudar a entender como
a doenga surge e se desenvolve, por exemplo, a hipotese colinérgica consiste na diminui¢do da
producao do neurotransmissor acetilcolina, responsavel pelo estabelecimento das sinapses entre os
neurdnios, sendo que este composto tem um tempo de meia vida curto pois ¢ facilmente hidrolisado
pera enzima acetilcolinesterase quando este ¢ liberado pelas vesiculas sinapticas e entra na sinapse.
Por isso, o principal tipo de terapia aplicada em pacientes diagnosticados com o a DA consiste no
uso de inibidores da enzima acetilcolinesterase para o reestabelecimento da atividade estimuladora
da acetilcolina nas sinapses bem como o aumento de seu tempo de meia vida (OZDEMIR;
OZCELIK; UYSAL, 2019).

Os produtos naturais, em especial as plantas medicinais, representam uma alternativa
terapéutica para o tratamento da DA pois sdo uma fonte natural de novas substancias ativas
(WANG; HE; SHI, 2020). Plantas medicinais e aromaticas também fornecem 6leos essenciais que
devido a sua composicéo rica em compostos ativos, podem ser utilizados como inibidores da AChE
e a sim tratar a DA de forma natural. Varios estudos encontrados na literatura mostram que 0s 6leos
essénciais sdo potenciais inibidores da AChE, como por exemplo, as espécies de Narcissus poeticus
L., Melaleuca, Acorus calamus L., Eucalyptus camaldulensis Dehnh., Marlierea racemosa
Kiaersk., Cymbopogon schoenanthus Spreng., e variados 0leos da familia Lamiaceae.

Os 0leos essenciais sdo capazes de tratar sistemas bioldgicos, pois em sua composicao ha
inimeros compostos que exibem algum tipo de acdo contra diversos patdgenos, podendo ainda
agirem em sinergismo tornando-os ainda mais potentes (VAN DE VEL; SAMPERS; RAES, 2019).
Constata-se que a atividade psicotropica dos 6leos essenciais tem sido utilizada na medicina

tradicional desde os tempos mais antigos. Seus efeitos mentais tém a capacidade de atuar sobre a
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cognicgéo e aspectos emocionais, por esta razdo, foram introduzidos na terapéutica para diversos
fins, inclusive em rituais espirituais e outros ndo téo especiais. Desta forma, foram desenvolvidos
varios estudos sobre o uso de produtos naturais atuando como neurotransmissores sendo 0S
principais ativos produzidos por produtos naturais, por exemplo alcaloides e terpenos, sendo estes
0s principais constituintes dos dleos essenciais (GANDHI et al, 2019).

Diversos estudos encontrados na literatura mostram a atividade antiacetilcolinesterasica de
compostos encontrados em 6leos essenciais, com potencial aplicabilidade terapéutica
(KARAKAYA, et al 2019). Por exemplo, os monoterpenos neral, geranial e linalol; os
sesqueterpenos Oxido de cariofileno e tumerona e o eugenol que é classificado como um
fenilpropandide. Em um trabalho realizado por por Fujiwara e colaboradores (2010), foram
avaliadas as composicdes quimicas e a atividade inibidora da acetilcolinesterase (AChE) do 6leo
volatil da casca de Peltophorum dasyrachis Kurz ex Bakar (batai amarelo), mostrando que a
estrutura desses compostos inibidores influencia em sua atividade inibitoria além do teste de
atividade contra a AChE ter sido considerado potencialmente inibitério, com valor de ICso de 83,2
(2,8 ug / mL). Al-Nagar e colaboradores (2019) avaliaram a atividade de onze monoterpenos,
fenilpropenos e sesqueterpenos, onde (-) - carvona, cuminaldeido e (Z, E) -nerolidol apresentaram
efeitos inibitérios significativos da AChE, sendo que o cuminaldeido e (Z, E) -nerolidol
apresentaram ICsp ge 1,04 mM e 0,02 mM. Cardoso e colaboradores testaram a atividade dos
terpenos timol e o carvacrol que inibiram a AChE a apresentaram 1Cso de 0,93 e 0,04 mg mL™,
respectivamente. Além destes, o ICsq exibida por eucaliptol, carvacrol e timol para AChE foi de
0,36, 0,28 € 0,13 mg mL™%, respectivamente.

A acdo neuroprotetora dos 6leos essenciais obtidos por meio extracdo de plantas aromaticas
sdo bastante promissoras, pois sdo constituidos de uma série de substancias ativas capazes de
atuarem como inibidores da AChE. Por exemplo, YADAYV e colaboradores (2019) elabraram um
review sistematico sobre a atividade bioldgica da espécie de Acorus calamus L. e constataram que
se extrato causou 53,7 +/- 5,5% de inibigdo da enzima acetilcolinesterase. Segundo Almeida et al
(2017) o oleo essencial extraido das flores da planta hyptis dilatata tanto no periodo seco quanto
chuvoso, submetidos a ensaios in vitro de inibicdo da AChE e foram capazes de inibir a
potencialmente a enzima. No trabalho realizado por Medeiros et al (2016) o 6leo essencial da planta
Bauhinia ungulata L. inhibited 95,96%+0,62 a AChE, sendo considerada um agente
anticolinesterasico. Por fim, Lopés e colaboradores (2019) realizaram um estudo para elucidar o
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mecanismo de acdo da atividade do 6leo essencial de Origanum syriacum contra 0 mosquito vector
Culex quinquefasciatus e o parasita gastrointestinal Anisakis simplexpor meio de ensaios de
inibicdo da AChE chegando a concluséo que além de matar as larvas do mosquito, o 6leo essencial
consegue inibir a enzima mesmo em concentracdes baixas podendo estar ligada diretamente com

0 mecanismo de acdo do 6leo essencial contra as larvas e parasitas vetorizados pelo mosquito.
1.9 Supressao de Fluorescéncia

Para a realizacdo de estudos que possam melhorar a compreensdo de como compostos
encontrados em Gleos essenciais podem exercer sobre a enzima acetilcolinesterase, pode-se fazer
uso de técnicas sensiveis a parametros fisico-quimicos e caracteristicas estruturais da enzima.
Decerto, a AChE contém aminoacidos aromaticos presentes em sua estrutura molecular que podem
sofrer modificacdes devido a presenca de moléculas inibidoras. Desta forma, dentre os métodos
que satisfazem estes requisitos, encontra-se a titulagdo em supressdo de fluorescéncia cuja
capacidade pode ajudar a elucidar como ocorre a interacdo entre enzimas e compostos inibidores
(BARROS et al, 2019).

A AChE é uma enzima composta por trés ramificagdes sendo estas formadas por pontes
dissulfetos que ligam as quatro subunidades proteicas que sdo capazes de hidrolisar a ACh
(ELDUFANI; BLAISE, 2019). Desta forma, a AChE ligada a membrana celular por um colageno,
possui 12 sitios ativos somando todas as subunidades proteicas em cada unidade enzimatica

(ramificacdo) como mostra a Figura 12.

Figura 12 - Representacéo dos sitios de ligacdo da enzima acetilcolinesterase
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A histidina e a serina sdo aminodcidos que forma as subunidades cataliticas da AChE
proporcionando sua atividade e capacidade de hidrolisar a ACh. A reacdo ocorre primeiramente
devido ao grupo iénico formado pelo nitrogénio da ACh que interage com o residuo de aspartato
da AChE que fornece um par de elétrons agindo como uma base. O segundo fator para a reacédo €
interacdo com o grupo carbonila éster da ACh (sitio estearico) com a serina (residuo de tirosina),
formando uma ponte de hidrogénio. A histidina funciona como um catalizador acido base e a serina
como um agente doador de um par de elétrons (nucledfilo) e a reacdo de hidrélise da ACh sé
funciona com a presenca de ambas (ARAUJO et al, 2012).

Apo6s a ACh ser liberada pelas vesiculas sinépticas e entrar na sinapse, a carbonila do
neurotransmissor é atacada pela AChE por meio de um par de elétrons da hidroxila do residuo de
serina (WAISKOPF; SOREQ, 2015). Logo em seguida a histidina retira um préton do ion
hidroxdnio formado e posteriormente doa este mesmo préton para a porcéao colina da ACh, sendo
liberada como produto. Desta forma, a porcdo colina deixa a AChE acetilada e para que este
processo seja reversivel, a enzima devera sofrer hidrolise por meio da 4gua agindo como nucledfilo.
Por fim, o acido acético formado neste processo juntamente com o residuo de serina sao liberados,

tornando a enzima ativa mais uma vez conforme podemos ver na Figura 13.

Figura 13 — Representacdo esquematica da hidrélise da acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase
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O fendmeno da luminescéncia consiste na emissdo de luz por determinada substancia,
ocorrendo por meio de estados eletronicos excitados (SAMOKHVALOV, 2020). Este estado da
natureza pode ser classificado de acordo com a natureza da absorcdo e emissdo de energia. Por
exemplo, a fluorescéncia ocorre quando a emissdo de luz é a partir de um estado excitado singleto,
onde esta emiss&o possui um tempo de vida na ordem de 107 s. J4 a fosforescéncia ocorre quando
a emissdo de luz é a partir de um estado excitado tripleto, possuindo um tempo de vida
compreendido entre 102 a 10° s. Muitas substancias sdo capazes se absorver energia onde 0s
elétrons presentes em suas estruturas saltam de uma camada para outra e quando retornam de seu
estado excitado liberam a mesma quantidade de energia na forma de fotons sendo chamadas de
fluoréforos (WANG; ZENG; LI, 2017).

Compostos organicos sdo capazes de agirem como fluoroforos, emitindo energia em uma
determinada intensidade de fluorescéncia sendo que esta propriedade ocorre comummente em
estruturas aromaticas. Entretanto, esta mesma intensidade pode ser diminuida de diversas formas,
principalmente quando ocorre a difusdo entre um fluor6foro e um supressor (quencher) durante o
tempo de vida de um estado excitado. Portanto, quando ocorre a diminui¢do da intensidade
fluorescéncia causada pela interacdo entre uma molécula e um agente supressor, este fenbmeno é
denominado de supressao de fluorescéncia (quenching) (WANG et al, 2017).

Quando ha o decaimento da emissdo de energia de um fluoréforo em decorréncia da
presenca de um agente supressor, utiliza-se a equacao de Stern-Volmer (GEHLEN, 2020):

Fo
F: 1 +KqT0[Q] =1+ Kp[CQ]

Na equacéo, Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenga do
supressor, respectivamente. Kq é a constate bimolecular de supressdo e 7, € 0 tempo de vida do
fluoréforo na auséncia do supressor. Kp determina a constante de supressdo de Stern-Volmer, [Q]
a concentracdo do supressor e Kq € igual a constante de supressao bimolecular que determina a
interacdo entre fluor6foros e supressores bem como a eficiéncia da supressdo de fluorescéncia.
Quando for constatada a supressao de fluorescéncia os dados obtidos sdo representados por meio
de um grafico da razdo entre as intensidades de fluorescéncia (FO/F) versus a concentracdo do
supressor [Q] Figura 14 (GEHLEN, 2020; LAKOWICZ, 2013).
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Figura 14 - Grafico de supressdo de fluorescéncia
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Fonte: adaptado de Menezes et al (2019).

Muitos compostos organicos, como proteinas por exemplo, podem assumir o papel de
supressores, tornando possivel, por meio da supressao de fluorescéncia, a investigacdo sobre a
interacdo entre compostos bioativos e enzimas, como no caso da AChE, a fim de descobrir novos
agentes anticolinesterasicos. Entretanto é necessario realizar um estudo minucioso sobre qual o
comportamento da interacdo entre o fluoré6foro e o supressor (MENEZES et al, 2019). Por exemplo,
guando ha uma mudanca na linearidade de Stern-Volmer ndo pode-se afirmar que houve de fato
uma supressao, da mesma forma, se houver a colisdo entre moléculas e grupos de fluoréforos sendo
que uma delas esta acessivel ao supressor, observa-se que o grafico de Stern-Volmer sofre um
desvio de linearidade e deve-se fazer uma nova avaliagdo. Portanto, se a supresséo for colisional
(dindmica) considera-se que a diminuicdo na intensidade de fluorescéncia € igual ao tempo de vida

do fluordforo representada pela seguinte equacao:

To
? =1+ KqTO [Q]

Desta forma:

Este fato ocorre devido a populacao de fluoréforos no estado excitado diminuir sua energia

de excitacao por conta da colisdo. Porém, a supresséo estatica ndo provoca o decréscimo do tempo
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de vida, pois as moléculas fluorescentes continuam sendo observadas e os fluor6foros que néo
forma complexos exibem o mesmo tempo de vida 7,. A formagdo de um complexo nédo
fluorescente entre um grupo fluorescente e um supressor também pode gerar o fendmeno da
supressdo pois o complexo formado pode absorver luz e voltar ao seu estado fundamental, porém

sem a emissao de um foton descrevendo a supressdo estatica que é descrita pela equacao:

Fo gtk
F— + s[Q]

~ Fo . - ~
A expressdo revela que —> ¢ linear representando os mesmos valores para a supressdo

dindmica, porém a diferenca € a partir deste entendimento, Ks representa a propria constante de
associacao. Ha outros fatores que ajudam a diferenciar a supressao estatica e a dindmica como a
dependéncia distinta em funcéo da temperatura, viscosidade e medidas de tempo de vida (HUANG
et al, 2019; TADINI; MOUNIER; MILORI, 2020).

1.10 Caenorhabditis elegans (C. elegans)

O desenvolvimento cientifico possibilitou o surgimento de substancias oriundas de
produtos naturais que podem ser utilizadas no controle ou tratamento de doencas bem como a
producdo e caracteriza¢do de novas moléculas com potencial terapéutico (PAOLO et al, 2019). Os
produtos obtidos de fontes naturais tém sido usados no tratamento de diferentes doengas como
fonte de agentes medicinais por diferentes geracbes e em diferentes civilizacGes na historia da
humanidade (RHEMAN et al, 2019). Diferentes moléculas de diversas espécies vegetais foram
caracterizadas ao longo do tempo e avaliadas quanto ao potencial neuroprotetor, tendo em vista a
ineficacia e inespecificidade de algumas drogas frente a gama de diferentes doencas neuroldgicas
e neurodegenerativas (BHAT et al, 2017).

O animal de nome cientifico Caenorhabditis elegans (C. elegans) é um nematddeo nédo
patogénico proposto em 1963 pelo pesquisador sul-africano Sydney Brenner (Figura 15). Ele expds
0 animal a comunidade cientifica como novo modelo experimental tendo seu genoma inteiramente
sequenciado e possuindo 60 a 80% de homologia com os genes humanos (WOOD, 1985;
CONSORTIUM, 1998; KALETTA et al, 2006). Medindo 1 mm no estéagio larval de adulto é

encontrado no solo em diversos paises do mundo e em laboratorio, usado em estudos toxicologicos,
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farmacoldgicos, genéticos, entre outros (DONALD, 1997). Esses vermes possuem grande
capacidade reprodutiva, quando hermafrodita gera entre 200 e 300 descendentes e o processo de
cruzamento com vermes machos (0,02% da populacdo) aumenta a prole gerando em torno de 1,000
novos descendentes (NAYAK et al, 2004).

Figura 15 - Anatomia de um hermafrodita adulto
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Fonte: Adaptado de http://www.wormbook.org/.

O ciclo de vida dos animais é de aproximadamente 21 dias sendo um periodo curto de
amadurecimento (L1, L2, L3, L4 e adultos) até a vida adulta (48 horas ap6s eclosdo dos ovos)
(Wormatlas) (Figura 16). Esta caracteristica possibilita o desenvolvimento de diversos estudos e
modelos de doencas neurodegenerativas tornando o C. elegans uma oOtima ferramenta para
examinar as bases moleculares dessas patologias. Doengas neurodegenerativas como a doenga de
Alzheimer, mal de Parkinson, doenca de Huntington, esclerose multipla possuem em comum o
disturbio de conformacgdo de proteinas neurotdxicas e o C. elegans proporciona o estudo dos
mecanismos envolvidos em cada uma destas patologias. Além disso, estes modelos podem ser
utilizados para a investigacéo e triagem de novas substancias que podem ser capazes de tratar estas
doencas cuja etiologia € desconhecida e/ou ndo ha tratamento eficaz (CALDWELL; WILLICOTT;
CALDWELL, 2020; VAN PELT; TRUTTMANN, 2020).


https://www.wormatlas.org/
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Figura 16 - Ciclo de vida do C. elegans a 22 °C.
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Fonte: Adaptado de http://www.wormbook.org/.

A doenca de Alzheimer (DA) é a principal causa de deméncia em todo mundo, com carater
debilitante causando deterioracdo cognitiva, perda de memoria, dificuldade de aprendizado,
agressividade, mudangas de humor, entre outras (SCHELTENS, et al, 2021; LEI et al, 2021). A
expressdo do peptideo P-amildide (AP) € caracteristica da DA em conjunto a formas
hiperfosforiladas e clivadas da proteina TAU humana, a clivagem alterada da proteina precursora
do amildide (APP) por B-secretases (BACE1) e y-secretases causam produgdo de fibrilas AP
insoluveis. O acumulo de proteinas anormalmente dobradas por oligomerizagao do peptideo AR
causa danos ao processo de comunicagdo sinaptica pela difusdo dos peptideos AP nas fendas
sinapticas (CREWS et al, 2010; TIWARI, et al, 2019). E comum na DA o comprometimento do
tecido cerebral levando a atrofia das regides de acimulo de placas AP, aumentando a producao de
especies reativas de oxigénio que causam a deterioragdo progressiva do sistema nervoso (ZHANG;
LIN; WU, 2021; TONNIES et al, 2017).

A tecnologia de transgenia dominada pela humanidade nos Gltimos anos, bem como o
dominio das técnicas de biologia molecular como o desenvolvimento e aplicagdo de CRISPR-Cas9
tornou real a possibilidade de producéo de animais transgénicos e humanizados expressando 0s

mais diferentes tipos de proteinas humanas em distintos modelos experimentais (SHROCK;


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673620322054?via%3Dihub
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7948403/
https://academic.oup.com/hmg/article/19/R1/R12/623639?login=true
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6650620/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33682711/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33682711/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5409043/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29150007/#:~:text=CRISPR%2DCas9%20has%20revolutionized%20the,with%20more%20extensive%20genetic%20modifications.
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GUELL, 2017). Animais transgénicos de C. elegans foram desenvolvidos com a capacidade de
expressar proteinas AP em neuronios e musculos, apresentando comportamentos caracteristicos da
DA como perda de memdria e disfungdes locomotoras na perspectiva de facilitar o
desenvolvimento de novas drogas capazes de reverter o perfil metabdlico, toxicologico e
agregativo caracteristicos da doenca, dentre essas a avaliacdo de produtos naturais com potencial
terapéutico (WAM etal, 2021; ZHANG et al, 2016; ZHU et al, 2017). Chen e colaboradores (2020)
analisaram a atividade bioldgica do 6leo essencial de Acorus tatarinowii Schott (SCP-OIL) em um
modelo de Alzheimer que avalia a diminuicdo do acimulo de Ap em C. elegans. A figura 17 mostra
que SCP-OIL foi capaz de reduzir significativamente a deposicéo de proteinas AP e melhorar a
sensibilidade a serotonina e a habilidade de aprendizado olfativo em vermes. Além disso, 0
mecanismo de acdo farmacologica do SCP-Oil mostrou que a manutencdo da homeostase proteica
é dependente da via de autofagia regulada em parte pelos genes hsf-1 e sir-2.1. Por tanto, o SCP-
OIL reduziu os danos causados pela agregagdo da proteina da AP que ¢é responsavel pelo

desenvolvimento/evolugéo do Alzheimer.

