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RESUMO

Introdugao: A ansiedade e a depressdo sao os transtornos mentais mais
prevalentes mundialmente. Elas impactam diretamente na qualidade de vida e na
produtividade, especialmente pelo seu dificil tratamento com a farmacoterapia
disponivel atualmente. Podem acompanhar um individuo por muitos anos, gerando
grande impacto no fardo global de doengas. A busca por plantas medicinais
potencialmente ansioliticas tem sido uma abordagem relevante no desenvolvimento
de alternativas terapéuticas. A catinga de mulata (Aeollanthus suaveolens Mart. Ex
Spreng.), uma planta aromatica da familia Lamiaceae mostrou-se neuroativa,
contando com atividades anticonvulsivante, antidepressiva e sedativa em pesquisas
utilizando  roedores. Assim, o uso de ensaios comportamentais
utilizando zebrafish para a avaliagdo do Oleo essencial e sua nano-emulsdo visando
comparar suas atividades no sistema nervoso central pode fornecer valiosas
informacdes acerca dessa potencial alternativa terapéutica para as doencas mentais
comuns. Objetivo: Obter uma nano-emulsdo a partir do 6leo essencial de A.
suaveolens que seja neuroativa e comparar sua atividade ansiolitica apés a nano-
emulsificacdo. Metodologia: o 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo e a partir
dele as nano-emulsbes foram preparadas por um método de baixo aporte
energético. Foram avaliados fatores de influéncia na geragcédo e estabilizagdo das
nano-emulsdes, bem como a influéncia do tempo e temperatura na nano-emulsio
selecionada. Ensaios de toxicidade foram realizados utilizando embrides e adultos
de zebrafish e a dose letal mediana do 6leo essencial foi determinada por analise
PROBIT. A comparagao da neuroatividade do 6leo essencial e sua nano-emulséo foi
realizada a partir do ensaio do tanque novo e estudos in silico das substancias
maijoritarias foram realizados a fim de predizer os potenciais mecanismos de agao
sedativos. Resultados e discussoées: Foram obtidas nano-emulsées com aspecto
translucido e azulado pronunciado, associado ao efeito Tyndall evidente
apresentando tamanho médio de didmetro de goticula de 70 nm e indice de
polidispersao abaixo de 0,2. Esse fitocoloide, utilizada nesse estudo como nano-
emulsdo selecionada para os ensaios biolégicos, ndo apresentou alteragdes nos
primeiros dias de armazenamento. O teste de performance utilizando embribes
de zebrafish permitiu sugerir o aumento da atividade biolégica da nano-emuls&o
comparativamente a atividade observada para o Oleo essencial ndo nano-
emulsificado. Em estudos de toxicidade preliminar aguda, a neuroatividade e a
intensificagdo a agado promovida pela nano-emulsificagdo foi visualizada a partir da
inducdo de hipnose no grupo tratado com a nano-emulsdo e apenas sedagao no
grupo tratado com o 6leo essencial ndo nano-emulsificado. A dose letal mediana
total foi de 502,808 mg.kg'1. Aumento semelhante do comportamento exploratério,
relacionado a efeito tipo-ansiolitico, foi observado em dose da nano-emulsdo
selecionada 10 vezes inferior ao 6leo essencial ndo-nanoemulsionado. No entanto,
possiveis interferéncias de agregados de coldides que afetam curvas sigmodide
classicas, efeito sedativo com tendéncia a hipnose proximo a altas doses e outros
fatores podem estar influenciando. Conclusao: Esse estudo abre perspectivas para
uso de inibidores da Maturagcao de Ostwald, incluindo associados ao B-farneseno,
considerado um dos possiveis constituintes bioativos, bem como verificacdo da
atuacao desses sob a forma livre ou absorg¢ao via fusdo das nanogoticulas com as
membranas, com modificagdo do n e/ou novos aprimoramento do modelo
em zebrafish. A mudanga do par de tensoativos e reducéo drastica do tamanho de




goticula, através de técnica amigavel ao meio ambiente, contribui para o estado da

arte da nanobiotecnologia fitofarmacéutica e desenvolvimento de novos
nanofitoterapicos.
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Agradecimentos: CAPES, INCT-Rennofito, Propesg-PAPESQ.