Figura 17 - A protecdo do SCP-Oil contra danos induzidos por Ap

Fonte: Chen e colaboradores (2020).
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A descoberta de novas biomoléculas com o potencial de tratar e/ou diminuir a
sintomatologia da doenca € crucial no estadiamento de bioprodutos vegetais. Estudos envolvendo
Oleos essenciais apontam resultados positivos com o tratamento de modelos para a doenca de
Alzheimer em C. elegans (ZHU et al, 2017; CHEN et al, 2020; YEN et al, 2016). Diminui¢édo de
agregados proteicos, regulacéo dos fenotipos comportamentais, diminui¢do do status de paralisia e
déficits na memoria sdo vistos em animais transgénicos que expressam o peptideo AP tratados com
oOleos essenciais. O papel dos 6leos essenciais como tratamento frente a fisiopatologia da doenca
da-se por inumeros processos bioquimicos e moleculares, gerando a diminuicdo do contetdo
oxidativo, agregativo dos peptideos AP e toxicoldgico induzido por tal agregacédo (YEN et al, 2016;
MANALDO et al, 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi realizar a prospeccao das propriedades farmacobotanicas do
6leo essencial in natura e nanoencapsulado de Siparuna guianensis Aubl. em modelo experimental

para Doenca de Alzheimer.

2.2 Objetivos Especificos

X Realizar a extracdo do Oleo essencial das folhas frescas da espécie vegetal Siparuna
guianensis Aubl.;

<> Caracterizar a composi¢do quimica do OESG;

<> Determinar Valores de 1C2 e ICsp do OESG relacionados a inibi¢cdo da AChE de trés tipos
de organismos aquaticos (molusco, crustaceo e peixe).

X Elucidar o mecanismo de inibicdo do OESG por meio do modelo cinético de Michaelis-
Menten;

X Analisar a interacdo entre 0s compostos quimicos presentes no OESG e a AChE por meio
dos métodos de supresséo de fluorescéncia e titulagio em RMN de *H;

X Realizar a ancoragem molecular para verificar a interacdo entre 0s compostos quimicos
presentes no OESG e os sitios ativos da AChE;

<> Realizar a validacao de métodos de dosagem do OESG usando cromatografia gasosa com
detector de massas (CG-MS);

X Otimizar a produgdo, caracterizar e determinar a estabilidade das nanocépsulas de poli (L-
acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) contendo o OESG por meio do planejamento
experimental do tipo Box-Behnken;

<> Realizar o doseamento do OESG disperso no interior das nanocépsulas;

<> Efetuar a ligacdo da sonda fluorescente de vermelho Nilo na superficie da nanocapsula,
assim como realizar a caracterizagdo deste sistema;

<> Avaliar a atividade protetora do 6leo essencial in natura e nanoencapsulado por meios dos

ensaios in vivo utilizando o nematdédeo Caenorhabtidis elegans;
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<> Verificar a toxicidade do OESG por meio do ensaio de sobrevivéncia utilizando o
Caenorhabtidis elegans;

X Verificar se 0 OESG ¢ capaz de evitar o estresse proteotdxico por meio do ensaio de
paralisia induzida pelo peptideo f-amiloide;

<> Realizar os ensaios in vitro e in vivo para avaliar a atividade antioxidante do OESG;

<> Determinar a atividade anticolinesterasica do OESG em modelos in vivo utilizando o

Caenorhabditis elegans;
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Capitulo 1 — Efeito inibitorio do 06leo essencial de Siparuna guianensis Aubl.
contra a enzima acetilcolinesterase: insights de fluorescéncia, titulagdo de RMN
'H e estudos de acoplamento molecular.

3 METODOLOGIA
3.1 Material Vegetal

As folhas frescas (Figura 18) da planta Siparuna guianensis Aubl. foram coletadas
manualmente de aproximadamente 10 individuos, entre 8:00 e 9:00 horas, durante o periodo
chuvoso, georreferenciados para a analise fenoldgica na localizagdo 2°44'05.2"N 60°33'17.0"W,
no municipio do Canta - RR. Posteriormente as folhas frescas foram acondicionadas e transportadas
ao laboratério de quimica ambiental, automacdo e instrumentacdo da Universidade Federal de
Roraima (UFRR), onde foi realizada a extragdo do 6leo essencial. Espécimes-testemunhas foram
encaminhadas ao herbario da UFRR as quais foram depositadas sob o nimero de tombo 7812.

Figura 18 — Folhas frescas da planta Siparuna guianensis Aubl.

fonte: O autor.

3.2 Extragéo do 06leo essencial

O oleo essencial da planta Siparuna guianensis Aubl. foi obtido por hidrodestilacdo usando
um aparelho do tipo Clevenger com condensador duplo Spell. As folhas frescas bem preservadas
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foram cortadas em tamanho de aproximadamente 1 cm? pesando 500 g desses fragmentos, e
posteriormente colocadas em um bal&o de fundo redondo de volume igual a 12 L com 6 L de &gua
destilada (Figura 19). O bal&o foi aguecido em uma manta térmica por 2 horas a 100 °C. Dados da
literatura mostram que o rendimento do 6leo essencial desta espécie permanece constante apos o
periodo de 120 minutos do inicio da ebuligdo (PORTELLA et al, 2014).

Figura 19 — Processo de hidrodestilacdo das folhas frescas da planta Siparuna guianensis Aubl.

Fonte: O autor.

A massa do 6leo foi mensurada em balanca analitica, secos por sulfato de sodio anidro,
filtrado atraves de membrana de celulose 0,22 um e acondicionado em frasco de vidro
borossilicato, o qual foi mantido sob refrigeragdo em uma atmosfera de -20°C até o0 momento das
analises quimicas e testes bioldgicos (XAVIER-JUNIOR etal, 2017). Seu rendimento foi calculado
através da razéo entre a massa do 0leo e a massa do material vegetal conforme a equacéo 1
(SANTOS et al, 2004):

Massa do 0leo extraido

Rendimento (%) = i x 100%
Massa do material vegetal
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3.3 Composicao quimica do 6leo essencial
3.3.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG-EM)

A identificacdo dos compostos do 0Oleo essencial de negramina foi realizada utilizando
um GC-MS (QP2010) sistema ULTRA (Shimadzu) com uma Rxi - IMS 30 m x 0,25 mm x 0,25
uM (Restek) a temperaturas que variam de 50°C (2min), aumentando em intervalos de 3°C/min
até 230°C. A injeccdo temperatura foi de 250°C numa razdo de divisdo de 1:10, o gas
espectrometria de massa de cromatografia (GC-MS) temperatura de interface era de 250°C, e 0
detector de MS operado a um impacto de electrénico 70eV a 250°C. Hélio foi utilizado como gas
transportador, a um caudal de 2,0 ml/min e um volume de injecdo de 1 mL. A aquisi¢do de dados
GCMS solucdo de software (Shimadzu) foi usada para avaliar a componentes, e os indices foram
comparados com aqueles do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) espectral biblioteca
NIST11 com base no indice de Kovats, um linear indice de retencdo usado para identificar

componentes do 6leo com os célculos incluindo o tempo de retencdo de uma série de n-alcanos.

3.3.2 Cromatografia Gasosa de Alta Resolugéo (CG-FID)

Um cromatdgrafo a gas HP 7820A (Agilent) foi usado para o gas deteccao de ionizacédo de
cromatografia de chama (GC-FID), colunas HP5 ocupadas com dimensbes de 30 m x 0,32
milimetros x 0,25 uM (Agilent), temperaturas que variam de 50 °C (2 min), com aumentos de 3
°C min, até 230 °C. A temperatura de injecdo foi de 250 °C em uma divisdo proporcdo de 1:10, e
a temperatura foi FID 250 °C. O hidrogénio (H>) foi utilizado como gés transportador, a 3 ml/min
e um volume de injecdo de 1 ul. O software de aquisi¢do de dados foi EZChrom Elite Compact
(Agilent). As andlises foram realizadas em triplicata e os dados quantitativos obtidos por integracao
eletronica da area do pico em relagéo a area total do cromatograma, o que resultou na concentragao

(%) de cada fitocomponente presente no 6leo essencial.
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3.4 Inibigéo da acetilcolinesterase

3.4.1 Obtencéo das enzimas

Os extratos de AChE dos olhos de camaré&o (Litopenaeus vannamei) e das branquias de
ostra de mangue (Crassostrea rhizophorae) foram obtidos por homogeneizagao de 20 mg de tecido
por mL de 0,5 mol/L Tris-HCI pH 8.0 e centrifuga de 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante
(extrato bruto) foi coletado e mantido em -20 °C para analises mais aprofundadas. A AChE
comercial de Electrophorus electricus extraida do 6rgdo elétrico (Tipo VI-S, Sigma-Aldrich)

também foi usado em alguns dos ensaios.

3.4.2 Atividade enziméatica

Uma aliquota de 200 pL do reagente cromogénico DTNB de 0,25 mM em Tris-HCI 0,5 M
pH 7,4 foi misturada com 20 uL da enzima comercial ou extrato bruto. A reacdo comecou pela
adicdo de substrato (20 pL de iodeto de acetiltiocolina 62 mM). O branco foi preparado com
tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 8,0, em vez do extrato. A degradagdo da acetiltiocolina foi medida
espectrofotometricamente apds 3 min a 405 nm. As unidades de atividade da AChE (U) foram
definidas como a quantidade de enzima que decompde 1 pumol de acetiltiocolina por min a 25 °C.
A atividade especifica é expressa em U por mg de proteina. A proteina foi determinada pelo método
de Bradford (1976), adaptado por Sedmak e Grossberg (1977).

3.4.3 Ensaios de inibicéo

A AChE de C. rhizophorae guelra, o olho de L. vannamei e o 6rgao elétrico de E. electricus
foram expostos ao OESG, incubando 10 pL da AChE comercial ou extratos brutos (na
concentracdo indicada na se¢do 3.4.1) com 10 pL de 6leo essencial (em seis concentracdes variando
de 4,5x1071° a 4,5x10° M do composto principal), por 60 min (ASSIS et al., 2012). A atividade
enzimatica foi determinada de acordo com a metodologia descrita acima (secao 2.4.2) e a atividade
residual foi calculada usando a auséncia de 6leo essencial como 100% de atividade. Os resultados

foram expressos em porcentagem de inibicdo da atividade residual (média + DP) versus
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concentracdo do principal composto do OESG, para estimar 0 1C2 e 0 ICso (concentragdes que
inibem a atividade enziméatica em 20 e 50%, respectivamente) parametros.

Para a determinacdo do mecanismo de inibicdo pelo 6leo essencial, a cinética enzimatica
com acetiltiocolina (concentracdo final de 0,83 a 20,83 mmol L) exposta ao dleo essencial
(4,5x10! a 4,5x10® M de shyobunona) por 60 min para obter graficos hiperbélicos (graficos de
Michaelis-Menten). A partir de sua linearizacdo (graficos Lineweaver-Burk), determinou-se a
constante de Michaelis-Menten (Km) e a taxa maxima de hidrdlise (Vmax) em relacédo a auséncia

e presenca de Gleo essencial.
3.5 Titulagéo de supressao de fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram medidos em trés temperaturas diferentes
(25, 30 e 35 °C) em um espectrofluorimetro Jasco FP-6300. O dispositivo foi configurado para
excitar a proteina em 290 nm e a emissdo foi monitorada entre os comprimentos de onda de 290
nm e de 400 nm. Uma solucio de 3,0 mL contendo 50 pL.mL™ E. electricus AChE foi adicionada
a um cuvete de quartzo, em seguida, titulada por sucessiva adi¢do de 6leo essencial usando uma
pipeta (para concentragdes finais que variam de 0,25x10° M a 0,9x10® M). A constante Stern-
Volmer (Ksv) foi definida pela relagéo entre as intensidades inicial e final do espectro, de acordo

com a Equacéo 1, com concentracdes crescentes de compostos na titulacéo.
FO
7= 1+kq.t0=1+Ksv|[Q] (1)

As constantes de associacdo (Ka), bem como o numero de sitios de ligacdo (n), foram
calculados usando a Equacédo 2 (LAKOWICZ, 2006).

FO—-F
log ( 7 )= log[Ka] + nlog[Q] (2)
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3.6 Titulacdo em RMN 'H

Os estudos de titulagdo de RMN *H foram realizados para investigar a interago entre o
OESG e a enzima AChE. Foi preparada uma dispersdo com 500 uL do Oleo essencial em
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) e em seguida foi titulado uma solucdo de
acetilcolinesterase usando uma micropipeta (para concentracées finais variando de 10 uL a 30uL
mL1). Ap6s cada adigdo de acetilcolinesterase, o espectro de RMN *H foi registrado e as alteragdes

no deslocamento quimico dos prétons foram anotadas.

3.7 Ancoragem Molecular

Como ndo hé& estruturas tridimensionais para o eletréfito elétrico acetilcolinesterase
(eeAChE) com resolucdo alta o suficiente para experimentos de ancoragem, a estrutura utilizada
para os encaixes foi obtida por modelagem de homologia. A sequéncia eeAChE é constituida por
633 aminoéacidos, dos quais os primeiros 23 sdo um péptido de sinalizacdo, e foi obtido a partir de
UniProtKB (entrada 042275). Usamos o servidor Swiss-Model para encontrar modelos adequados
e 0 modelo de homologia foi construido usando a estrutura cristalina de Tetronarce californica
AChE obtida na resolucdo de 2,22 A (PDBID 6EUC), que compartilha 70,75% de identidade de
sequéncia com eeAChE e contém uma oxima ligado ao desfiladeiro catalitico.

Todas as docagens foram realizadas com o AutoDock Vina. Inicialmente, uma ancoragem
cega exploratéria foi realizada com a shyobunona, na tentativa de localizar sitios de ligacdo
alternativos, usando uma grade grande o suficiente para abranger toda a proteina (60 A x 60 A x
60 A). Valores para exaustividade de 8, 16, 24, 50, 100, 200 e 500 foram utilizados. Todas as poses
de encaixe geradas estavam na regido do sulco de unido, entéo esta regido foi usada para um estudo
mais detalhado com uma grade menor (24,375 A x 24,375 A x 26,25 A) centrada no sulco,
exaustividade = 100 e cinco repeti¢des para cada molécula, imprimindo até 20 modos de ligacao e

resultados dentro de 5 kcal mol™ da posicdo de energia mais baixa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composi¢ao Quimica

Em relacéo a variacdo das classes de compostos presentes no OESG, verificou-se que 0s
monoterpenos e sesquiterpenos hidrocarbonetos apresentaram um conteudo de 16% e 24%,
respectivamente. J& 0s monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados apresentaram teores de 8% e

52%. Os principais componentes quimicos caracterizados estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 - Constituintes quimicos identificados no OESG destacando-se em negrito os principais componentes

Pico RT (min) OESG (%) IK (Calculado) Composto

1 7,580 1,6 929 a-pineno

2 9,052 0,3 965 B-pineno

4 9,565 0,4 978 mirceno

7 11,015 0,7 1014 E-B-ocimeno

14 22,460 0,2 1298 2-undecanona

15 26,658 1,4 1402 B-bourboneno

17 29,208 0,3 1466 y-muuroleno

18 30,285 2,7 1492 shyobunona

19 30,710 6,1 1503 a-muuroleno

20 30,917 4,1 1508 guaiadieno

21 31,582 18,9 1525 epi-shyobunona

22 31,965 2,2 1534 d-cadineno

23 33,242 3,6 1566 elemol

24 33,732 0,3 1578 germacreno B

25 34,042 3,7 1586 espatulenol

26 34,412 0,3 1595 guaiol

27 35,082 23,9 1611 iso-shyobunona

28 35,670 1,0 1626 dilapiol

29 36,612 4,8 1649 y-eudesmol

30 36,810 51 1654 t-muurolol

31 38,632 2,2 1700 epi-a-bisabolol

32 39,595 1,2 1723 farnesol 2Z-6E

33 40,252 1,6 1740 farnesol 2E-6E

34 46,513 2,2 1895 acetato de farnesila

35 47,142 1,3 1911 acetona de farnesila
10,0 outros

Legenda: *RT = retention time (minutes). **I1K = Kovats Index.
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Entre os compostos que fazem parte da complexa mistura de 6leo essencial, destacaram-se
0 composto shyobunona e seus derivados, que ndo foram identificados em nenhuma outra pesquisa
envolvendo a espécie Siparuna guianensis Aubl. Além disso, a iso-shyobunona (23,9%) e a epi-
shyobunona (18,9%) sd@o consideradas os componentes majoritarios cuja soma chega a mais de
40% da composicdo total do 6leo e pode ser considerada uma fonte alternativa de origem natural.

Esta espécie possui uma caracteristica interessante em relacdo a composi¢do quimica do
o0leo essencial, variando as substancias produzidas pela planta de acordo com a regido em que €
encontrada. Em Valentini, (2010) o 6leo essencial foi obtido de amostras da regido do cerrado
brasileiro, onde, além das substancias comumente caracterizadas, foi identificada a presenca de
sesqueterpenos oxigenados com siparunona (variando ao longo do ano de 30% a 80%) como
componente principal. Segundo Aguiar e colaboradores (2015) em sua pesquisa realizada no
Formoso do Araguaia - TO, 0s compostos com maiores teores foram o B-Mirceno (79,71%) e 2-
undecanona (14,58%).

4.2 Ensaios Enzimaticos

A inibicdo in vitro da AChE de extratos de ostra e camardo expostos ao OESG esta

representada na Tabela 3.

Tabela 3 - Inibigdo média da AChE de C. rhizophorae, L. vannamei e E. electricus pelo OESG

Amostra C. rhizophorae AChE L. vannamei AChE E. electricus AChE
EOSG Inibicdo % Inibicdo % Inibicdo %
78,07 £ 0.94 100 + 3,29 100 £ 2,25

A inibicdo da atividade da AChE é um importante mecanismo de ac¢do envolvido em
pesquisas direcionadas a busca de novos medicamentos anticolinesterasicos, pois demonstram
maior eficiéncia no tratamento clinico da doenga de Alzheimer (SHAL et al, 2018). Esta doenca
estd associada a "déficits" de varios neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, que é
hidrolisada pela AChE com uma meia-vida reduzida, dificultando a comunicagdo entre 0s
neuronios. Além disso, o tratamento sintomatico da doenca envolve principalmente a restauracao
da funcéo colinérgica, aumentando o nivel de acetilcolina pela inibicdo da AChE, o que poderia

ser atil para melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados pela doenca (SOUZA et al, 2018).
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Os ensaios enzimaticos para estimar as concentracdes inibitdrias de 1Cx e 1Cso do 0leo
essencial, também foi utilizada a enzima comercial extraida da enguia elétrica (Electrophorus
electricus), sendo a mais sensivel na presenca do OESG (Tabela 4). Como observado nesta tabela,
os valores de IC2 e ICso relacionados ao OESG foram inferiores aos da Neostigmina classico

inibidor de AChE, mostrando uma maior afinidade pela enzima e maior efeito inibitorio.

Tabela 4 - Valores de ICy e ICs relacionados a exposi¢do in vitro de AChE de trés tipos de organismos aquaticos
(molusco, crustaceo e peixe) a shyobunona e derivados do OESG (45,5%)

Shyobunona/derivados
Espécies
IC20 (mol.L?) ICso (mol.L?)
C. rhizophorae 8,02 x 1010 -
L. vannamei 1,21 x10°® 3,17 x10°
E. electricus 1,57 x 1010 1,45x 10°
Neostigmina
E. electricus 2,61x 108 | 2,30 x 105

Os parametros 1Cx e ICso sd0 importantes para comparar o efeito dos compostos
anticolinesterasicos, porque a inibicdo de 20% € o limite inferior a partir do qual a presenca de tais
substancias é detectada (FAO, 2007). Além disso, o parametro consumo diario aceitavel (ADI) de
um composto € estimado a partir do seu 1Cxo relacionado a AChE das espécies mais sensiveis. Uma
inibicdo igual ou superior a 50% da atividade da AChE marca o inicio de sinais e sintomas,
enquanto inibicdo acima de 90% significa morte (FAO, 2007).

A inibicdo da AChE pelo 6leo essencial da planta Siparuna guianensis foi testada, sendo
que este teste avaliou a capacidade das moléculas presentes na composicao do 6leo essencial em
inibir a atividade da AChE, aumentando sua concentracdo em uma solu¢cdo com uma concentracao
constante da enzima. Os resultados nas préximas secdes da titulacdo de RMN de 1H e do
acoplamento molecular sugerem que a inibicdo da AChE se deve a presenca de shyobunona e seus
derivados (iso-shyobunona e epi-shyobunona), levando em consideragdo o alto contetido dessas
substancias no 6leo essencial. Portanto, todos os compostos derivados de shyobunona exibiram um
efeito inibitorio contra AChE, comparavel e ainda mais alto ao efeito exercido pelo neostigmina
inibidor classico da AChE (Figura 20).
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Figura 20. Efeito dos compostos majoritarios do OESG (shyobunona/derivados) sobre a atividade de AChE.
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Legenda: Os dados sdo expressos como média = SD. Todos os ensaios foram realizados a 25 °C. (A) E. electricus, (B)
C. rhizophorae e (C) L. vannamei. (D) Efeito do inibidor padrdo da AChE Neostigmina em E.

4.3 Mecanismo e tipo de inibi¢do do dleo essencial

Em um estudo de inibicdo enzimatica é essencial elucidar o tipo de mecanismo de interacéo
que esta ocorrendo entre a enzima e a substancia inibitéria (MOREIRA et al, 2022). A constante
de inibigdo do complexo inibidor do substrato acetiltiocolina foi obtida através da metodologia
Lineweaver-Burk utilizando o software Prism GraphPad 8.0. Apresentando um comportamento
tipico descrito pelo modelo Michaelis-Menten e por meio de sua linearizacdo, foram obtidos os
valores das constantes Km = 0.04637 mmol / L, Vmax = 83312 mU / mg proteina e constante de
inibicdo (KI) 0.8 nmol / L (Figura 21). Considerando a shyobunona e seus derivados como
principais componentes do OESG, eles foram selecionados para a determinagdo do mecanismo de
inibicdo. O comportamento apresentou atividade compativel com o modelo Michaelis-Menten, e

de acordo com o grafico de Lineweaver-Burke, 0 mecanismo de inibigdo foi identificado como
ndo-competitivo (Figura 21).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/prismatic-crystal
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Figura 21 - Cinética de inibicdo de AChE na presenca do OESG.
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Legenda: (A) em concentracdes do composto principal (shyobunona e derivados) de 0 a 45,4 nM, descrito pelo modelo
de Michaelis-Menten, usando uma concentragéo de enzima de 0,1 ug mL* e o substrato acetiltiocolina variando de 10
a 200 mM, definindo o mecanismo de inibicdo como competitivo. (B): Grafico de Lineweaver-Burk mAChE at 0 nM
(circulo), 0.45 nM (quadrado), 4,54 mM (triangulo) da shyobunona presente no EOSG.

Ao realizar um estudo de inibicdo de uma determinada enzima por um determinado
composto, é interessante considerar a reversibilidade da interacdo na reacdo enzimatica. O teste
teve como objetivo avaliar a reversibilidade do efeito inibitorio pelo 6leo essencial. O experimento
resultou em um conjunto de curvas nao lineares geradas pelo modelo Michaelis-Menten, com seus
coeficientes angulares diminuidos com o aumento da concentracdo do inibidor e por meio de sua
linearizacdo foi obtido o grafico de Lineweaver — Burke (Figura 2). Em relagédo ao gréafico obtido,
com 0 aumento da concentragdo do inibidor (OESG) hd um aumento na velocidade da reagéo isso
significa que o inibidor se liga a enzima formando o complexo EI, uma vez que a concentragéo do
substrato permanece constante. Analisando o grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burke e

levando em consideragéo os resultados espectrofotométricos que sugerem que as ligagdes formadas
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entre a enzima e o inibidor s&o do tipo Van der Walls (interacbes com baixa energia de ligacao),
pode-se sugerir que o mecanismo de inibicéo foi ndo-competitivo, porém reversivel (ARAUJO et
al, 2018; MARTINS, 2015).

4.4 Titulacéo por supressao de fluorescéncia

A técnica de titulacdo por extincdo por fluorescéncia € amplamente utilizada para avaliar
as interacOes entre ligantes e proteinas (MU et al., 2013; XIE et al., 2016). Portanto, para avaliar a
interacdo entre 0 OESG e a enzima acetilcolinesterase, foram obtidos espectros de emissdo de
fluorescéncia da acetilcolinesterase na auséncia e presenca de amostras de 6leo excitadas a 290 nm,

mostradas na Figura 22.

Figura 22 — Graficos de supressdo de fluorescéncia da interagdo entre 0 OESG e a AChE.
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Legenda - Espectros de supressdo de fluorescéncia de interacdo entre 0 OESG e a AChE (Electrophorus electricus) a
25°C (a), 30°C (b) e 35°C (¢) (Aexc. =290 nm), em tampdo Tris-HCI 0,5 M, pH 7,4, na presenca do OESG. A enzima
foi mantida a uma concentracdo de 0,67 mg/mL e o 6leo essencial também foi titulado separadamente (como pano de
fundo para subtrair) nas concentracfes de 1,8 a 9 mM.
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Como o OESG foi titulado na solugdo contendo a enzima acetilcolinesterase, o espectro de
fluorescéncia mostrou uma diminuicdo na sua intensidade, indicando a supressdo causada pelo
inibidor.

A reducéo da intensidade da fluorescéncia € descrita pela equacgéo de Stern-Volmer, onde
é usada a razdo entre as intensidades maximas de fluorescéncia da proteina sem e com o supressor,
para cada concentracdo do OESG (Equagdo 1). Os valores de Ksy para o sistema AChE - 6leo
essencial foram obtidos por regressdes lineares. O efeito do Oleo essencial segue um
comportamento linear quando ¢é utilizada a equacao de Stern-Volmer, apresentando uma linha reta

que sofre uma deterioracdo a medida que a temperatura aumenta (Figura 23).

Figura 23 - Grafico de Stern-Volmer
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Legenda: supressdo da intensidade da fluorescéncia de AChE pelo OESG. A titulacdo foi realiza em trés temperaturas
de 25 °C,30°Ce 35°C.

Utilizando o grafico log x log, foi possivel obter as constantes relacionadas a supressdo da
enzima na presenca do 6leo essencial (Figura 24). A linearidade foi observada e as constantes de
ligacdo (Ka) e o numero de sitios de ligantes (n) foram calculados a partir dos coeficientes angular
e linear usando a Equacéo 2 (Tabela 5).
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Figura 24 — Linearidade do grafico de Stern VVolmer
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Legenda: titulacdo do OESG na presenga de AChE na concentragdo de 0,67 mg/mL.

Tabela 5 — Constante de Stern-Volmer (Ksv) e constante de ligagdo (Ka) em temperaturas diferentes

Composto Temperatura®C) Ksv (106 M?) Ka (10° M N
Shyobunona/derivados 25 7,06 6,6 1
Shyobunona/derivados 30 11 0,9 1
Shyobunona/derivados 35 0,066 0,03 1

A medida que a temperatura aumentou em relacio a supresso, a constante Stern-\Volmer
diminuiu e a reacdo foi caracterizada como supressao estatica. Os valores de AH e AS foram
405.322 kJ mol™? e 1.303 kJ mol-1 K™, respectivamente, sugerindo que o processo de ligacéo foi
principalmente exotérmico com entalpia favoravel, e as ligacdes de hidrogénio e as forcas de Van

der Waals desempenharam um papel fundamental na ligacéo.

4.5 Titulagdo em RMN H

O espectro de RMN H pode se tornar uma ferramenta Gtil que permite a analise de atomos
de hidrogénio envolvidos nas interacdes entre substancias e biomoléculas (XU et al, 2017). Para as
interacdes analisadas levou-se em consideragéo que a enzima AChE interage integralmente com o
composto majoritario shyobunona, conforme minudenciado nos resultados in silico. Ao longo da
titulacdo da AChE na solugéo do inibidor, demonstra-se o gradual deslocamento dos picos relativos
a shyobunona na direcdo de alto campo, isto é, esta ocorrendo a blindagem dos hidrogénios do

composto durante o contato com a AChE. Este fato indica um aumento de densidade eletrénica nos
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hidrogénios do composto, podendo significar que ligagdes de hidrogénio estdo envolvidas na
interacéo entre a AChE e o inibidor.

O espectro de RMN *H e o assinalamento de hidrogénios participantes da interagdo sdo
demonstrados na Figura 16. Se observou maior diferenca de deslocamento no H5 com Ad = 0.03
ppm, hidrogénio correspondente a um dos grupos metilas presentes na molécula. Em concordancia
com o ambiente quimico o qual se encontra, o pico pertencente a H4, grupo de hidrogénios vizinho
a H5, também apresenta relevante interacéo, se deslocando de 1.04 a 1.01 ppm (Ad =0.0244 ppm).
O pico relacionado & H2(Ad =0.0199 ppm) € constituido pelos deslocamentos de dois hidrogénios
distintos (H2ae H2y), ja H3 apesar de se encontrar ligado no mesmo carbono que H2.tem interacdo
mais acentuada com a enzima, apresentando Ad =0.0233 ppm. O deslocamento de H1, que passou
de 1.8526 a 1.8288 ppm mostra o envolvimento deste grupo metila na interagdo com a
acetilcolinesterase (AS = 0.0238 ppm) (Tabela 25).

Figura 25: Espectro de RMN *H da titulagdo da AChE.
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Legenda: Titulagdo em RMN H da enzima AChE (0,67 mg/ml) no OESG diluido em DMSO-d6. A titulacéo foi
realizada com AChE de 0 (linha vermelha), 10 (linha verde), 20 (linha azul) e 30 uL (linha roxa).



Tabela 6 — Mudangas quimicas de prétons causadas apos interacdes

Oé?rgglfr:!ll Hidrogénio (H) | & (ppm) Ad (ppm)
0uL 1,0431 0
10 uL Ha 1,0301 0,013
25 uL 1,0212 0,0219
30 uL 1,0187 0,0244
0uL 0,9625 0
10 uL HE 0,9508 0,0117
25uL 0,9380 0,0245
30uL 0,9325 0.03
0uL 1,2767 0
10 uL H3 1,2663 0,0104
25 ulL 1,2554 0,0213
30 uL 1,2534 0,0233
0uL 1,5813 0
10 uL H2 1,5723 0,009
25 ulL 1,5649 0,0164
30 uL 1,5614 0,0199
0uL 1,8526 0
10 uL H1 1,8417 0,0109
25 ulL 1,8328 0,0198
30 uL 1,8288 0,0238

4.6 Docking Molecular
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De acordo com os dados do docking molecular, todos os derivados de shyobunona se ligam

fortemente ao sitio ativo do AChE, em particular, a iso-shyobunona parece estabelecer uma ligagédo

ainda mais forte, sendo que esta substancia constitui 25% da composicdo do 6leo, podendo ser

considerada relevante na concentracao de 6leo e provavel inibidor de AChE.

Em todos os casos, 0 AutoDock Vina relata que as moléculas se ligam basicamente a duas

regides predominantemente hidrofdébicas do sulco de ligagdo (Figura 26). No local mais interno
(A), os ligandos séo envolvidos por Asp96, Trpl08, Gly142-144, Tyrl46, Serl47, Gly148, Tyrl55,
Glu224, Ser225, Phe315, Tyr355, Phe356, His494 e Gly495. Na bolsa mais externa (B), o ligando
é rodeado por Tyr94, Asp96, Tyr146, Trp304, Gly311, Leu312, Phe313, Arg314, Phe315, Tyr355,

Phe356, Tyr359 e Gly360.
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Figura 26 - Estrutura do ccAChE mostrando os dois locais de ligacdo localizados nos trechos de atracacao.

Gly143

Site A

Site B

Legenda: Esquerda: todas as poses geradas pelo AutoDock Vina para todos os ligantes. Azul: ligantes no local A,
Verde: ligantes no local B. Direita: Superficies APBS dos locais A (superior) e B (inferior), mostrando apenas uma
melhor posi¢do marcada em cada caso. A escala de cores esta em kcal/mol.

A Tabela 7 lista os resultados mais relevantes obtidos. Em geral, a maioria das moléculas
se ligam ligeiramente mais forte no local A, com interacGes hidrofdbicas persistentes com Trp108
e Tyr355. Tyrl46 esta no limite de ambos os locais, e é capaz de atuar como doador de ligacdo H
para as moléculas em ambos os lados, com excec¢do do epi-shyobunol, que atua como doador de
ligacdo H para Tyr355: O e Gly143: N no local A, e para Tyr146: O no local B. No geral, prevé-se
gue a iso-shyobunona seja o ligante mais forte, mas apenas por uma pequena diferenca.

Existem 3 estruturas depositadas no banco de dados de proteinas (PDB). Todos eles tém
resolucdo> 4,0 A. Além disso, ap6s uma inspecdo mais detalhada, notamos que a sequéncia
disponivel (FASTA) para todas as estruturas ndo concorda com a sequéncia publicada no artigo
[Bourne: JBC1999].



Tabela 7 - Resultados relevantes do AutoDock Vina
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Poses Energia de Principais L
Molécula ligacdo interacOes Ffr|nc~|pa|s
Total | Bypocket | ool molt) | hidrofébicas | -'92¢30 - H
Shyobunona Tyrldé
Trp108 Serl47
Al 2 7,2 T F;355 Gly143
y Tyr3ss
89 Ser255
Trp304
B | 67 7,2 T%gf’gig Tyr146
Phe356
Iso-shyobunona Tyrl46
Trpl08 Serl47
A 15 8.0 Tyr355 Trp108
Gly143
88
Trp304
) Tyr359 Tyrl46
B 73 76 Tyr94 Tyro4
Phe356
o | ot
A| 25 7,7 Tyras5 Toass
Gly143 g
96 Tyrl46
Tyrl46
B| 71 6,9 ?ﬁggg Gly360
y Tyr359
Epi-shyobunol Trpl108
Al 30 77 Tyrass a’riig
Phe356 y
99
Trp304
Tyr359
B | 69 7.1 Phe356 Tyrl46
Tyr94
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Capitulo 2: Avaliacdo da atividade protetora do oleo essencial de Siparuna

guianensis Aubl. utilizando o modelo in vivo Caenorhabtidis elegans

5. Material e Métodos

5.1 Caenorhabditis elegans: cepas, manutencao e sincronizagao.

As cepas utilizadas neste trabalho foram a do tipo selvagem N2 e a cepa transgénica CL
2006 dvls2 [pCL12(unc-54/human Abeta peptide 1-42 minigene) + pRF4] as quais foram obtidas
no Centro de Genética de Caenorhabditis (CGC, Universidade de Minnesota, USOS). Os animais
utilizados nos experimentos foram cultivados em placas de Petri (60 mm) com NGM (Meio de
Crescimento para Nematddeo — NaCl 3 mg/ml; bactopeptona 2,5 mg/ml; &gar bacterioldgico 17 mg/ml;
colesterol 1 mg; CaCL21 M; MgS0O4 1 M; KPO4 25 M) e a bactéria Escherichia coli (OP50) como
fonte de alimento. A cepa selvagem N2 foi mantida a 20 °C + 2 e a cepa transgénica Cl 2006
permaneceu a 15 °C + 2 até o momento dos experimentos. Todos 0s ensaios foram realizados
usando animais hermafroditas e para cada experimento 0os nematoides foram sincronizados por
meio de lise alcalina. A lise alcalina consiste no tratamento de animais hermafroditas adultos gravidos
com solugdo de lise (1% hipoclorito de sodio; 1M NaOH) por até 10 minutos. Os ovos, resistentes a
esse processo, sdo centrifugados e ressuspendidos em meio liquido M9 (KH2PO4 0,022 M; K2HPOa4
0,042 M; NaCl 0,085 M; MgS040,001 M), e depois mantidos sob agitagdo em homogeneizador durante
a noite, na auséncia de alimento. Apds a eclosdo dos ovos, 0s animais permanecem no estagio larval
L1 devido & auséncia de alimento (BRENNER, 1974, STIERNAGLE, 2006).

5.2 Administracdo do OESG

Para a diluicdo do OESG foi usado dimetilsulfoxido (DMSO) em concentracdo de 0.5% e
em seguida a solucdo mista foi adicionada ao meio de cultura E. coli OP50 nas seguintes
concentragdes indicadas 0, 0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL. Apds a secagem das placas preparadas com
cada concentracdo de OESG diluido no meio de cultura, elas eram usadas para cultivar o C. elegans
sempre em estagio larval L1 para ensaios biologicos. Os experimentos foram realizados sempre
em triplicata bioldgica (ZHANG et al, 2020).
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5.3 Ensaio de inibi¢do da OP50

Inicialmente, preparou-se solucdo salina com a OP50 suspensa em tubo de ensaio com 5
mL., sendo agitada durante dois minutos em vortex. Apos agitagdo, a suspensdo teve sua turbidez
comparativa ajustada aquela apresentada pelo tubo 0,5 da escala McFarland, que corresponde
aproximadamente a um inoculo de 108 UFC/mL para bactérias (CHIN LU, 1971; TAVARES,
1984; DRUTZ, 1987; CLEELAND; SQUIRES, 1991). Os experimentos foram realizados com
diferentes concentracbes OESG (0.015 a 1 mg/mL) e em quadruplicata e em duplicata para cada
experimento, sendo a fileira A e B referente ao experimento 1, C e D ao Experimento 3, E e F ao
experimento 3. Foram usados 2 controles: DMSO 0.5% e um controle sem OESG.