ABSTRACT

Introduction: Anxiety and depressions are the most prevalent mental disorders
worldwide. They impair life quality and productivity, especially due to the avaiable
pharmacotherapy. Individuals can face these diseases for years, being a great
impact globally. Searching for potentially anxiolytic medicinal plants have been a
promising approach in the development of therapeutic alternatives. Catinga de
mulata (Aeollanthus suaveolens Mart. Ex Spreng.) is na aromatic plant that belongs
to the Lamiaceae family, considered neuroactive and confirmed as anticonvulsant,
antidepressant and sedative in studies with rodents. Thus, the utilization of
behavioral studies using zebrafish aiming to compare its essential oil and nano-
emulsionin the central nervous system may provide valious information about the
potential therapeutic of this natural product for common mental disorders.
Objectives: Obtaining a nano-emulsion based on the essential oil of A. suaveolens,
being neuroactive, and comparing the anxiolytic activity after the nano-emulsification.
Material and Methods: the essential oil was obtained by hydrodistillation and the
nano-emulsions were prepared by a low energy method. Factor of influence in the
generation and stabilization of the nano-emulsions, such influence of time and
temperature, were examinated in the selected nano-emulsion. Toxicity assas were
performed in zebrafish embryo and adults. Lethal median dosis of the essential oil
was determined by PROBIT analysis. The comparation of the neuroactivity of the
essential oil and its nano-emulsion was performed through the novel tank test and
the in silico study of the major compounds was performed in order to predict the
potential desative mechanism of action. Results and discussion: Nano-emulsées
with translucent and pronounced bluish reflect were obtained, being the last
associated to the Tyndall effect. Size diameter was 70 nm and polydispersity index
was below 0.2. This phytocolloide, used in the present study as selected nano-
emulsion for the biological assays, did not present alterations in the first days of
storage. The performance assay using zebrafish embryo suggest enhancement of
biological activity, comparing nano-emulsion to the activity of non-nanoemulsified
essential oil. Prelimininar acute toxicicity assar showed intensification of action and
neuroactivity after nano-emulsificatio, since hypnose was observed in the group
treated with nano-emulsion, while only sedation was observed in the group treated
with non-nanoemulsified essential oil. The median lethal dosis was 502,808 mg.kg™.
Similar augmentation of exploratory behavioral, related to anxiolytic-type effect, was
observed in a dosis of the selected nano-emulsion 10x lower of the essential oil.
However, possible interference of aggregate of colloids that affect classical simoidal
curve, sedative effect with tedency to hypnose at high dosis and other factors may be
influencing. Conclusions: This study open perspectives to the utilization of Ostwald
ripening inhibitors, including associated to B-farneseno, considered one of the
possible bioactive constituents. Also verification of the action in the free form ou
absorption through fusion of the nanodroplets with the membranes, though
modification of the zebrafish model. The change in the surfactant pair and dramatic
reduction of droplet size, through na ecofriendly technique, contributes to the state of
the art of phytopharmaceutical nanobiotechnology and development of
nanophytotherapics.

Keywords: Anxiolytic effect. novel tank test. zebrafish.
Acknowledgements: CAPES, INCT-Rennofito, Propesg-PAPESQ.
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1 INTRODUCAO

Os transtornos mentais comuns (TMC) s&o a ansiedade e a depressao, elas
recebem essa denominacido por serem as doengas emocionais mais prevalentes,
afetando a qualidade de vida e o desempenho laboral de milhdes de pessoas no
mundo todo. A frequéncia de comorbidade € grande e a prevaléncia dos TMC é
maior em mulheres. A ansiedade esta relacionada a uma resposta ao medo e a
preocupacgao frente a ameacgas de forma desproporcional, gerando prejuizos das
atividades normais. A depressao pode ser caracterizada pela presenca de uma
avaliacdo negativa de si mesmo, pessimismo, tristeza e a falta de prazer em
atividades antes consideradas prazerosas por periodos maiores que duas semanas
€ em casos mais graves as ideagdes suicidas. O tratamento eficaz das TMC possui
grande complexidade e envolve o acompanhamento multiprofissional, destaca-se
especialmente a necessidade de psicoterapia e um adequado esquema
farmacoterapéutico.