A leitura do ensaio de microdiluicdo foi realizada utilizado o método colorimétrico, que
consiste na adi¢do de 20 pL da solug¢ao aquosa da matriz de Resazurina na concentracgao de 0,01%,
que é reconhecida como marcador colorimétrico de 6xido- reacdo de reducdo (MANN; MARKAN,
1998; SALVAT et al, 2001; BURT; REINDERS, 2003). A mudanca de colora¢cdo do molde (azul
para rosa) indica crescimento microbiano. A menor concentracdo OESG capaz de inibir o
crescimento da cepa testada, verificada para a coloragdo azul da matriz € considerada como medida
da concentragdo inibitoria minima (MIC) (ESPINEL-INGROF et al, 1992).

5.4 Ensaio de sobrevivéncia em C. elegans

Os animais da cepa selvagem N2 foram sincronizados em L1 e usados para avaliar 0s
efeitos do OESG na vida Util e no tempo de geracdo. Resumidamente, os animais foram cultivados
em placas com o e sem o tratamento nas concentracdes indicadas anteriormente até atingirem o
estagio de L4 onde posteriormente foram transferidos para placas sem tratamento. A leitura dos
animais foi realizada a cada 24 h durante 3 dias. Vermes no estagio L4 e acima foram usados para
determinar a expectativa de vida, com o dia do estagio L4 sendo considerado o dia 0. Vermes
rastejando para fora das placas foram eliminados da analise. Ao mesmo tempo, um verme quase

sem movimento no caso de picadas de fio de platina foi considerado morto.
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5.5 Atividade Antioxidante do OESG.

Trés testes antioxidantes in vitro foram usados: capacidade antioxidante total, ensaio de
sequestro do radical livre DPPH e poder redutor. Todos eles foram realizados conforme descrito

por Presa e colaboradores (2017).

5.5.1. Determinacéo da capacidade antioxidante total (CAT)

Resumidamente, a solucdo (1 mL) contendo a amostra (OESG 100 pg/mL), molibdato de
amonio (4 mM), fosfato de sodio (28 mM) e acido sulfurico (0,6 M) foram adicionados em um
tubo, agitado e incubado (100 ° C, 90 min). Os tubos foram resfriados e lidos no comprimento de
onda de 695 nm. O padrao utilizado foi o acido ascorbico (AA) e os resultados foram expressos

como AA equivalente por grama de amostra.

5.5.2. Poder Redutor

Um mililitro de amostra (OESG) em diferentes concentracdes (0,05 — 1 mg / mL) foi
misturado com fosfato padrdo (0,2 M, pH 6,6) contendo ferricianeto de potassio (1%) e entdo
incubado a 50 °C por 20 min. Em seguida, 10% de &cido tricloroacético (TCA) é adicionado a
solucdo para interromper a reacdo. Cloreto férrico (0,1%) em agua destilada foi adicionado a
mistura, e a absorbancia foi medida a 700 nm, conforme descrito por Presa et al. [28]. O AA ¢é
usado como padréo e os resultados foram expressos como porcentagem de atividade de 0,1 mg /

mL de AA, que correspondeu a 100% de atividade.

5.5.3. DPPH

A porcentagem de atividade antioxidante (AA%) do OESG foi avaliada pelo ensaio de
radical livre DPPH. A medicdo da atividade de eliminacgéo do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. O OESG reagiu com o radical DPPH estavel
em solugéo de etanol. A mistura de reagdo consistiu na adi¢cdo de 0,5 mL de amostra, 3 mL de

etanol absoluto e 0,3 mL de solugédo de radical DPPH 0,5 mM em etanol. Quando o DPPH reage
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com um composto antioxidante, que pode doar hidrogénio, ele é reduzido. As mudancas na cor (de
violeta profundo para amarelo claro) foram lidas [Absorbéancia (Abs)] em 517 nm ap6s 100 min de
reacdo usando um espectrofotdmetro UV-VIS (DU 800; Beckman Coulter, Fullerton, CA,
EUA). A mistura de etanol (3,3 mL) e amostra (0,5 mL) serve como branco. A solucdo controle
foi preparada pela mistura de etanol (3,5 mL) e solugéo de radical DPPH (0,3 mL). A porcentagem
de atividade de eliminacdo (AA%) foi determinada de acordo com Mensor et al. (12):

( A bs,\'ump/c =4 bShlmk )XI 00
Abs

AA% =100 -

control

5.6 Teste de resisténcia ao estresse oxidativo

Para avaliar a resisténcia ao estresse oxidativo, os animais do tipo selvagem N2 foram
sincronizados em L1, em seguida tratados por 48 h a 20 °C até L4 em placas com NGM semeadas
com E.coli OP50 viva contendo o OESG nas concentrac@es indicadas. Apds 48 h, 30 animais em
L4 foram transferidos para placas sem tratamento contendo NGM, FUDR (12 pg/mL) e
hidroperdxido de terc-butilo (t-BOOH) (10 mM). Os experimentos foram realizados em placas de
30 mm com 30 animais por grupo (10 em cada placa) e as fragdes de sobrevida foram pontuadas a
cada seis horas em lupa estereoscopica (Motic-SMZ-161) até que todos os animais fossem
considerados mortos, sem bombeamento ou movimento faringeo (OLIVEIRA et al, 2009). Os

experimentos foram realizados em Triplicata bioldgica.

5.7 Quantificacdo de ERO intracelular

A producdo de ERO intracelular no modelo C. elegans foi medida usando a sonda
fluorescente diacetato 2’,7’-diclorodihydro-fluoresceina (H2DCF-DA), seguindo o protocolo
descrito por Shi et al. (2012) com algumas modificagdes. Animais tipo selvagem N2 foram
sincronizados em larvas de primeiro estagio tratadas ou ndo com 0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL de OESG
diluido em meio de cultura OP50. Os experimentos foram realizados em condigdes padrdo. Apos
0s animais atingirem o estagio larval L4, as placas foram lavadas e os vermes transferidos para
microtubos para a obtencdo do homogenato por meio de sonicacao utilizando um sonicador de

ponteira com amplitude de 50%. Ap0s a obtencdo do homogenato de cada grupo tratado ou nao
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com o0 OESG foi realizada a quantificacdo de proteina. Logo em seguida, a placa escura de 96
micropocos foi preparada adicionando em cada micropoco M9, 0 homogenato e, sem exposi¢éo a
luz, a sonda na concentracdo de 100 mM em seguida a placa foi incubada por um periodo de 30
minutos. As medicGes foram realizadas em um leitor de microplacas (GloMax®-Multi Detection
System, Promega, Wisconsin, EUA), com excitacdo a 485 nm e emissdo a 535 nm, e os valores

médios foram calculados.

5.8 Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase em C. elegans

Para avaliar a inibicdo da enzima AChE em C. elegans foi determinado a atividade
enzimatica pelo método de Bradford (1976), adaptado por Sedmak e Grossberg (1977) com
algumas modificacfes. Animais tipo selvagem N2 foram sincronizados em larvas de primeiro
estagio tratadas ou ndo com 0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL de OESG diluido em meio de cultura OP50.
Apo6s os animais atingirem o estagio larval L4, as placas foram lavadas e os vermes transferidos
para microtubos para a obtencdo do homogenato por meio de sonicacgéo utilizando um sonicador
de ponteira com amplitude de 50%. Ap0s a obtencdo do homogenato de cada grupo tratado ou ndo
com o OESG foi realizada a quantificacdo de proteina. Logo em seguida, a placa escura de 96
micropogos foi preparada adicionando em cada micropogo 10 uL de TRISHCI e 10 uL do
homogenato (concentracdo da proteina de 250 ug/mL) em seguida a placa foi incubada por um
periodo de 1 hora. Apds o periodo de incubacao foi adicionado a cada micropoco 200 uL. de DTNB
e, para o inicio da reacéo da atividade enzimatica, 20 mL do substrato (acetiltiocolina 62 mM). As
medicdes foram realizadas em um leitor de microplacas (GloMax®-Multi Detection System,
Promega, Wisconsin, EUA), com excitacdo a 485 nm e emissdo a 535 nm, e os valores médios

foram calculados.

5.9. Ensaio de paralisia induzida por Aldicarb

O experimento de paralisia induzida por Aldicarb foi realizada segundo a metodologia de
Mahoney et al (2006) e Oh e Kim, (2017) com algumas adaptacdes. Apds a sincronizagdo em L1,
0s animais do tipo selvagem (N2) foram semeados em placas contendo OP50 E. coli (mas né&o

contendo Aldicarb) a 20 ° C por 48 h até atingirem o estadio larval L4. Para a condicdo
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experimental com Aldicarb foram separadas placas de cultivo celular de 24 pogos de fundo chato,
sendo que cada pogo comporta entre 1 e 2 mL de meio NGM. O NGM devidamente suplementado
com as solucdes usuais (tampdo fosfato de potassio (KPO4), MgSOas, CaCly, colesterol e
estreptomicina), aléem do Aldicarb, Neostigmina e OESG foi distribuido nas placas de experimento.
Quando o meio NGM estava sélido, foram colocados 10 uL. de OP50 em cada poc¢o. Logo ap0s as
placas estarem prontas, foram transferidos 30 animais (10 em cada pog¢o) para cada grupo tratado
com Aldicarb (1 mM), Neostigmina (1 mM), OESG (0.1, 0.25,0.5,1 mg/mL). O experimento foi
realizado em triplicata técnica e bioldgica e os animais foram observados a cada 1 hora. Os animais

que ndo se moviam sem resposta a um toque aspero, foram removidos do pogo e registrados.

5.10 Ensaio de paralisia induzida pelo peptideo -amiloide

Os ensaios de paralisia foram realizados com a cepa CL2006 que expressa o peptideo -
amiloide humano (AB-42) no masculo de forma constitutiva e induz o verme a paralisia. Os animais
foram semeados em placas de experimento preparadas com NGM e meio de cultura (OP50)
contendo OESG nas concentragfes indicadas por 48 h a 20 °C. Apds esse periodo, 30 animais em
estadio larval L4 foram transferidos para novas placas sem tratamento e colocados em um Shaker
35 °C para que o fenotipo de paralisia fosse acelerado. A paralisia foi pontuada em intervalos de 1
h por até 12 h. Os animais foram marcados como "paralisados” com base no fracasso em mover
seu corpo por meio do estimulo com uma alca de platina, ou quando posicionados em forma de um

halo indicando uma condicéo paralisada. O experimento foi realizado em triplicata biologica.

5.11 Anélise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos ao programa estatistico GraphPad Prism verséao
8.0 (EUA) para a construgdo dos graficos e célculos de valores p. Os dados foram avaliados quanto
a sua normalidade (distribuicdo Gaussiana) através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para dados
em distribuicdo normal, foram usados os testes t de Student para comparar 0s grupos. Dados néo
paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-Whitney comparar grupos. As curvas de
sobrevivéncia foram analisadas por teste de log-rank (Mantel-Cox). Para todos os testes, a

significancia foi determinada como p < 0 05.
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6. Resultados e Discussao

6.1 Determinacao da capacidade antioxidante total (CAT)

A capacidade antioxidante total € um importante biomarcador do estresse oxidativo pois
por meio deste ensaio pode-se determinar a sinergia envolvida entre 0s componentes da amostra
analisada (Costa et al, 2017). Por meio do ensaio para definir a capacidade antioxidante total
(CAT), foi determinada a capacidade dos compostos presentes no OESG de doar elétrons em meio
acido. Os resultados mostraram que 100 pg do OESG apresentou atividade com aproximadamente

379,16 mg de &cido ascérbico equivalente.

6.2 Poder Redutor

Por meio do ensaio de poder redutor, foi avaliada a capacidade dos compostos presentes no
OESG de doar elétrons em um ambiente com pH préximo ao neutro. Verificou-se que o OESG
(concentracfes de 0.05 a 1 mg/mL) apresentou um poder redutor de quase 50% na concentracao
de 0,1 mg/mL e maior que 100% na concentracao de 1 mg/mL (Figura 27). Muitos 6leos essenciais
apresentam atividade antioxidante devido aos inumeros terpendides presentes em sua composi¢do
quimica assim como foi relatado em um estudo realizado por Porto e colaboradores (2021) onde
foi avaliada a atividade antioxidante do Oleo essencial de tomilho pelo método FRAP e foi
constatado seu poder redutor e presentes no 6leo essencial foram caracterizados terpendides como
timol (53,3%), o carvacrol (8,9%) e p-cimeno (20,8%).

Figura 27 — Efeito do OESG sobre o poder redutor.
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Legenda: Poder redutor de OESG. O &cido galico (Gal Ac) foi usado nas quantidades correspondentes as concentracdes
de OESG usadas.

6.3 DPPH

O ensaio de DPPH foi empregado para avaliar a capacidade dos compostos presentes no
OESG de sequestrar o radical este radical livre. Verificou-se que o OESG (concentracGes de 0,25
a 5 mg/mL) apresentou capacidade de sequestro de 20% na concentracdo de 0,5 mg/mL (Figura
28). Em um trabalho realizado por Andrade et al (2013) foi avaliado a atividade antioxidante do
OESG por meio do método de B-caroteno/acido linoleico e DPPH, porém em ambos os testes 0s
resultados nao foram satisfatorios. Entretanto, Soares et al (2017) produziu extratos (etandlico e
metanolico) das folhas de Siparuna guianensis Aubl. e realizou o ensaio de DPPH para constatar
a atividade antioxidante. Sugere-se que esta capacidade de sequestrar o radical e ser usado no
combate ao estresse oxidativo ocorre devido a presenca de compostos fendlicos, taninos e
flavonoides nas folhas desta espécie. Diferente das substancias encontradas no 6leo essencial que
em sua maioria S&o0 monoterpenos e sesquiterpenos como o a-pineno (35.41%), B-pineno (17.81%),
sabinene (12.01%) e sesquieterpeno biciclogermacreno (7.59%). Alguns destes compostos estao
presentes no OESG deste estudo em questdo, porém ndo é o suficiente para determinar o baixo
resultado no teste de DPPH.

Figura 28 - Capacidade de sequestro do radical livre DPPH do OESG.
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Strada e colaboradores (2010) isolaram o flavonoide Kaempferol 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranoside das folhas frescas da planta Siparuna guianensis Aubl. e analisaram tanto o

extrato bruto quando a substancia isolada e constataram sua atividade antioxidante por meio do
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ensaio DPPH. Portanto, h&a presenca compostos fendlicos, fenilpropandides, flavonoides e
terpendides podem estar envolvidos na capacidade antioxidante tanto do 6leo essencial quanto do

extrato bruto das folhas frescas da planta aromatica Siparuna guianensis Aubl.

6.4 Inibicdo da OP50 pelo OESG

Para a leitura do ensaio de microdiluicao foi utilizado o método colorimétrico, que consiste
na adicdo de 20 pL da solucdo aquosa da matriz de resazurina na concentracao de 0,01%, que ¢
reconhecida como marcador colorimétrico de 6xido- reacdo de reducdo (MANN; MARKAN, 1998;
SALVAT et al, 2001; BURT; REINDERS, 2003). A mudanca de coloragédo do molde (azul para
rosa) indica crescimento microbiano. A menor concentracdo do 6leo essencial capaz de inibir o
crescimento da cepa testada, verificada para a coloracdo azul da matriz é considerada como medida
da MIC (ESPINEL-INGROF et al, 1992). Os resultados apresentados na Tabela 8 demonstram que
a cepa de OP50 foi inibida pelo OESG em todas as concentragfes (0.015 a 1 mg/mL).

Tabela 8 - Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) do OESG contra E. coli OP50.

Bactéria Controles Concentracdes do OESG (mg/mL)
Positivo| DMSO| 1 |0.5/0.25|0.125| 0.06 | 0.03 | 0.01

. + + - - - - - + +

E. coli OP50 N N _ _ i _ _ N +

Legenda: - Auséncia de crescimento e + Presenca de crescimento.

6.5 Ensaio de Sobrevivéncia

Os animais foram sincronizados no estagio larval L1 e posteriormente foram transferidos
para placas com/sem tratamento. Ap6s 0s animais atingirem o estagio larval L4 foram transferidos
para placas sem tratamento para iniciar a contagem a cada 24 horas. Estatisticamente pode-se
sugerir que a porcentagem dos animais dos grupos tratados com o OESG nas concentragdes
utilizadas (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) quando comparados ao grupo controle sdo semelhantes em
todo o periodo do ensaio biolégico (p>0.05). Os nematddeos avaliados por 3 dias que nao

respondiam a estimulos ou toques com a alca de platina eram considerados mortos.
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Figura 29 — Efeito do OESG na sobrevivéncia em C. elegans.
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Legenda: - Efeito do tratamento com OESG nas concentra¢des de 0.1, 0.25, 0.5 e 1.0 mg/mL, controle com OP50 e
DMSO 0.5%, sobre a sobrevivéncia dos animais durante o periodo de 3 dias. N&o houve diferenga significativa entre
0 grupo controle e os grupos tratados (p>0.05) determinado pelo teste de Two-way ANOVA. Os ensaios foram
realizados em triplicata bioldgica.

Apds arealizacdo da leitura por um periodo de 72 horas, 0s resultados encontrados na figura
29 mostraram que 0 OESG ndo teve efeito na vida Gtil dos nematoides. Desta forma, sugere-se que
0 OESG, nas concentracdes utilizadas, ndo apresentou toxicidade aos vermes.

Diversos trabalhos encontrados na literatura avaliam a mortalidade do C. elegans causada
pelo efeito dos 6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas (XIXI PIAO; SUN; YI, 2020).
Chen e colaboradores (2020) avaliaram a atividade bioldgica do dleo essencial de Acorus
tatarinowii Schott em um modelo de Alzheimer envolvendo a proteina b-amiloide utilizando o C.
elegans e por meio do ensaio de sobrevivéncia constataram que o0 6leo ndo era tdxico aos animais.
Do mesmo modo ocorreu no estudo realizado por Ganesh e Rai (2020) onde eles avaliaram a
atividade bactericida do 6leo essencial de Murraya koenigii utilizando o C. elegans ndo havendo
efeito danoso aos vermes. Porém, na pesquisa realizada por Piao e colaboradores (2020), foi
avaliada a atividade bioldgica do 6leo essencial de cidra (Citrus medica cv. sarcodactylis) em
modelo C. elegans e foi constatada por meio do valor de LD50 (1,48 mg/ml) uma alta mortalidade
dos nematddeos caracterizando um efeito nematicida podendo ser atribuida aos terpenos d-
limoneno e B-pineno encontrados em sua composi¢ao quimica.