A farmacoterapia da depressao é baseada na teoria das monoaminas que
considera que o cérebro adoecido apresenta baixas concentracbes dos principais
neurotransmissores envolvidos nas sinapses quimicas: noradrenalina, dopamina e
serotonina. Esse estado pode acontecer por deficiéncia na sintese, expressao
diminuida dos receptores na fenda sinaptica ou, ainda, aumento da degradacgéao
desses. Logo, os antidepressivos disponiveis hoje atuam como inibidores da
recaptagdo de um (seletivos) ou mais (ndo seletivos) neurotransmissores ou como
inibidores da monoaminooxidase (MAQO), em ambos os casos, o efeito € a elevagao
desses neurotransmissores na fenda sinaptica. As altas taxas de falha da terapia na
primeira escolha do farmaco sugerem que outros fatores estejam envolvidos no
desenvolvimento dos sintomas depressivos e que outros agentes mais eficazes s&o
necessarios.

Na ansiedade, a farmacoterapia desempenha um papel coadjuvante no
tratamento em longo prazo. Os farmacos sedativos e hipnéticos da classe dos
benzodiazepinicos podem ser utilizados para a melhora rapida dos sintomas e
auxiliarem na insénia, muito comum nos transtornos de ansiedade, no entanto, n&o
sao considerados como primeira escolha, pois, além de diversos efeitos adversos
relacionados ao prejuizo da concentragdo e memoria, também causam tolerancia e

dependéncia. A estratégia farmacoterapéutica de primeira linha utilizada sao os
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antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e o agonista de
receptores de serotonina buspirona. Assim como no tratamento farmacologico da
depressao, a baixa eficacia terapéutica dessa abordagem suscita a necessidade da
investigacao de novas alternativas para o tratamento desses transtornos.

Adicionalmente, o uso de plantas medicinais com finalidades para o alivio
dos sintomas relacionaveis aos TMC consiste em uma pratica tradicional, podendo
ser citadas, por exemplo, a Erva-de-Sao-Jodo (Hypericum perforatum L.) indicada
para o tratamento de estados leves de depressdo, a camomila (Matricaria
chamomillaL.) e o maracuja (Passiflora incarnata L.) utilizada como calmante e
ansiolitico leve e a raiz de Valeriana (Valeriana officinalis L.) para de casos de
insdnia, entre outras. Neste contexto, a realizagao de esforgos direcionados para a
busca de plantas medicinais com potencial atividade ansiolitica mostra-se uma
estratégia relevante.

A Aeollanthus suaveolens Mart. Ex Spreng., popularmente chamada de
catinga de mulata é uma planta aromatica pertencente a familia Lamiaceae
tradicionalmente utilizada em rituais magico-religiosos, no tratamento de males
espirituais e como anticonvulsivante. As atividades anticonvulsivantes,
antidepressivas e sedativas da A. suaveolens foram estudadas em roedores e
relacionadas aos constituintes majoritarios do seu oleo essencial, destacando-se o
linalol, o B-farneseno e a massoialactona.

Métodos de estudos translacionais utilizando-se o teledsteo zebrafish vém
ganhando destaque na pesquisa neuropsiquiatrica. Sua alta homologia genética com
0s humanos e por se tratar de um modelo alternativo que utiliza-se de um vertebrado
menos senciente, de baixo custo de manutencdo e rapida reproducao, 0os ensaios
com esse modelo permitem a avaliagdo toxicoldgica e farmacoldégica de novas
substancias em consonancia com os principios de bem-estar animal.