Desta forma, 0leos essenciais podem exibir efeitos benéficos e terapéuticos ao C. elegans

bem como agir de forma toxica e causando um efeito nematicida devido a varia¢do da composicédo
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quimica de cada planta aromética segundo as condicGes as quais sdo encontradas no meio ambiente
(FUENTES et al, 2022).

6.4. Ensaio de resisténcia ao estresse oxidativo

Para avaliar a atividade antioxidante do OESG foi utilizado o modelo in vivo utilizando o
C. elegans por meio do estresse oxidativo causado pelo agente estressor t-BOOH. Os animais foram
tratados por um periodo de 48 horas em placas com 0 OESG nas concentracfes de 0.1, 0.25, 0.5 e
1 mg/mL além do grupo sem tratamento e o grupo DMSO 0,5%. A figura 30 mostra a fragdo de
sobreviventes apds 0, 12, 18 e 24 horas expostos ao t-BOOH na concentracao de 10 mM.

Foi observado que ap0s 24 horas do inicio do estresse, a fragcao sobrevivente de animais tratados
com 0.1 e 0.25 mg/mL de OESG promoveu um aumento na taxa de sobrevivéncia dos animais e foram
significativos em comparagdo com animais tratados com DMSO 0.5% (p < 0,05). Entretanto, a
sobrevivéncia dos animais tratados com 1 mg/mL de OESG foi aparentemente maior em relagéo aos
animais tratados com DMSO 0.5%, porém ndo foram significativos. Estes resultados sugerem um
possivel efeito dose-reposta do tratamento dos animais nas concentracdes de 0.1 e 0.25 mg/mL de
OESG, porém, o tratamento dos animais com 0.5 mg/mL ndo mostrou efeito protetor, uma vez que a

fracdo de sobreviventes destes foram semelhantes ao grupo tratado com DMSO 0.5%.

Figura 30 — Efeito do OESG sobre a resisténcia ao estresse oxidativo em C. elegans.
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Legenda - Efeito do tratamento com OESG nas concentrac@es de 0,1, 0,25, 0,5 e 1.0 mg/mL, controle com OP50 e
DMSO 0.5%, sobre a sobrevivéncia dos animais tipo selvagem submetidos as condi¢des normais e de estresse
oxidativo induzido por hidroperoxido de terc-butilo (t-BOOH) 10 mM por 24 horas. A barra de erros representa 0s
valores + SEM. O simbolo * representa o resultado significante em comparagdo com o DMSO (0.5%) determinados
pelo Ordinary one- way ANOVA (p < 0,05).

Neste trabalho podemos ver que o OESG demonstrou grande capacidade antioxidante in
vitro de acordo com os resultados da capacidade antioxidante total (CAT), poder redutor e a
capacidade de neutralizar o radical DPPH. Desta forma, pode-se sugerir que os resultados in vivo

e in vitro corroboram para a atividade antioxidante do OESG.

6.5. Efeito do tratamento com o0 OESG no aciimulo de ERO intracelular

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade antioxidante do OESG por
meio da reducdo de espécies reativas de oxigénio no modelo C. elegans e consequentemente o
efeito sobre a sobrevivéncia dos animais em condi¢des normais. A figura 31 mostra os resultados
obtidos por meio do tratamento com diferentes concentragdes do OESG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL)
foram capazes de reduzir significativamente os niveis de EROs quando comparadas ao grupo
DMSO 0.5% (p<0.05).

Figura 31 - Quantificacdo de Espécies reativas de oxigénio intracelular (ERO’s) no modelo C. elegans.
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Legenda: Efeito do OESG sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular no modelo C.
elegans. Cada grupo foi tratado nas concentra¢des de 0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL além dos grupos controle com OP50 e
DMSO 0.5%. A quantificacdo de fluorescéncia emitida pela sonda H,DCFDA foi medida utilizando o sistema de
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deteccdo GloboMax®-mult (Promega, Madison, WI, EUA), com excitacdo em 485 nm e emissdo em 510-570 nm. Os
resultados foram significativos quando comparados ao grupo DMSO 0,5% representados pela média + SEM com valor
*p=0,0290 de forma geral, para as concentrac¢des 0.25 e 0.5 mg/mL os valores de p foram 0.0282 e 0.0416. A anélise
estatistica foi determinada pelo modelo Ordinary one-way ANOVA.

O efeito antioxidante dos dleos essenciais é extremamente importante para a manutencéo
de organismos vivos devido a sua composi¢do quimica. Muitos compostos presentes nos 6leos
essenciais podem agir de forma benéfica combatendo processos nocivos causados pelo estresse
oxidativo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio cujo acumulo acarreta processos
neurodegenerativos e envelhecimento (SINGH et al, 2019). Além disso, a nanotecnologia oferece
inimeras vantagens para potencializar a eficacia das propriedades terapéuticas dos 6leos essenciais,
como por exemplo, aprimorar a solubilidade desses 6leos em meio aquoso bem como melhorar a
estabilidade de ativos sensiveis que podem estar presentes em sua composi¢do quimica.

No presente estudo foi investigado as propriedades antioxidantes in vivo do por meio do
modelo utilizando o C. elegans. A composi¢cdo quimica do OESG possui terpendides e
fenilpropandides como componentes majoritarios (iso-shyobunona, epi-shyobunona, t-muurolol e
a-muuroleno) que podem estar relacionados com a propriedade antioxidante como mostra alguns
trabalhos encontrados na literatura. Ivanovi¢ e colaboradores (2021) analisaram a atividade
antioxidante dos dleos essenciais de algumas espécies da familia do gengibre (Zingiberaceae)
Elettaria cardamomum L. Maton (cardamomo), Curcuma LongalL. (curcuma), Zingiber
Officinale Roscoe (gengibre) e Alpinia OfficinarumHance (galanga) e comprovaram suas

propriedades antioxidantes devido aos terpendides presentes em sua composic¢ao quimica.

6.5. Ensaio de inibi¢cdo da AChE em C. elegans

O modelo experimental in vivo utilizando o nematddeo C. elegans € bastante promissor
quando utilizado para investigar as propriedades terapéuticas de substancias e realizar sua triagem
(ALEXANDER et al, 2014). Cerca de 80% dos genes encontrados no C. elegans séo semelhantes
aos genes humanos e seu sistema nervoso € bem definido e geneticamente tratavel, oferecendo um
modelo eficaz para explorar vias mecanicistas basicas que podem estar envolvidas no
desenvolvimento e evolucdo de doencas neurodegenerativas (MA et al, 2018). Além disso, 0

sistema nervoso do C. elegans possuem muitos neurotransmissores como a ACh que viabiliza o
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estudo da interagdo entre substancias como 6leos essenciais e a enzima AChE levando a sua
inibicdo em um modelo in vivo (LIANG et al, 2020).

Neste trabalho foi demonstrado a capacidade do OESG inibir a enzima AChE por meio de
ensaios in vitro e in silico, além de elucidar os mecanismos de interacdo das substancias presentes
no 6leo essencial e a enzima AChE (MARTINS et al, 2021). Portanto, foi utilizado o ensaio in vivo
utilizando o homogenato de C. elegans tratado com o OESG para avaliar sua atividade
anticolinesterasica. A figura 32 mostra que ap6s o tratamento dos animais com o OESG e a
preparacdo do homogenato para os testes, todas as concentra¢fes (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL)
apresentaram porcentagem de inibicdo significativas quando comparadas ao grupo tratado com
DMSO 0.5% (p<0.05), com percentual de até 72.3% de inibicao.

Figura 32 — Efeito das OESG sobre a AChE do homogenato do C. elegans em porcentagem
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Legenda — Resultados de ensaio de inibi¢do da AChE em animais do tipo selvagem (WT). O homogenato dos animais
tratados ou ndo com diferentes concentragdes do OESG e DMSO 0.5% foram quantificados, colocados em placas e
mensurados em leitor de microplacas a 405nm apds um periodo de incubagdo de 1 hora. Os dados estatisticos sugerem
que os resultados foram significativos quando comparados ao grupo DMSO 0.5%, representados pela média + SEM e
valor de ****p <0,0001 determinados pelo teste Ordinary one-way ANOVA.

Li et al (2020) focou seu trabalho na atividade inibitoria de flavondides oriundos da planta
Eupatorium adenophorum frente a AChE utilizando o homogenato de C. elegans. De acordo com
os resultados, os compostos quimicos presentes no Oleo essencial da espécie interagiram

significativamente com a enzima e a hidroxilagao potencializou a interacao. Portanto, o estudo em
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questdo tentou validar a E. adenophorum como fonte de inibidores da AChE sugerindo que estes

compostos podem ser Uteis para a descoberta de novos inibidores da AChE.

6.6. Ensaio de paralisia induzida por Aldicarb para determinar defeitos na transmissao

sindptica em Caenorhabditis elegans

O Aldicarb é uma substancia bastante utilizada como pesticida e nematicida, agindo como
um inibidor da AChE e preventor da hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina nas fendas
sindpticas (lzquierdo et al, 2021). Esta reacdo de interagdo causa o acumulo de ACh nas fendas
sinapticas causando uma superativacdo dos receptores musculares de ACh o que por sua vez leva
a contracdo dos musculos e, consequentemente, os vermes ficam paralisados ao longo do tempo.
O tempo necessario para que os animais fiqguem paralisados por Aldicarb depende da capacidade
de transmisséo dos neurdnios e a ACh, ou seja, ocorre de acordo com a secre¢do de ACh na fenda
sinaptica (OH; KIM, 2017; REFAI; BLAKELY, 2017).

Os animais foram sincronizados no estagio larval L1 e posteriormente foram transferidos
para placas de 60 mm sem tratamento. Ap6s 0s animais atingirem o estagio larval L4 foram para
as placas de 20 pocos contendo 10 animais por po¢o para cada tratamento. Analisando a figura 33,
apos o periodo de 1 hora os vermes tratados com Aldicarb comecgaram a paralisar, porém os vermes
tratados com Neostigmina e as diferentes concentragdes do OESG ndo paralisaram obtendo
resultados estatisticamente significativos quando comparados ao grupo tratado com Aldicarb
(p<0.0001).

O Aldicarb é um pesticida e nematicida potencialmente inibidor da AChE e segundo Rice
e colaboradores (2020) seu mecanismo de inibicdo € reversivel. Tal caracteristica indica que o
Aldicarb interage com os sitios ativos da enzima e estabelece uma ligacdo ndo-covalente (instavel)
com a AChE de tal forma que a enzima pode retomar sua atividade quando o inibidor for
dissociado, em consequéncia desta interacdo ha um aumento na concentracao de de acetilcolina na
fenda sinaptica levando o verme a paralisia. A Neostigmina & um medicamento padréo utilizado
no tratamento do Alzheimer devido a suas propriedades terapéuticas ligadas aos défcites de
producdo de ACh em mamiferos e seu mecanismo de interacdo com a AChE também é reversivel
(ELDUFANI; BLAISE, 2019; PULLAGURI; KAGOO; BHARGAVA, 2022). Porém, em um
trabalho realizado por Kalinnikova et al (2013), apds a investigacao sobre a baixa concentragao de
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ACh em C. elegans devido ao estresse térmico, foi relatado que para a Neostigmina obtivesse um
efeito tdxico (paralisante) semelhante ao Aldicarb seria necessario realizar o experimento
utilizando uma concentracéo mais elevada (igual ou maior que 6 mM) a uma temperatura de 22°.
Entretanto, em concentragdes mais baixas (0,1-0,7 mM) a Neostigmina causou aumento no
comportamento de termotolerancia revelando um aumento do tempo médio da capacidade dos
vermes de manter um comportamento coordenado (natacdo, induzida por estimulo mecénico) a
uma temperatura constante de 36 °C.

O envolvimento da ACh na locomoc¢édo do C. elegans inclui ndo apenas a transmisséo
neuromuscular, mas também a transmissdo neurdnio-neurdnio. Portanto, o0 aumento da
termotolerancia do comportamento de C. elegans causado pela inibicdo da AChE pode ser uma
consequéncia da superativacdo dos receptores nicotinicos (NAChRS) e receptores metabotropicos
de acetilcolina muscarinicos (MAChRS), uma vez que o estresse térmico causa a diminuicdo na
producdo de ACh levando a hipercontracdo dos musculos que afeta sua locomocéo, alimentagdo e
bombeamento faringeo (KALINNIKOVA et al 2013).

Figura 33 - Efeito do tratamento com OESG sobre o fen6tipo de paralisia induzida por Aldicarb
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Legenda — Resultados de ensaio de Aldicarb em animais do tipo selvagem (WT). Os animais foram semeados em
placas com Aldicarb, Neostigmina (ImM) e diferentes concentragcdes do OESG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL). Os
resultados foram significativos, representados pela média + SEM e valor de ****p <0,0001 para todos os grupos
tratados com Neostigmina (1mM) e diferentes concentragdes do OESG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) quando comparados
ao Aldicarb, determinados pelo teste Log Rank (Mantel-Cox).
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O inibidor reversivel da AChE, a Neostigmina, é comumente usada na medicina para tratar
disturbios relacionados a baixa producdo de ACh e estudos neurofisiol6gicos em mamiferos (LUO
et al, 2018). Segundo Egorova et al (2021) o efeito tdxico do Aldicarb no C. elegans é aumentado
pela acdo dos neurotransmissores octopamina e dopamina na locomogéao dos nematoides e que para
a Neostigmina exibir efeito tdxico semelhante ao Aldicarb seria necesséario utilizar uma
concentracédo 60 vezes, pois os efeitos terapéuticos dos inibidores da AChE s&o mostrados apenas
nos estados de deficiéncia de ACh do sistema colinérgico.

Neste trabalho por meios dos ensaios in vitro e in vivo, foi relatado que o mecanismo de
interacdo entre 0 OESG e a enzima AChE também é reversivel (MARTINS et al, 2021). Desta
forma, sugere-se que o OESG deve ser utilizado em concentracbes mais altas para exibirem
toxicidade e consequentemente paralisia semelhante ao Aldicarb, uma vez que as concentragdes
utilizadas obtiveram efeito semelhante a Neostigmina, ou seja, ndo paralisaram 0s animais e ndo
apresentaram sinais de baixas nas taxas de sobrevivéncia dos vermes exibindo um possivel efeito

terapéutico.

6.6. Ensaio de paralisia induzida por acamulo da B-amildide em Caenorhabditis elegans

A deposicdo extracelular do fragmento de proteina B-amildide acarreta a formagéo de
placas senis, disfuncdo sinaptica e neurodegeneracdo dos neurénios, sendo uma das principais
hipo6teses sobre o surgimento do Alzheimer em pessoas idosas (LONG; HOLTZMAN, 2019). O
nematddeo C. elegans é um 6timo modelo in vivo para avaliar e realizar a triagem de substancias
ativas oriundas de produtos naturais capazes de impedir, proteger ou diminuir a producdo e
acumulo de proteinas humanas que tendem a se agregar (B-amildide) de forma constitutiva nos
masculos ou neurdnios do verme. Desta forma, foi avaliada a eficdcia do OESG em retardar a
paralisia induzida por AP em vermes transgénicos CL2006 que expressam a proteina A} humana
da forma constitutiva a qual é direcionada para as células musculares levando o verme ao feno6tipo
de paralisia que € acelerada quando os vermes sdao mantidos a 35° C. Os vermes foram tratados
com diferentes concentragfes do OESG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) em placas de petri de 60 mm
20°C por 3 d. A figura 34 mostra que 0 OESG ndo conseguiu impedir a paralisia dos vermes, sendo
que os grupos tratados com as diferentes concentragdes do Oleo obtiveram resultados

estatisticamente ndo significativos quando comparados ao grupo tratado com DMSO 0,5%. Desta
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forma, pode-se dizer que o OESG néo protege os animais da cepa CL 2006 contra o estresse
proteotoxico.

No trabalho realizado por Zhu et al (2021) foi relatado que o 6leo essencial de rosa (REO)
foi capaz de atrasar significativa o fenotipo de paralisia da cepa transgénica do animal C. elegans
(CL 4176) que expressa a AP1-42 humana de forma musculo-especifica. Os componentes
majoritarios do REO s&o o B-citronelol e geraniol (54,01% e 15,02%) também foram avaliados a
fim de verificar a atividade desses compostos de forma isolada em relacéo aos efeitos causados
pela b-amildide no C. elegans, porém nao foi observado o mesmo efeito, sugerindo que a atividade
do REO pode ocorrer em sinergismo dos compostos presentes na composi¢do quimica. Wang et al
(2022) avaliou a capacidade do triterpendide &cido ursolico de evitar o estresse proteotoxico em
um modelo de Alzheimer utilizando a cepa Cl 4176 do nematddeo C. elegans que expressa a [3-
amiloide de forma constitutiva no musculo sugerindo seu efeito terapéutico por meio do aumento

da atividade do proteossoma in vivo.

Figura 34 - Efeito do tratamento com 0 OESG na paralisia induzida por f-amil6ide em modelos transgénicos de C.
elegans da doenca de Alzheimer.
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Legenda - Curvas de paralisia para cepas de C. elegans expressando B-amil6ide muscular de forma constitutiva
(CL2006) tratadas com (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) de OESG de L1 até L4. Para acelerar a paralisia, 0os vermes CL2006
foram transferidos para 35°C. A paralisia foi verificada em intervalos de 1 h a 35°C. As cepas tratadas ndo mostraram
progressdo retardada da paralisia corporal em comparacdo com vermes do grupo DMSO 0.5%. Resultados nédo
significativos (p>0.05) de acordo com o teste log-rank (Mantel-Cox).
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Boasquivis et al (2018) avaliou a acdo neuroprotetora do extrato de guarand (GHE) em
modelos de doencas neurodegenerativas para as doengas de Alzheimer e Huntington. Foi verificado
que o efeito protetor do GHE estava associado a atividade antioxidante e modulacédo da protease
pois houve o aumento do tempo de vida e a atividade do proteassoma. Além disso, as espécies
reativas de oxigénio intracelular e o acumulo de autofagossomos foram reduzidos bem como o
aumento da expressdo de SOD-3 e HSP-16.2. Desta forma, o0 GHE tem potencial terapéutico no
combate a doencas neurodegenerativas, uma vez que foi capaz de diminuir a producéo de proteinas
mau formadas como a -amildide e a poliglutamina (poliQ) no musculo do verme, sugerindo um

grande potencial neuroprotetor a substancias oriundas de produtos naturais.
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Capitulo 3 — Producdo de nanocapsulas poliméricas biodegradaveis contendo 6leo essencial

de Siparuna guianensis Aubl. e avaliacdo protetora em modelos de Caenorhabditis elegans.

7. METODOLOGIA

7.1 Producio das nanocapsulas contendo OESG

As nanocapsulas serdo elaboradas segundo o método de polimerizagao interfacial (Souto et
al, 2012). 0,1 mL de 6leo essencial de Siparuna guianensis Aubl., 60 mg de poli (L-acido lactico-
co-acido glicolico) (PLGA) e 25 mg de Epikuron 200 serdo solubilizados em 6 mL de acetona para
produzir a fase organica. Esta fase sera injetada lentamente gota a gota em 12 mL de solugdo de
polisorbato 80 (1 %). Esta dispersdo sera homogeneizada durante 20 minutos por agitacdo
magnética a 300 rpm a temperatura ambiente. A dispersdo coloidal obtida sera concentrada por
evaporador rotativo a 38°C. As nanocépsulas serdo purificadas e concentradas por filtracao

tangencial.

7.2 Otimizac¢ao da producio de nanocapsulas contendo OESG

Um planejamento experimental de trés fatores e trés niveis tipo Box-Behnken sera
empregado. As concentracdes de PLGA (50 a 250mg), 6leo essencial de Siparuna guianensis Aubl.
(100 a 300 mg) e polisorbato 80 (50 a 250 mg) serdo codificadas e usadas como varidveis
independentes. A produgdo das nanocépsulas sera desenvolvida conforme descrito no item 3.6.1
com modificacdo segundo o planejamento experimental aleatorizado tipo Box-Behnken. As
variaveis dependentes escolhidas serdo: tamanho da particula, indice de polidispersdo, potencial
zeta e quantidade de 6leo encapsulado. A otimizagdo sera realizada pela construcao de graficos 3D

de superficie de resposta. As analises serao realizadas utilizando o software Statistica 7.
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7.3. Producio e otimizacdo da producio de nanocapsulas contendo o0 OESG revestidas com

quitosana.

As nanocapsulas serdo elaboradas segundo o método de polimerizagao interfacial (Souto et
al, 2012). Onde 70 mg de 6leo essencial de Siparuna guianensis Aubl., 60 mg de poli (L-acido
lactico-co-acido glicolico) (PLGA) e 25 mg de Epikuron 200 serdo solubilizados em 6 mL de
acetona para produzir a fase organica. Esta fase sera injetada lentamente gota a gota em 12 mL de
solugdo de polisorbato 80 (1 %) e quitosana a 0.02%. Esta dispersdo serd homogeneizada durante
20 minutos por agitagdo magnética a 300 rpm a temperatura ambiente. A dispersdo coloidal obtida
sera concentrada por evaporador rotativo a 40°C. As nanocapsulas serdo purificadas e concentradas

por filtragdo tangencial.

7.4 Nanocapsulas contendo vermelho de Nilo

As nanocapsulas contendo o OESG marcadas com Nile red foram preparados segundo o

item 5.1 modificado pela dilui¢do de Nile red em 100 pL. de OESG (10 mg/mL) na fase orgénica.

7.5 Caracterizaciao das nanocapsulas

O didametro hidrodindmico, a distribuicdo do tamanho e o potencial zeta das nanocapsulas
serdo determinados usando Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, RU)

a 25 °C. As amostras serdo diluidas a uma razéo de 1:100.

7.6 Morfologia das nanocapsulas

As observagdes serdo realizadas utilizando um microscopio eletrénico de transmissao
JEOL 1400, acoplado com uma camera digital Gatan de alta resolugédo (Orius SC1000) e operado
a 80kV. Nanocapsulas serdo depositadas numa grelha com revestimento de carbono durante 5
minutos. Posteriormente, as nanocapsulas ndo fixadas serdo removidos, e uma gota de acido

fosfotungstico a 2% (pH 7,4) sera adicionado a grelha por 30 segundos, secada e analisada.
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7.7 Estabilidade das nanocapsulas

A estabilidade das nanocapsulas foi analisada durante um periodo de sessenta dias,
realizando o monitoramento do tamanho hidrodinamico, indice de polidispersao e potencial Zeta
das amostras que foram armazenadas a 4 °C. O monitoramento foi realizado por meio da
caracterizagao fisico-quimica utilizando um analisador de particulas e as leituras foram realizadas

nos dias 1, 5, 10, 15, 30 e 60 apos a preparagao de cada formulagao.

7.8 Atividade protetora das NSCG em modelos de C. elegans

Os ensaios realizados para avaliar a atividade protetora das NCSG em modelos de C.
elegans seguiram os mesmos protocolos utilizados com OESG e nas mesmas concentracdes, de

acordo os itens descritos na se¢do de metodologia encontrada no capitulo 2:

e 5.6 Teste de resisténcia ao estresse oxidativo

e 5.7 Quantificacdo de ERO intracelular

e 5.8 Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase em C. elegans
e 5.9. Ensaio de paralisia induzida por Aldicarb

e 5.10 Ensaio de paralisia induzida pelo peptideo B-amiloide

7.7 Analises Estatisticas

Todos os experimentos serdo realizados em triplicata e os dados obtidos serdo expressos
como média + desvio padrdo. As médias entre os diferentes tratamentos serdo comparadas pelo
Teste-t de Student, enquanto para os resultados entre grupos serdo estudados através da analise de
variancia (ANOVA). Os dados obtidos serdo analisados através do GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, E.U.A.). Valores de p menores que 0,05 serdo considerados

estatisticamente significativos.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Producio e otimizacao da produc¢iao de nanocapsulas contendo o 6leo essencial de Siparuna

guianensis Aubl.

Este trabalho teve como objetivo identificar as condi¢des ideais para o encapsulamento do
oleo essencial de OESG em nanocapsulas pelo método de polimerizagao interfacial de utilizando
o polimero pré-formado poli (L-acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) (FESSI et al, 1989;
SCHAFFAZICK et al, 2003). As concentracdes do OESG, PLGA e polisorbato 80% (surfactante)
variaram de acordo com o planejamento experimental, onde 25 mg de Epikuron 200 foram
solubilizados em 6 mL de acetona para produzir a fase organica. Esta fase foi injetada lentamente,
gota a gota, em 12 mL de solugcdo de polisorbato 80 (1%). Esta dispersdo foi homogeneizada
durante 20 minutos em agitagdo magnética a 300 rpm em temperatura ambiente. As dispersdes
coloidais obtidas foram concentradas utilizando um evaporador rotativo a 40°C.

O planejamento experimental de trés fatores e trés niveis do tipo Box-Behnken foi
empregado com o objetivo de identificar quais seriam as melhores condi¢des e concentracdes das
variaveis escolhidas para preparar a formulacdo adequada das nanocapsulas poliméricas

biodegradaveis contendo OESG conforme mostra a Tabela 9.

Tabela 9 - Planejamento experimental para producdo de nanocépsulas contendo o dleo essencial de Siparuna
guianensis

Niveis usados

Fatores Baixo (1)  Médio (0)  Alto (+1)
Concentracéo de Polimero (PLGA) (mg) 10 60 110
Concentracéo de 6leo de Siparuna (mg) 50 125 200
Tween 80 (mg) 10 40 70
Respostas

Tamanho de particula (R1) Minima

PDI (R2) Minima

Potencial Zeta (R3) Méaxima

Legenda: *R1: resposta 1, R2: resposta 2, R3: resposta 3.

As concentragdes do polimero pré-formado PLGA (10 a 110mg), OESG (50 a 200mg) e
polisorbato 80 (10 a 70mg) foram codificadas e usadas como variaveis independentes. A produgdo

das nanocéapsulas foi desenvolvida conforme descrito anteriormente e as varidveis dependentes
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escolhidas foram: tamanho da particula, indice de polidispersdo, potencial Zeta e quantidade de
6leo encapsulado. A otimizacao das nanocapsulas foi realizada por meio da construgdo de graficos
3D de superficie de resposta e as analises foram performadas utilizando o software Statistica 7.
As varidveis independentes do planejamento experimental do tipo Box Benken geraram 11
formulagdes conforme mostra a Figura 35. Considerando os aspectos visuais, todas as formulagdes
obtidas apresentaram opalescéncia caracteristica de dispersdoes coloidais de um nanossistema
polimérico, exceto a formulagao 2 que, além de residuos aparentes apoOs sua preparacao, apresentou
uma coloracdo mais clara diferente do esperado, indicando que ndo houve sucesso na

nanoencapsulacao do 6leo.

Figura 35 - Nanocapsulas poliméricas contendo o OESG produzidas por meio do planejamento experimental

Fonte: O autor.

As formulagdes produzidas geraram nanocapsulas de diferentes tamanhos e carga
superficial, as quais foram caracterizadas por meio da técnica de espalhamento de luz utilizando

um analisador de particulas ZetaSizer Malvern.
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8.2 Caracterizacao das nanocapsulas

8.2.1 Analise do tamanho de particula e potencial Zeta

O didmetro hidrodindmico, a distribuicdo do tamanho e o potencial zeta das nanocapsulas
foram determinados utilisando um analisador de particulas Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments Ltd, Worcestershire, RU) a 25 °C. As andlises fisico-quimicas das 11 formulagdes

geradas por meio do planejamento experimental estdo sumarizadas na Tabela 10:

Tabela 10 — Caracterizacéo fisico-quimica das dispersdes coloidais geradas no planejamento experimental

Formulacdes PLGA | OESG | Tween 80 Tamanho PDI Potenpial Zeta

(mg) (mg) (mg) (média + DP) | (média = DP) (média + DP)
NcSg — 01 10 50 10 213,3+4,1 0,117+0,03 7,25+0,87
NcSg — 02 110 50 10 381,5+1,05 0,2+0,01 9,12+0,76
NcSg — 03 60 125 40 445,0+3,45 0,329+0,04 9,50+0,86
NcSg — 04 110 200 10 241,6+12,8 0,220+0,09 9,34+0,68
NcSg — 05 10 50 70 272,317 0,121+0,02 8,76+0,66
NcSg — 06 60 125 40 368,8+4,99 0,18+0,03 10,0+0,17
NcSg — 07 10 200 70 291,5+14,07 0,290+0,05 9,82+0,32
NcSg — 08 60 125 40 492,0+0,28 0,14240,11 8,34+0,24
NcSg — 09 110 200 70 318,8+26,66 0,204+0,09 9,68+0,22
NcSg — 10 10 200 10 235,2+8,12 0,302+0,09 9,45+0,36
NcSg — 11 110 50 70 213,317 0,147+0,01 14,340,21

Legenda: *NcSg — Nanocépsulas poliméricas biodegradaveis contendo o 6leo de Siparuna guianensis Aubl.

O tamanho das nanoparticulas produzidas variou de 213+1,7 nm a 492 + 0,28 nm quando
preparadas com 6leo essencial de Siparuna guianensis Aubl. e o indice de polidispersividade
apresentou um resultado de no maximo 0,329+0,041 indicando que todas as formulacGes
produzidas possuem em sua grande maioria nanocapsulas de mesmo diametro. Ainda em relacdo
ao tamanho das nanocépsulas pode se observar que a formulagdo 01 e 11 obtiveram 0s menores
resultados (213 nm) indicando que ao se utilizar uma maior quantidade de polimero também deve-
se aumentar a quantidade de surfactante.

Analisando os resultados obtidos em relacdo ao potencial Zeta das nanocapsulas de OESG,
todas foram caracterizadas por valores negativos, os resultados variaram de 8,76+0,66 a
14,310,208 mV.
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Fig. 36 - Tamanho de particula das NCSG produzidas no Planejamento Experimental
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Legenda: Distribuicdo do tamanho de particulas das NCSG produzidas no planejamento experimental. Os resultados
mostram que a NCSG 01 possui diferenca significativa em relacdo as demais formula¢es p<0.0001. O teste anova
one way foi aplicado.

De acordo com o grafico representado pela figura 36 a formulacdo NCSG 01 possui 0 menor
diametro tendo diferenca significativa em relacdo as demais amostras com exce¢do da amostra

NCSG 11 que possui 0 mesmo tamanho.

Fig. 37 - Potencial Zeta das NCSG produzidas no Planejamento Experimental
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Legenda: Distribuicdo do tamanho de particulas das NCSG produzidas no planejamento experimental. Os resultados
mostram que a NCSG 01 possui diferenca significativa em relagdo as demais formulagdes p<0.0001. O teste ANOVA
One-Way foi aplicado.
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A formulacdo NCSG 11 apresentou diferenga estatistica em relacdo a todas as outras
formulacbes (p<0.0001) apresentando o resultado com maior potencial Zeta sendo que a
formulacdo NCSG 01 obteve o menor potencial Zeta, indicando instabilidade ao nanossistema
(Figura 37).

Por meio dos resultados da caracterizagdo das formulagdes produzidas segundo o
planejamento experimental, foram plotados os graficos 3D correspondente a superficie de resposta

representados na Figura 38.

Figura 38 - Graficos da superficie de resposta plotados com os resultados da caracterizagdo das NCSG
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Legenda: Superficie de resposta 3D para a dependéncia variavel de tamanho de particula (A) e potencial Zeta (B) com
variaveis independentes como quantidade de polimero, OESG e surfactante para producao de nanocéapsulas.

Por meio das andlises das variaveis experimentais nas respostas, foram tracadas as
superficies tridimensionais. Os graficos obtidos mostraram que um diagrama tridimensional do
tamanho calculado da superficie de resposta, relacionando a quantidade do OESG e do polimero

pré-formado PLGA com o tamanho da nanocéapsula contendo OESG. Este diagrama indica que o
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tamanho das nanocépsulas pode ser reduzido diminuindo a quantidade de OESG utilizada nas
formulagbes bem como a quantidade de PLGA. A resposta considerando o tamanho das
nanocapsulas variou linearmente com cada uma das variaveis, demonstrando que houve interacfes
consideraveis entre cada uma das variaveis independentes e o tamanho das nanocapsulas obtidas
nas diferentes condicdes testadas.

Ap6s a andlise dos graficos correspondentes a superficie de resposta obtidos por meio dos
resultados da caracterizagao das formulagdes definidas no planejamento experimental, chegou-se
a uma formulagao final com o seguintes concentragdes das variaveis independentes: 70 mg do 6leo
essencial de Siparuna guianensis Aubl., 60 mg do polimero pré-formado de poli (L-acido lactico-
co-acido glicolico) (PLGA), usados para preparar a fase orgédnica juntamente com 25 mg de
Epikuron 200 e solubilizados em 6 mL de acetona. Na fase organica, obteve-se e 10 mg do
polisorbato 80% (surfactante) diluidos em 12 mL de 4gua Miliq vertidos lentamente, gota a gota,
na fase organica.

As nanocapsulas poliméricas produzidas contendo dleo essencial encapsulado exibiram
distribuicdo unimodal (Figura 39), com indice de polidispersividade igual a 0,192 + 0,35, sendo

considerado baixo indicando boa homogeneidade entre as particulas da dispersdo coloidal.

Figura 39 - Distribui¢do de diametro médio das nanocapsulas de PLGA
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Segundo Schaffazick e colaboradores (2003), de forma geral as nanoparticulas produzidas
de diferentes métodos, apresentam distribuicdo unimodal e baixo indice de polidispersao. Porém,

a composi¢ao e a metodologia adotada na produ¢do de nanoparticulas poliméricas sao fatores que
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afetam diretamente em seu diametro. As propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial como
viscosidade, afinidade quimica (lipofilicidade ou hidrofilicidade) ou tensdo interfacial também
pode influenciar no tamanho médio das nanocapsulas.

O potencial Zeta ¢ um parametro que indica o potencial de superficie de particulas
dispersas, sendo importante para determinar a estabilidade do sistema coloidal, quanto maior o
potencial do plano de cisalhamento mais estavel ¢ o nanossistema. O potencial Zeta da formulagado
final produzida foi -10,5 + 0,44 mV que, segundo a metodologia, pode indicar boa estabilidade da
dispersdo produzida.

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento da nanotecnologia, nanocapsulas poliméricas
tem atraido a atencdo da comunidade cientifica devido a sua capacidade de carrear e realizar a
liberagao controlada de compostos bioativos oriundos de produtos naturais. As nanocapsulas de
PLGA sdo amplamente utilizadas como sistema de liberacdo de substidncias como curcumina,
curcumina, acido ferulico, quercitrin, 6leos essenciais, extratos vegetais entre outros (Gao et al,
2020). Uma importante propriedade do PLGA, além de sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, ¢ a capacidade de transpor a barreira hematoencefalica tornando-se um
polimero adequado para transportar substancias usadas no tratamento de disturbios neurologicos e

psicolégicos (MORADI et al, 2020; SAJADIMAIJD et al, 2022)

8.3 Estabilidade das nanocapsulas

A estabilidade da nanocapsulas produzidas foi avaliada por um periodo de 2 meses em
termos de tamanho hidrodinamico, indice de polidispersividade e potencial Zeta, os quais foram
mantidos em armazenamento em temperatura de 4 °C. A analise da caracterizagdo fisico-quimica
das nanocapsulas poliméricas de PLGA foi realizada logo apds a sua produgdo e as formulacdes
apresentaram aspecto branco leitoso com presenga de transluscéncia azulada e auséncia de
indicadores de instabilidade como cristais, residuos de 6leo essencial, cremagem pelo excesso de
polisorbato, sedimentos e aglomerados de polimeros nao dispersaveis.

Por meio do planejamento experimental foi possivel otimizar a producdo das nanocapsulas
contendo o OESG cuja formulagao final foi monitorada durante o periodo descrito anteriormente
para avaliar sua estabilidade, a qual permaneceu estavel durante os 60 dias de andlises,

apresentando tamanho de particula de 255 + 1,44 nm, com indice de polidispersividade de 0,192 +
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0,35 e potencial Zeta -10,5 £ 0,44 mV. A figura 39 mostra os resultados do monitoramento realizado

em sessenta dias em relagcdo aos parametros analisados durante o periodo de armazenamento:

Figura 40 — Monitoramento da estabilidade das NCSG
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Legenda: A) monitoramento do tamanho de particula. B) monitoramento do potencial Zeta.

Os resultados mostraram uma pequena variacao em relacdo ao tamanho das nanocépsulas
e em relacdo ao potencial Zeta, houve um aumento da carga de superficie das particulas indicando
boa estabilidade da dispersdo coloidal. Quanto ao tamanho de particula da formulagdo otimizada
nao houve diferenga estatistica em relacdo as leituras realizadas nos dias 1 ¢ 5 (p>0.05) porém
quando comparamos o dia 1 com o dia 15, 30 e 60 ha uma diferenca significativa (p<0.001). Em
relagdo ao potencial Zeta a leitura realizada no sexagésimo dia apresentou diferenga estatistica em

relacdo ao primeiro dia (p<0.0001) (Figura 40).

8.4 Producio e otimiza¢ao da producio de nanocapsulas contendo o OESG revestidas com

quitosana.