As nano-emulsdes sdo dispersdes coloidais em que as diminutas goticulas
da fase interna encontram-se em escala nanométrica, geralmente menores que 200
nm. Elas sdo cineticamente estaveis e termodinamicamente instaveis e podem
proporcionar vantagens quanto a modificagdo de propriedades fisico-quimicas e de
propriedades bioldgicas, como a potencializacdo dos efeitos no sistema nervoso
central.

Isto posto, objetiva-se nesta dissertagdo o emprego de técnicas de nano-

emulsificacdo de baixo aporte de energia para a veiculagdo de compostos bioativos
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lipofilicos do 6leo essencial de A. suaveolens e a comparacio de sua neuroatividade
com o Oleo essencial nao nano-emulsificado por meio de ensaios in

vivo comportamentais usando zebrafish.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter uma nano-emulsdo neuroativa a base do 6leo essencial de Aeollanthus

suaveolens e comparar sua atividade ansiolitica com sua forma nao-nanoestruturada

em modelo experimental utilizando-se zebrafish.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver a nano-emulséo a base do 6leo essencial;

Caracterizar a nano-emulsao obtida quanto a espalhamento dinamico da
luz;

Avaliar o comportamento da nano-emulsdo selecionada frente a variagao
de temperatura e ao armazenamento;

Realizar ensaio de performance da nano-emulsdo selecionada para
verificacdo de possivel incremento de atividade bioldgica;

Realizar ensaio de toxicidade aguda do 6leo essencial e sua nano-
emulsao selecionada em zebrafish adulto;

Avaliar a atividade ansiolitica do 6leo essencial e sua nano-emulséo
selecionada em zebrafish adulto;

Realizar estudo in silico para predicdo de atividade, propriedades

farmacocinéticas e toxicolégicas e docking molecular.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 TRANSTORNOS MENTAIS COMUNS: DEPRESSAO E ANSIEDADE

Os transtornos depressivos e de ansiedade sdo altamente prevalentes na
populagdo mundial e, por isso, sdo chamados de transtornos mentais comuns.
Segundo a ultima estimativa da Carga Global de Doengas, realizado em 2019 pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) os transtornos de depressao atingiram a
marca de 2° maior numero de anos vividos com a doencga, enquanto os transtornos
de ansiedade ocupam o oitavo lugar nessa lista. A depressdo e a ansiedade
geralmente se iniciam na vida produtiva e causam prejuizos importantes na
qualidade de vida das pessoas e na sua capacidade de realizar atividades comuns
como trabalho, convivio social e lazer. Os dados referentes aos transtornos
depressivos mostram uma taxa de prevaléncia (a cada 100.000 pessoas) de 4.158,4
mulheres e 2.713,3 homens e numero de anos vividos com a doenga de 702,1 para
mulheres e 452,2 para homens. Ja os dados para os transtornos de ansiedade
indicam uma taxa de prevaléncia (a cada 100.000 pessoas) de 4.694,7 mulheres e
2.859,8 homens e numero de anos vividos com a doenca de 444,9 para mulheres e
275,2 para homens. A prevaléncia de transtornos de ansiedade nas Américas € de
7,7% para mulheres e de 3,6% para mulheres. Na mesma regiao, ocorreram 15% do
total de casos de depresséo.