O encapsulamento OESG em nanocépsulas pelo método de polimerizagdo interfacial de
utilizando o polimero pré-formado poli (L-4cido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) foi realizado,

porém os resultados da caracterizagcdo mostraram que os valores do potencial Zeta das formulagdes
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produzidas foram todos baixos e negativos, o que indica instabilidade ao sistema. Desta forma, foi
empregado o uso de quitosana soluvel em dgua para revestir a superficie das nanocapsulas
tornando-as positivas, além disso, a quitosana também possui a caracteristica de aumentar o
potencial Zeta tornando a suspensao coloidal ainda mais estavel (XAVIER-JUNIOR et al, 2018).
As nanocépsulas foram projetadas por meio de polimerizagao interfacial do copolimero poli
(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e produzidas com o 6leo natural bioativo e quitosana
soluvel em dgua. Por meio do planejamento experimental, foi possivel obter uma formulagao ideal,
purificada e estavel a qual foi revestida com quitosana apresentando didmetro 112.8 £ 0.51 nm de
diametro, com indice de polidispersividade de 0,342 + 0,036 e potencial Zeta 26,5 = 0.95 mV
(Figura 39/40). O valor positivo do potencial Zeta indica que a adsor¢@o da quitosana na superficie

das nanocapsulas.

Figura 39 - Distribui¢do de didmetro médio das nanocéapsulas de PLGA revestidas com quitosana
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Segundo Dimer et al (2020) a carga superficial das nanocépsulas sdo um ponto chave para
a entrega de substancias intracelular e transposi¢do da barreira hematoencefélica. Devido a carga
negativa e hidrofilicidade das nanocapsulas de PLGA, a passagem pela barreira se torna ainda mais
dificil e por isso o revestimento com quitosana torna possivel essa passagem pois sua
mucoadesividade mediada pelas interagcdes eletrostaticas positivas com a mucina presente na
mucosa dos epitélios que possui carga negativa. Essa interagdo promove a passagem de

macromoléculas pelos epitélios organizados, apresentando baixa toxicidade e biodisponibilidade.
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Figura 40 - Distribuicdo de Potencial Zeta das nanocéapsulas de PLGA revestidas com quitosana
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8.5 Producéao e otimizacdo das nanocapsulas contendo 0 OESG marcadas com Nile red

As nanocapsulas de PLGA revestidas com quitosana foram marcadas com Nile red
utilizando o mesmo processo citado no item 5.4. As nanocapsulas foram projetadas por meio de
polimerizagao interfacial utilizando poli (acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) com a adigdo de
0.25 mg/mL na fase organica. Por meio do planejamento experimental, foi possivel obter uma
formulagao ideal, purificada e revestida com quitosana apresentando didmetro de 153.4 +0.16 nm,

com indice de polidispersividade de 0,227 + 0,032 e potencial Zeta 32.4 = 1.65 mV (Figura 41).

Figura 41 - Distribui¢do de didmetro médio das nanocapsulas de PLGA revestidas com quitosana e marcadas com

Nile red.
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O tamanho das nanocapsulas revestidas com quitosana foi inferior as nanocapsulas

preparadas apenas com PLGA enquanto o potencial Zeta apresentou uma mudanca de carga e
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aumento para 26,5 £ 0.95 mV enquanto as nanocapsulas marcadas com Nile red obtiveram tamanho
maior, porém potencial Zeta mais alto 32.4 + 1.65 mV (Figura 40).

Ferreira et al (2019) produziram nanoparticulas de quitosana na encapsulacdo do dleo
essencial de Siparuna guianensis avaliaram sua eficiéncia no controle de larvas de Aedes aegypti.
Com 88% de eficiéncia de encapsulamento e didmetro médico de 84 + 15 nm as nanoparticulas de
quitosana mostraram-se eficientes e prolongaram sua atividade no controle de larvas de Aedes
aegypti. Além disso, a nanoencapsulacdo polimérica de 6leos essenciais tornou-se uma técnica
promissora para superar as limitacGes desses produtos naturais de origem vegetal como alta
volatilidade, rapida oxidacéo e degradacdo em contato com o ar, além de sua baixa solubilidade
em agua. Em outro trabalho realizado por Ferreira e colaboradores (2019) foram produzidas
nanoemulsdes com o 6leo essencial de Siparuna guianensis Aubl. com o objetivo de avaliar sua
eficacia em potencializar a atividade larvicida contra 0 mosquito Aedes aegypti. O tamanho médio
das goticulas formadas ficou em torno de 180 nm e se mantiveram estaveis por aproximadamente
30, sendo que tanto o 6leo essencial quanto a nanoemulsdo apresentaram atividade larvicida
promissora, porém a nanoemulsdo apresentou atividade superior quando comparada ao Oleo
essencial. Portanto, diferentes tipos de nanocarreadores podem ser utilizados para carrear o éleo
essencial de Siparuna guianensis Aubl. de forma eficiente, melhorando sua eficécia, driblando as
propriedades fisicas e quimicas apresentadas por 6éleos essenciais e potencializando sua atividade

bioldgica.

Figura 42 - Distribuicdo de Potencial Zeta das nanocapsulas de PLGA revestidas com quitosana e marcadas com Nile
red.
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8.6 Toxicidade das NCSG em C. elegans

Produtos naturais de origem vegetal como Gleos essenciais extraidos de determinadas
espécies podem apresentar toxicidade a organismos vivos como o C. elegans e esta desvantagem
pode ser contornada com o emprego de técnicas nanotecnologicas (KUMARI; LUQMAN;
MEENA, 2019). Uma dessas técnicas é uso de nanoparticulas poliméricas que podem carrear 6leos
essenciais em seu nucleo como as nanocapsulas e contornar as limitacGes apresentadas pelos 6leos
essenciais como baixa absorcdo, alta toxicidade, biodisponibilidade, eficacia e outros efeitos
colaterais (WORRAL et al, 2018). Sathya et al (2020) produziu em seu trabalho nanoparticulas de
PLGA contendo fitol (terpeno constituinte da clorofila) e em seu trabalho foi observado que as
nanocapsulas de PLGA contendo fitol ndo foram toxicas ao verme, aumentando sua longevidade
bem como conseguiu diminuir o estresse proteotoxico causado pelo acimulo da AP nas cepas
Cl2006 e Cl4176. Neste trabalho, 0 OESG nédo diminuiu a taxa de sobrevivéncia dos animais
testados assim como as nanocapsulas poliméricas biodegradaveis contendo o 6leo essencial de
Siparuna guianensis Aubl. utilizando o polimero PLGA (NCSG) ndo apresentaram toxicidade,
sendo possivel dar continuidade aos ensaios posteriores.

8.7 Ensaio de resisténcia ao estresse oxidativo

Além dos ensaios de resisténcia ao estresse oxidativo realizados em condi¢des normais com
0 OESG, também foi avaliado a capacidade das NCSG aumentarem a atividade antioxidante do
6leo in natura. Analisando a figura 43 foi possivel observar que 0s animais tratados com as NCSG
na concentragdo de 0.5 mg/mL obtiveram um aumento em relagdo ao estresse oxidativo causado
pelo agente estressor T-BOOH quando comparado aos grupos controle e DMSO 0.5%. O grupo
tratado com a mesma concentragdo do 6leo essencial ndo nanoencapsulado ndo obteve 0 mesmo
resultado, ou seja, ndo aumentou a resisténcia ao estresse oxidativo dos vermes. As demais
concentracdes ndo apresentaram diferenca estatistica, ndo interferindo de forma positiva na
resisténcia ao estresse oxidativo dos animais. Os resultados indicam, portanto, que o tratamento
com as NCSG nas concentragdes de 0.1, 0.25 e 1 mg/mL n&o € capaz de aumentar a resisténcia dos
animais C. elegans tipo selvagem quando submetidos ao estresse oxidativo, enquanto a

concentracdo de 0.5 mg/mL foi capaz de aumentar essa resisténcia.
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Figura 43 — Efeito do NCSG sobre a resisténcia ao estresse oxidativo em C. elegans.
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Legenda - Efeito do tratamento com NCSG nas concentragdes de 0,1, 0,25, 0,5 e 1.0 mg/mL, controle com OP50,
sobre a sobrevivéncia dos animais tipo selvagem submetidos as condi¢des normais e de estresse oxidativo induzido
por hidroperdxido de terc-butilo (t-BOOH) 10 mM por 24 horas. A barra de erros representa os valores = SEM. O
simbolo * representa o resultado significante em comparacdo com o DMSO (0.5%) determinados pelo Ordinary one-
way ANOVA (p < 0,05).

Dados cientificos mostram que animais da espécie C. elegans quando tratados com
nanocapsulas de polimeros como PCL ou PLGA, por exemplo, ndo apresentam diminui¢do em sua
taxa de sobrevivéncia, ou seja, ndo sao toxicas aos vermes. Sathya et al (2020) avaliou a atividade
biolégica das nanocapsulas de PLGA carregadas com fitol e ndo houve indicio de toxicidade nos
ensaios realizados. Além disso, as nanocapsulas de fitol foram capazes de reduzir a deposicdo de
B-amildide nos vermes bem como a producdo de espécies reativas de oxigénio, evitando danos

causados pelo estresse oxidativo.

8.8 Efeito do tratamento das NCSG no acumulo de ERO intracelular no modelo C. elegans

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade antioxidante das NCSG por
meio da reducdo de espécies reativas de oxigénio em C. elegans e consequentemente o efeito sobre
a sobrevivéncia dos animais em condi¢des normais. A figura 44 mostra os resultados obtidos por
meio do tratamento com diferentes concentragfes do NCSG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) foram
capazes de reduzir significativamente 0s niveis de espécies reativas de oxigénio quando
comparadas ao grupo controle.

Os resultados sugerem que o homogenato de C. elegans tratado previamente com o0 NCSG

diminuiu a producdo de espécies reativas de oxigénio como mostra a baixa emissdo de
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fluorescéncia em todas as concentra¢fes quando comparados aos grupos controle (sem tratamento)
e 0 grupo NCM (nanocépsula sem o OESG).

Figura 44 - Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio intracelular (ERO’s), no modelo C. elegans.
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Legenda: Efeito das NCSG sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular no modelo C.
elegans. Cada grupo foi tratado nas concentracdes de 0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL além dos grupos controle com OP50 e
NCM. A quantificacdo de fluorescéncia emitida pela sonda H,DCFDA foi medida utilizando o sistema de deteccédo
GloboMax®-mult (Promega, Madison, W1, EUA), com excitacdo em 485 nm e emissdo em 510-570 nm. Os resultados
foram significativos quando comparados ao grupo NCM representados pela média = SEM com valores de
***p=0,0003, ***p=0,0003, ***p<0,0003, ***p<0,0003. Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica e a
analise estatistica foi determinada pelo modelo Ordinary one-way ANOVA.

A figura 425 mostra os resultados do homogenato de C. elegans tratado previamente com
as diferentes concentracdes das NCSG. Foi possivel observar que as NCSG diminuiram a producgéo
de espécies reativas de oxigénio como sugere a baixa emissdo de fluorescéncia da sonda em todas
as concentracdes quando comparados com o grupo controle. Além disso, as NCSG demonstraram
um melhor efeito antioxidante quando comparados aos tratamentos realizados com 0 OESG, este
fato pode estar relacionado as inUmeras vantagens relacionadas as nanocapsulas como o transporte
direcionado as células alvo bem como a biocompatibilidade e biodisponibilidade e aprimoramento
da capacidade terapéutica (MAHADI et al, 2021; NAZ; SIDDIQUE, 2021).

O efeito antioxidante dos 6leos essenciais é extremamente importante para a manutengdo
de organismos vivos devido a sua composi¢do quimica. Muitos compostos presentes nos 6leos
essenciais podem agir de forma benéfica combatendo processos nocivos causados pelo estresse
oxidativo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio cujo acumulo acarreta processos
neurodegenerativos e envelhecimento (Singh et al, 2019). Além disso, a nanotecnologia oferece

inimeras vantagens para potencializar a eficicia das propriedades terapéuticas dos 0leos essenciais,
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como por exemplo, aprimorar a solubilidade desses 6leos em meio aquoso bem como melhorar a
estabilidade de ativos sensiveis que podem estar presentes em sua composi¢do quimica.

A composic¢éo quimica do OESG possui terpenoides e fenilpropandides como componentes
majoritarios (iso-shyobunona, epi-shyobunona, t-muurolol e a-muuroleno) que podem estar
relacionados com a propriedade antioxidante como mostra alguns trabalhos encontrados na
literatura. Ivanovi¢ e colaboradores (2021) analisaram a atividade antioxidante dos 6leos essenciais
de algumas espécies da familia do gengibre (Zingiberaceae) Elettaria cardamomum L. Maton
(cardamomo), Curcuma Longa L. (curcuma), Zingiber Officinale Roscoe (gengibre) e Alpinia
OfficinarumHance (galanga) e comprovaram suas propriedades antioxidantes devido aos

terpendides presentes em sua composic¢ao quimica.

8.9 Ensaio de inibicdo da AChE em C. elegans

Neste trabalho foi demonstrado a capacidade do OESG inibir a enzima AChE por meio de
ensaios in vitro e in silico, além de elucidar os mecanismos de interacdo das substancias presentes
no Oleo essencial e a enzima AChE (MARTINS et al, 2021). Desta forma, foi utilizado o ensaio in
vivo utilizando o homogenato de C. elegans tratado com 0 OESG e das NCSG para avaliar sua
atividade anticolinesterasica. Os animais foram tratados com diferentes concentraces das NCSG
e apds a preparacdo do homogenato e realizacdo dos ensaios, 0s resultados apresentaram inibicédo
significativa quando comparadas ao grupo sem tratamento e ao grupo tratado com NCM
(nanocépsulas com migliol) (p<0.05).

Os resultados do tratamento dos animais com as NCSG foram ligeiramente mais eficazes
quando comparados aos ensaios utilizando apenas o 6leo in natura como mostra a figura 45. Os
testes foram realizados utilizando os mesmaos critérios metodologicos sendo possivel observar que
as NCSG foram capazes de aumentar a inibicdo da AChE em até 82,8%, sendo considerado

potencialmente inibitoria.
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Figura 45 — Efeito do NCSG sobre a AChE do homogenato do C. elegans em porcentagem
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Legenda — Resultados de ensaio de inibigdo da AChE em animais do tipo selvagem (WT). O homogenato dos animais
tratados ou ndo com diferentes concentragdes das NCSG, os quais foram quantificados, transferidos para placas de 96
pogos e mensurados em leitor de microplacas a 405nm apds um periodo de incubacdo de 1 hora. NCM: nanocapsulas
sem OESG. Dados estatisticos sugerem que os resultados foram significativos quando comparados ao grupo controle,
representados pela média = SEM e valor de ****p <0,0001 determinados pelo teste Ordinary one-way ANOVA.

Li et al (2020) focou seu trabalho na atividade inibitoria de flavondides oriundos da planta
Eupatorium adenophorum frente a AChE utilizando o homogenato de C. elegans. De acordo com
os resultados, os compostos quimicos presentes no Oleo essencial da espécie interagiram
significativamente com a enzima e a hidroxila¢do potencializou a interag¢do. Portanto o estudo em

questao tentou validar a E. adenophorum como fonte de inibidores da AChE sugerindo que estes

compostos podem ser Uteis para a descoberta de novos inibidores da AChE.

8.10 Ensaio de paralisia induzida por Aldicarb para determinar defeitos na transmissao
sinaptica em Caenorhabditis elegans

O Aldicarb é uma substancia bastante utilizada como pesticida e nematicida, agindo como
um inibidor da AChE e preventor da hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina nas fendas
sinapticas (IZQUIERDO et al, 2021). Esta reacéo de interacdo causa o acimulo de ACh nas fendas
sinapticas causando uma superativacao dos receptores musculares de ACh o que por sua vez leva

a contracdo dos musculos e, consequentemente, os vermes ficam paralisados ao longo do tempo.
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O tempo necessario para que os animais fiquem paralisados por Aldicarb depende da capacidade
de transmisséo dos neurdnios e a ACh, ou seja, ocorre de acordo com a secre¢do de ACh na fenda
sinptica (OH; KIM, 2017; REFAI; BLAKELY, 2017).

Apbs o periodo de 1 hora os vermes tratados com Aldicarb comecaram a paralisar, porém
0s vermes tratados com Neostigmina e as diferentes concentragdes NCSG néo paralisaram (Figura
46). A Neostigmina é um medicamento padrao utilizado no tratamento do Alzheimer devido a suas
propriedades terapéuticas ligadas aos défcites de producdo de ACh em mamiferos e seu mecanismo
de interacdo com a AChE também ¢é reversivel (ELDUFANI; BLAISE, 2019; PULLAGURI;
KAGOO; BHARGAVA, 2022). Porém, em um trabalho realizado por Kalinnikova et al (2013),
apos a investigacdo sobre a baixa concentracdo de ACh em C. elegans devido ao estresse térmico,
foi relatado que para a Neostigmina obtivesse um efeito toxico (paralisante) semelhante ao
Aldicarb seria necessario realizar o experimento utilizando uma concentracdo mais elevada (igual
ou maior que 6 mM) a uma temperatura de 22°. Entretanto, em concentra¢des mais baixas (0,1-0,7
mM) a Neostigmina causou aumento no comportamento de termotolerancia revelando um aumento
do tempo médio da capacidade dos vermes de manter um comportamento coordenado (natacéo,

induzida por estimulo mecénico) a uma temperatura constante de 36 °C.

Figura 46 - Efeito do tratamento com NCSG sobre o fen6tipo de paralisia induzida por Aldicarb
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Legenda — Resultados de ensaio de Aldicarb em animais do tipo selvagem (WT). Os animais foram incubados em
placas com Aldicarb 1 mM. Os animais foram incubados em placas com Aldicarb, Neostigmina (ImM) e diferentes
concentragdoes do NCSG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL). Os animais ficaram paralisados pelo Aldicarb em menos tempo
do que os animais dos outros grupos. Os dados estatisticos sugerem que os resultados foram significativos,
representados pela média + SEM e valor de ****p <0,0001 determinados pelo teste Log Rank (Mantel-Cox).
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A Neostigmina é comumente usada na medicina para tratar disturbios relacionados a baixa
producdo de ACh e estudos neurofisioldgicos em mamiferos (LUO et al, 2018). Segundo Egorova
et al (2021) o efeito tdxico do Aldicarb no C. elegans é aumentado pela acdo dos
neurotransmissores octopamina e dopamina na locomocdo dos nematdides e que para a
Neostigmina exibir efeito toxico semelhante ao Aldicarb seria necessario utilizar uma concentracao
60 vezes, pois o0s efeitos terapéuticos dos inibidores da AChE sdo mostrados apenas nos estados de
deficiéncia de ACh do sistema colinérgico.

Sugere-se que as NCSG devem ser utilizadas em concentragdes mais altas para exibirem
toxicidade e consequentemente paralisia semelhante ao Aldicarb, uma vez que as concentragdes
utilizadas obtiveram efeito semelhante a Neostigmina, ou seja, ndo paralisaram 0s animais e ndo
apresentaram sinais de baixas nas taxas de sobrevivéncia dos vermes exibindo um possivel efeito

terapéutico.