A maior proporgéo desses transtornos se concentra em mulheres, chegando a
2:1 e é consolidada na literatura. Ela parece ser explicada por predisposi¢cao
genética e fatores sociais (DSM-5, 2013). Na verdade, estudos de associagédo de
genoma completo relatam que um score genético para depressao foi associado com
transtornos de ansiedade, sugerindo fatores de risco genéticos em comum. Este fato
pode explicar a alta taxa de comorbidade entre os disturbios (SHIMADA-
SUGIMOTO; OTOWA; HETTEMA, 2015). Purves e colaboradores (2020)
encontraram robustas associagbes entre /oci significativos em todo genoma que
foram previamente relacionados a depressdo e neuroticismo também foram
relacionados com a ansiedade. A metilacdo do DNA também foi relacionada como
um mecanismo epigenético que favorece o desenvolvimento de disturbios ansiosos
apos a adolescéncia em individuos que foram expostos a situacdes estressoras na
infancia (SHIMADA-SUGIMOTO; OTOWA; HETTEMA, 2015).
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A depressdo na sua forma grave pode levar ao suicidio, que entrou para a
lista das vinte causas de morte mais frequentes no mundo em 2015, chegando a
1,5% das mortes. Ja em 2016, foi considerada a segunda principal causa de morte
entre jovens de 15 a 29 anos em todo o mundo. Esta € uma causa de morte que
pode ser prevenida por estratégias de baixo-custo, no entanto, alguns obstaculos
como a estigmatizagdo e a falta de informagdes de qualidade prejudicam o
planejamento e a implementagcédo dessas estratégias (OMSa, 2021). Em contraste a
prevaléncia de disturbios de ansiedade e depressivos, mais homens cometem
suicidio do que mulheres. Os dados mais recentes da OMS mostram que, no Brasil,
a cada 100.000 habitantes 10,3 homens e 2,8 mulheres tiraram a prépria vida em
2019 (OMSb, 2021). Este fato pode ser associado ao estigma social enfrentado por
homens em sofrimento psiquico que pode levar a ainda menor busca por ajuda,

quando comparado a mulheres.

3.2 TRANSTORNOS DEPRESSIVOS

Transtornos depressivos s&o um grupo de transtornos que podem ser
caracterizados por humor triste, vazio ou irritavel. Eles podem ser sub-divididos em
transtorno de depressao maior, uma forma episodica que pode ocorrer uma ou mais
vezes ao longo da vida e a distimia, uma forma mais crénica de depressédo (DSM-5,
2013). A depressdo é um disturbio psiquiatrico multifatorial (CZEH et al., 2016)
comum caracterizado por sentimento de tristeza e falta de interesse em atividades
outrora consideradas prazerosas pelo individuo, geralmente acompanhada de
incapacidade de realizagdo de atividades rotineiras por 14 dias ou mais (OMS,
2017). Dentre os fatores que podem predispor o desenvolvimento da doenca,
podemos citar: status socioeconémico, habitos alimentares nao-saudaveis, excesso
de ingestdo de bebidas alcodlicas, tabagismo, historico familiar com casos de
depressao, traumas na infancia, abuso, estresse cronico, episddios negativos na
vida, co-morbidade com outras doengas neurodegenerativas ou doengas crbnicas
(CZEH et al., 2016). O individuo deprimido pode apresentar sintomas que se
manifestam de maneiras diversas. Dentre as possiveis manifestagcdes sintomaticas,
salientam-se aquelas que s&o consideradas critérios diagnosticos pelo Manual
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais 52 edicao (DSM-5). Essas e outros

sintomas sao apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Manifestacdes sintomaticas e potenciais biomarcadores da depresséao.

Critérios do DSM-V*

Outros sintomas

Potenciais

biomarcadores

Humor deprimido

Diminuicao do interesse ou

prazer em atividades

Significante perda de peso

ou ganho de peso

Insénia ou Hipersonia
Agitacdo ou retardacgéo
psicomotora

Fatiga ou perda de energia
Sentimento de inutilidade ou
Sentimento de culpa
excessiva ou inapropriada
Habilidade de pensar
diminuida ou dificuldade de
concentracido ou Sentimento
de indeciséo

Pensamento recorrente em
morte, recorrente ideacao
suicida

Ansiedade, agitacéo ou

cansaco

Comportamento social
disfuncional, explosodes de
raiva, irritabilidade,
frustracdo mesmo sobre
eventos de pequena
importancia

Problemas fisicos sem
causa definida (n&o-

explicados)

Disfungdes na
regulagao do Eixo
Hipotalamo-
Hipdfise-Adrenal
Volume Hipocampal

diminuido

Marcadores

inflamatorios

+. Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais 5% Edicao.

(Adaptado de Czéh et al., 2016)
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A teoria melhor aceita para explicar as alteragdes disfuncionais que ocorrem
na patogénese da depressdo € a teoria das monoaminas, que se baseia no
pressuposto de que as concentragbes dos neurotransmissores noradrenalina (1),
serotonina (2) e dopamina (3) (monoaminas) encontram-se diminuidos na
depressao. A hipotese das monoaminas surgiu entre as décadas de 1960 e 1970,
quando foi observado que o anti-hipertensivo reserpina possuia como efeito
colateral, em muitos usuarios, a ocorréncia da depressao. Tal efeito foi atribuido a
capacidade desse farmaco de depletar as monoaminas no cérebro. Além disso, os
farmacos disponiveis para o tratamento da depressdo, na época, tinham como
propriedade o aumento dos niveis de serotonina e noradrenalina (JAYANTHI;
RAMAMOORTHY, 2008; LOONEN; IVANOVA, 2016).

Ainda hoje, a terapéutica da depressao se mantém baseada nesta teoria. No
entanto, apesar dos farmacos utilizados no tratamento apresentarem efeito agudo in
vitro de aumento dos niveis das monoaminas, na pratica, a farmacoterapia demora
em média duas semanas para que seja possivel observar melhora clinica. Tal
observagao sugere que provavelmente outros mecanismos estdo envolvidos na
neurobiologia desta patologia (JAYANTHI; RAMAMOORTHY, 2008; LOONEN;
IVANOVA, 2016). Chavez-Castillo et al. (2019) sumarizou em seu estudo a influéncia
de outros neurotransmissores e também a participagcdo do sistema neuroenddcrino
na manifestacdo dos sintomas depressivos. Sdo abordados os neurotransmissores
glutamato (4) e o acido gama-aminobutirico (GABA) (5) e diversos horménios, como
os da tiredide (T3 — tiroxina), os sexuais, especialmente os estrogenos e os

hormonios envolvidos na sinalizagédo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal.
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos neurotransmissores
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Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2021).

No que tange a farmacoterapia da depressdo, muitos farmacos estao
disponiveis. No entanto, os mecanismos de acdo podem ser classificados em dois
grandes grupos: os antidepressivos inibidores da recaptacdo das monoaminas
(seletivos ou nao) e os inibidores da monoamina oxidase (iIMAO). Embora, os
farmacos pertencentes a classe dos antidepressivos inibidores seletivos da
recaptagédo de serotonina (ISRS) sejam os mais amplamente utilizados, os critérios
de escolha ndo sdo bem estabelecidos na psiquiatria. Como consequéncia da falta
de conhecimento que norteie a eleicdo do tratamento de maneira racional, além da
ocorréncia de efeitos colaterais que prejudicam a aderéncia ao tratamento e a
auséncia de efeitos terapéuticos satisfatérios, estima-se que 40% dos casos de
depressao tratados com farmacoterapia ndo sdo exitosos na primeira escolha (KISS,
2008).
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3.3 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

Os principais sintomas que caracterizam os transtornos de ansiedade sio o
medo e a ansiedade excessivos. O DSM-5 (2013) diferencia 0 medo como um
sentimento que se manifesta diante de uma ameaca real ou percebida iminente, ja a
ansiedade € um sentimento de antecipagdo de uma ameaca. Diversos transtornos
partiiham de sintomas associados ao medo, ansiedade e preocupacio, e por isso,
eles foram agrupados como transtornos de ansiedade. Sao eles: o transtorno de
ansiedade de separagao, o mutismo seletivo, as fobias especificas e a fobia social, o
transtorno de pénico, a agorafobia, o transtorno de ansiedade generalizada e o
transtorno de ansiedade induzido por substancia/medicamento (DSM-5, 2013). O
transtorno de ansiedade generalizada € o mais prevalente na populagdo (OMS,
2017). Ele é caracterizado por um sentimento persistente e excessivo de ansiedade
acerca de diversos aspectos da vida, gerando perturbagdo na produtividade e
desempenho no trabalho e vida escolar, além de prejuizos nas esferas sociais e
emocionais. Além do grande impacto na qualidade de vida, este transtorno também
tende a se manifestar de forma crénica, acompanhando o individuo por anos, o que
o torna de grande importancia para a saude publica (DSM-5, 2013; OMS, 2017).