8.11 Ensaio de paralisia induzida por acumulo da B-amildide em Caenorhabditis elegans

A deposicdo extracelular do fragmento de proteina B-amildide acarreta a formacgdo de
placas senis, disfuncdo sinaptica e neurodegeneracdo dos neurbnios, sendo uma das principais
hipdteses sobre o surgimento do Alzheimer em pessoas idosas (LONG; HOLTZMAN, 2019). O
nematodeo C. elegans é um 6timo modelo in vivo para avaliar e realizar a triagem de substancias
ativas oriundas de produtos naturais capazes de impedir, proteger ou diminuir a produgéo e
acumulo de proteinas humanas que tendem a se agregar (B-amildide) de forma constitutiva nos
masculos ou neurdnios do verme. Para determinar se as NCSG de proteger o C. elegans contra a
toxicidade induzida por AP in vivo, foi avaliada a eficAcia das NCSG em retardar a paralisia
induzida por AP em vermes transgénicos CL2006 que expressam a proteina Ap humana da forma
constitutiva a qual € direcionada para as células musculares levando o verme ao fenétipo de
paralisia que é acelerada pelo aumento da temperatura (35° C). Os vermes foram tratados com
diferentes concentragdes das NCSG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) em placas de petri de 60 mm 20°C
por 2 dias.

As NCSG testadas nas mesmas concentragoes que o OESG (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) néo
puderam evitar ou diminuir o estresse proteotdxico causado pela da formacdo da B-amiloide nos

musculos dos vermes. De acordo com a figura 47, as NCSG levaram os vermes a paralisa antes do
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grupo sem tratamento de forma significativa, sugerindo que a paralisia ocorreu devido a inibigéo
da AChE a qual aumentou os niveis de ACh juntamente com o acumulo do fragmento de proteina

B-amildide.

Figura 47 - Efeito do tratamento com NCSG sobre o fenétipo de paralisia.
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Legenda - Curvas de paralisia para cepas de C. elegans expressando B-amil6ide muscular de forma constitutiva
(CL2006) tratadas com (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) de NCSG de L1 até L4. Para acelerar a paralisia, 0os vermes CL2006
foram transferidos para 35°C. A paralisia foi verificada em intervalos de 1 h a 35°C. As cepas tratadas mostraram
progressao acelerada da paralisia corporal em comparagdo com vermes do grupo controle. Resultados significativos
para todos os grupos tratados em comparacéo ao controle (p<0.0001), de acordo com o teste log-rank (Mantel-Cox).
Os vermes tratados com as diferentes concentragdes do NCSG paralisaram antes do grupo
controle. Este fato pode ser em decorréncia do acimulo da -amil6ide no musculo dos vermes bem
como o aumento de concentragao da ACh nos vermes devido a inibi¢ao da AChE. Estes dois fatores
podem contribuir para a paralisia do verme, diferente do que ocorre no experimento de paralisia
induzida por Aldicarb (item 8.11), onde s6 existe um fator e as concentracdes de ACh no verme
nao sdo suficientes para fazer o verme paralisar, pois a Neostigmina somente possui efeito toxico
ao verme semelhante ao Aldicarb em doses altas, efeito que provavelmente ocorre com as NCSG.
No trabalho realizado por Sathya e colaboradores (2020), nanocapsulas poliméricas de
PLGA contendo fitol foram capazes de ndo sé aumentar a taxa de sobrevivéncia das cepas Cl 2006
e CL 4176 como diminuiram a formacgédo da b-amil6ide nos musculos dos vermes. Além disso,
essas cepas transgénicas se movimentam de forma rolante e a medida que o verme envelhece e ha
0 acumulo da b-amiléide nos musculos o verme paralisa e deixa de rolar e foi ilustrado que o
tratamento com fitol e nanocapsulas de fitol foi capaz de aliviar a patogénese da DA nos vermes

transgénicos que expressam a AP obtendo paralisia retardada e movimento melhorado.
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9 CONCLUSAO

A extracdo do 6leo essencial da espécie Siparuna guianensis Aubl. ocorreu durante a
estacdo chuvosa e a caracterizacdo da composi¢do quimica mostrou que havia predominancia do
composto shyobunona e derivados (iso-shyobunona, epi-shyobunona e epi-shyobunol) em sua
composicao. Espectrofotometria de fluorescéncia, Titulagio em RMN H!e acoplamento molecular
foram empregadas para avaliar varios aspectos da interacdo entre o inibidor (6leo essencial) e a
enzima acetilcolinesterase (AChE). Nos ensaios de inibicdo espectrofotométrica com AChE de
ostra, camardo (extratos) e de enguia elétrica (enzima comercial), o 6leo essencial mostrou um alto
efeito inibidor denotado pelos baixos valores de ICx e ICso. Os estudos de supresséo de
fluorescéncia mostraram que 0s compostos presentes no 6leo essencial interagem com o sitio ativo
do AChE de forma estatica devido a diminuicdo da constante Stern-VVolmer (Ksv) com temperatura
crescente. Além disso, os resultados da titulacdo de RMN 1H sugerem que 0s picos
correspondentes aos compostos de shyobunona e iso-shyobunona presentes no 6leo essencial
diminuem a medida que a enzima foi titulada, indicando a ocorréncia da interacdo entre enzima e
6leo, o que também foi verificado por acoplamento molecular que previa que o residuo de
triptofano 146 € capaz de atuar como um doador de ligacdo de H para as moléculas de ambos 0s
lados, com a iso-shyobunona sendo o ligante mais forte, mas apenas por uma pequena diferenca.
Até o presente momento, o 6leo essencial da planta negramina (Siparuna guianensis Aubl.) do
norte da Amazonia pode ser uma nova fonte de shyobunona e seus derivados que sdo capazes de
inibir reversivelmente a AChE, com potenciais propriedades neuroprotetoras a serem aplicadas no
tratamento de doencas neurodegenerativas como o mal de Alzheimer.

A nanoencapsulagdo do 6leo essencial da planta Siparuna guianensis Aubl. foi realizado
com sucesso por meio do método de polimerizagdo interfacial (nanoprecipitagdo). Além disso, o
planejamento experimental do tipo Box Benkem apresentou-se como uma o6tima ferramenta na
otimizagdo das nanocapsulas poliméricas biodegradaveis de poli (L-acido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA) contenho o 6leo essencial de Siparuna guianensis. Por meio das analises dos
graficos da superficie de resposta uma dispersdo coloidal ideal e estavel foi obtida, exibindo
diametro de particula de 255 £ 1,44 nm, com indice de polidispersividade de 0,192 + 0,35 e
potencial Zeta -10,5 £ 0,44 mV, ndo apresentando sinais de instabilidade durante 60 dias. Além

disso, foi possivel obter uma formulagdo ideal, purificada e estavel a qual foi revestida com
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quitosana apresentando didmetro 112.8 + 0.51 nm de didmetro, com indice de polidispersividade
de 0,342 £+ 0,036 ¢ potencial Zeta 26,5 + 0.95 mV.

A atividade bioldgica do 6leo essencial de Siparuna guianensis Aubl. (OESG) in natura e
nanoencapsulado usando o modelo de Caenorhabditis elegans revelou que ndo houve diminuigédo
na taxa de sobrevivéncia dos animais tratados. O OESG € composto quimicamente de terpenos e
fenilpropandides sendo que estas substancias possuem atividade biol6gica amplamente exploradas
em diversos trabalhos encontrados na literatura principalmente como inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Alguns 0leos essenciais de plantas aromaticas como a cidra (Citrus
medica cv. sarcodactylis) possuem efeito nematicida representando um problema em estudos com
C. elegans, porém o ensaio de sobrevivéncia realizada neste estudo revelou que 0 OESG e as NCSG
ndo sdo tdxicos aos vermes.

Os ensaios para verificar a atividade antioxidante in vitro revelaram que 100 pg do OESG
apresentou atividade com aproximadamente 379,16 mg de &cido ascorbico equivalente. A
capacidade antioxidante total do OESG sugere que 0s compostos presentes em sua COmposi¢ao
quimica sdo capazes de doar elétrons em meio acido e por meio do ensaio de poder redutor
verificou-se que 0 OESG (concentragOes de 0.05 a 1 mg/mL) apresentou um poder redutor de quase
50% na concentracdo de 0,1 mg/mL e maior que 100% na concentragdo de 1 mg/mL. Porém, no
ensaio para avaliar a capacidade dos compostos presentes no OESG de sequestrar o radical este
radical livre, verificou-se que 0 OESG (concentracOes de 0,25 a 5 mg/mL) apresentou capacidade
de sequestro de apenas 20% na concentracdo de 0,5 mg/mL.

No ensaio de resisténcia ao estresse oxidativo utilizando o agente estressor t-BOOH, foi
observado que apos 24 horas do inicio do estresse, a fragdo sobrevivente de animais tratados com 0.1 e
0.25 mg/mL de OESG promoveu um aumento significativo em comparacdo com animais tratados com
DMSO 0.5% (p < 0,05). Em relag@o ao ensaio para verificar a capacidade do OESG e das NCSG em
reduzir as espécies reativas de oxigénio intracelular no C. elegans em condi¢Ges normais, 0s
resultados mostraram que o tratamento com diferentes concentracdes do OESG (0.1, 0.25,0.5e 1
mg/mL) foram capazes de reduzir significativamente os niveis de EROs quando comparadas ao
grupo DMSO 0.5% (p<0.05). Do mesmo modo, as NCSG diminuiram a producdo de espécies
reativas de oxigénio como sugere a baixa emissdo de fluorescéncia, demonstrando um melhor

efeito antioxidante quando comparados aos tratamentos realizados com o OESG.
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Neste trabalho foi demonstrado a capacidade do OESG inibir a enzima AChE por meio de
ensaios in vitro e in silico, além de elucidar os mecanismos de interacdo das substancias presentes
no 6leo essencial e a enzima AChE. Apds o tratamento dos animais com o OESG foi observado
que todas as concentragdes (0.1, 0.25, 0.5 e 1 mg/mL) apresentaram inibicao significativas, com
percentual de até 72.3% de inibicdo. Os resultados do tratamento dos animais com as NCSG foram
ligeiramente mais eficazes quando comparados aos ensaios utilizando apenas o 6leo in natura,
sendo capaz de aumentar a inibi¢cdo da AChE em 82,8%, considerado potencialmente inibitorio.

No ensaio de paralisia por Aldicarb, foi observado que a Neostigmina, 0 OESG e as NCSG
ndo foram capazes de paralisar o verme por meio do aumento de ACh nos musculos. Neste trabalho
por meios dos ensaios in vitro e in vivo, foi relatado que 0 mecanismo de interacéo entre 0 OESG
e a enzima AChE é reversivel igualmente ao Aldicarb. Além disso, para que 0 OESG e as NCSG
obtivessem 0 mesmo efeito toxico que o Aldicarb seria necessario utilizar concentra¢fes mais altas,
uma vez que as concentragdes utilizadas obtiveram efeito semelhante a Neostigmina, ou seja, ndo
paralisaram os animais e ndo apresentaram sinais de baixas nas taxas de sobrevivéncia dos vermes
exibindo um possivel efeito terapéutico.

Os resultados do ensaio de paralisia induzida por b-amildide em vermes transgénicos (CL
2006) mostraram que 0 OESG ndo teve efeito na vida Gtil dos nematoides, sendo sugerido que as
concentragOes utilizadas ndo eram toxicas para os vermes. Além disso, Foi observado que 0s
vermes tratados com o OESG paralisaram antes que 0s grupos sem tratamento e DMSO 0,5%,
obtendo resultados ndo significativos. Este fato pode ser em decorréncia do acimulo da B-amildide
no musculo dos vermes bem como o aumento de concentracdo da ACh nos vermes devido a
inibicdo da AChE, por isso, sugere-se que estes dois fatores podem contribuir para a paralisia mais
acelerada do verme. Do mesmo modo, as NCSG testadas nas mesmas concentragdes (0.1, 0.25, 0.5
e 1 mg/mL) ndo puderam evitar ou diminuir o estresse proteotdxico causado pela da formacédo da
B-amildide nos muasculos do verme, causando paralisa antes do grupo sem tratamento de forma
significativa.

Em resumo, os resultados desta pesquisa sugerem que OESG apresentou atividade
antioxidante e anticolinesterasico in vitro e in vivo, sendo que as NCSG foram mais eficazes devido
as vantagens apresentadas por técnicas nanotecnoldgicas. Porém, em relagdo a protecdo contra
proteinas anormais em vermes com a [3-amiléide, ndo foi observado nenhum efeito contra o estresse

proteotdxico. Decerto, os resultados eficazes do nanoencapsulamento do OESG sugerem que
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produtos naturais como Oleos essenciais podem ter seu efeito terapéutico potencializado,
fornecendo novos insights para desenvolver estratégias de tratamento para doenga de Alzheimer

utilizando o OESG in natura e nanoencapsulado.
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parmmeters reveal interactions driven by van der Waalks foroes and hydrogen bonds in the hpatinib—AChE system (AH® and AS® <
0). In contrast, the pazopanib—AChE system shows positive AH and AS®, characteristic of hydrophobic intera ctions. The Foster
resonance energy transer study supports the fuorescence studies peformed The 3D fluorescence studies suggest changes in the
mmﬂnmmuﬂn&'t}:typmp}mtmﬂltmm ﬁ&mo{ﬂupmtdnhmmwﬂihpﬁrﬂ)uﬂpmpmﬂxﬂumdh
suggest effective inhilition and moderte interaction of the drugs with AChE, making them interesting for conduc fing more in-depth

The acetylchainesterase [AChE) enzyme has 2 unique role in
neuronal signaling, considering its catalytic function acting on
the neurotnsmitter acetylcholine [ACh) hydrolysis, directhy
interfering with the tmnsmiskon of nerve impules in the
brain.' Besides its importance in cholinergic fnctions, AChE
alse influences the cell differentiation, proliferation, and
adhesion;” amyloid protein derm'ﬁm in organs;” apoptosis;*
and the frmation of tmors.” The mechanisms involed in
developing newodegenenative dissases such as Abheimer's
diseame [Al}) are not dearly undestood. However, the the ory
most explored by researchers developing AD drugs foouses on
the cholinergic hypothesis, Ach deficiency in the nervous
system " Although studies on AD imvohe different proteins,
posible thempeutic moleculer targets, 2l drugs cumendy
ag:])mwdfm'.ﬁﬂmﬂd}uvebemdﬂﬂnpﬂl ﬁx:u:ingm
FDA approval of aduc b (Aduhelm-Biogen), the fint
approved drug to explore the amyloid hypothesis® Apart from
aducanumab, there are cumrently only five approved drugs for
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AD treatment, and 121 mmbdu:gm'lgdma]t:n]s,mm'lg
w}ld‘is.?.mne_p-nsmmwd
Rﬂumﬂ\mﬂtednmu‘yo{ruih:hﬂg:tdnﬂpnwrg
both in design and development and in understanding the
moleculr mechanism behind the thempeutic effect " A
series of antitumor drugs with asorted molecular targets have
mmWh‘ﬂummmmmm“wyﬂq
the rebtionship between cancer and this enzyme
puionnmo{pmtﬂnﬂmmhrmﬂ—uﬂ]mﬂhmgﬁﬂllry
antitumor compounds—is also reported in the hterature of
drug development for neurodegenentive discases,” where, in
studies for the treatment of AD, tyrosine kinase inhibitory
molecules (TEls) showed a2 neuroprotective effect’™ in
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Molecular Docking in silico Analysis of Brazilian Essential Ofls Against Host
Targets and SARS-CoV-2 Proteins

Rémullo B. G. M. Costa,*" Regildo M. G. Martins,* Gerlane 5. de Lima,*
Thayaa C. M. Stamford i Wanderli P. Tadei,'s Maria Aparecida M. Maciel, =
Amilia C. M. do Régo and Francisco H. Xavier-Jinior=/

Programa de Pir-Graduapdo em Biotecnolopgia, Universidade Polignar { UnP),
Campus Saigade Filko, S9075-000 Natal-RN, Brazil

*Programa Multi-Institucional de Pés-Graduagdo em Biotecnologio (PPGRIOTEC),
Universidade Federal do Amagonas (UFAM), 69077-000 Manaus-AM, Brazil

“Deparfamenio de Nutrigdo, Universidade Federal de Pernambuce (UFPE), S0670-901 Recife-PE, Brazil
“Departaments de Medicing Tropical, Universidade Federal de Pernambuce (UFPE), S0670-901 Recife-PE, Brazil
“Laboratdrio de Maliria ¢ Dengue, Institufe Nacional de Pesquizas Amazinicas (INPA), 69060-001 Manaus-AM, Brazil

HLaboradric de Biotecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
S5B051-900 fodo Peszoa-PB, Brazil

The inhibitory activity of thiry-one sesquilerpenes identified from Brazilian essential
wils (Copaifera langsdorffi Desf_, Croton cajucara Benth. and Siparuma guicnensic Anhlet)
were analyzed by in silice molecular docking. The compounds wers chamcierized by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and gas chromatography with flame-iontzation
detection (GC-FIDY), and then, applied against severs acute respiniory syndrome comnavins-2
(SARS-Co¥-I) proteins and human angiotensin-converting enzyme 2 (hACE2). Applying molecular
docking and AwoDock Vina software, o toml of 406 individeal intersctions were detected for
sesquilerpenes along with SARS-CoV-2 proteins and hACE2 buman angiolensin converting
enrymie-2 protein. The findings showed considershle binding affinity of sesquiterpenes with
the tested macromolecules. In that, f-selinene from C langedonfi displayed the best energy
{=7.2 keal mol™) and showed strong interactions with the amino acids of the SARS-CoV-2 M-Pro
protei n Spathulenc] from C. cajiecars stongly imemcted with haman ACE2, with a binding emergy
of =7.1 keal mol . Meamvhile, y-eudesmol from 5. guianensis presenied the lowest binding energy
{—7.5 kcal mal *) by interacting with the SARS-CoV-2 M-Pro complex. Additionally, messurements
were performed aiming to evaluake the best sesquiterpenes binding interactions with the main
proteins and its bomologee fles. According io resulis, these Brazilian essential oils hold antiviml
potential being a rich soarce for farther in vitre and in vive stedies focusing on berbal therapeatic
adjuvants against SARS-Co%-2 infections.

Keywords: S ARS-CoV-2 infection, molecular docking, Copaifera langsdorffii Desf., Croton
oajucara Benth., Siparuna g i Aumblet., ilerpenes inl oils

Intreduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirms-2
(SARS-CoV-2) type has been spreading throughout the
world since the end of 20019, when the first infections

*e-maik mammaciel @ quimicaufm. br, mammacie| & hotmail .com
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were reported from China'? By mid-December of 2021,
the World Health Organization reported over 271 million
infected people worldwide and about 5.31 million deaths
due to the complications of the COVID-19 (coronavirus
disease 201%) infection® SARS-CoV-2 is a vims from the
Coronaviridae family, belonging to the B-coronavinuses
lineage B, and represents one of the seven coronavirses
able to infect humans.® It is a single-stranded ribonucleic
acid (RMA) genome virus, encapsulated by a membrane
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