Os critérios diagnosticos para a ansiedade generalizada s&o a presenga da
ansiedade e preocupacéao frequentemente excessivas por multiplos motivos (maioria
dos dias) por pelo menos seis meses, cujo controle desse sentimentos € julgado
como dificil pelo individuo e seguido por alguns dos sintomas descritos a seguir:
inquietacdo ou sensacao de nervos a flor da pele, fatigabilidade, dificuldade de
concentracao ou sensacdes de branco, irritabilidade, tensdo muscular e perturbacao
do sono. Estes sintomas devem causar prejuizos no funcionamento da vida e devem
ser excluidos outros diagnodsticos. A presenca desses sintomas pode levar a
dificuldade de realizagao de atividades corriqueiras de forma agil, pois a pessoa néo
se satisfaz com os resultados a menos que estejam perfeitos (DSM-5, 2013).

Nos anos 60, Aaron Beck criou 0 modelo cognitivo, em que ele postulou que
as pessoas possuem crencas desenvolvidas na infancia que, por sua vez, as levam
a ter pensamentos automaticos, comportamentos e outros aspectos da
personalidade. Quando essas crengas sao mal adaptativas o individuo tende a
desenvolver transtornos psicolégicos, pois sua avaliagdo da realidade € distorcida,

ao passo que, alguém bem ajustado tende a avaliar as diferentes situagdes de
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maneira mais realista (BLOCH, 2004). As crengas mais profundas sao chamadas de
crengas nucleares ou esquemas e, a partir delas, surgem outras crengas derivadas
(KNAPP; BECK, 2008).

Segundo este modelo, a etiologia da ansiedade €& caracterizada pelo
desenvolvimento de esquemas pautados em temas como ameaga, perigo e
vulnerabilidade que se formam a partir de eventos adversos durante os anos iniciais
de vida. Essas crengas nucleares sao ativadas repetitivamente ao longo do tempo
por eventos estressores relacionaveis aos eventos que as originaram, de modo que,
a ansiedade enquanto disturbio emocional se desenvolve a partir do momento que
eventos de intensidade menores acessam de maneira cada vez mais automatica
esses esquemas disfuncionais (Figura 2). E importante salientar que o
processamento de informagdo fica prejudicado de tal maneira que o controle
cognitivo sobre os pensamentos automaticos e sua reavaliagdo sobre pensamentos
e atitudes mais adaptativas fica mais dificil (CLARK; BECK, 2010).
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Figura 2 — Aspectos neurofisiologicos do modelo cognitivo de ansiedade de Beck

Gatilhos ambientais

¥

Vulnerabilidade duradoura:
fatores genéticos e
personalidade

¥

Ativacdo de esquema negativo

- Caracterizado pelo processamento associativa enviesado etk e a

envolvendo a hiperreatividade da amigdala, hipocampo e !

alteracdes do cortex pré-frontal ventromedial !

i

1

1

/ \ ;

1

Controle cognitivo inibido Controle cognitivo ativado !

- Inibicéo do processamento reflexivo do - Afivagdo do processamento reflexivo do | |
cortex cingulado anterior, codrtex pré-frontal cortex cingulado anterior, cdrtex pré-frontal I
medial e lateral e cortex orbitofrontal medial e lateral e cortex orbitofrontal H
¥ \’ ;

i

Enfrentamento ineficaz e Respostasde | ____________ i
comportamento evitativo enfrentamento eficazes g
Sintomas ansiosos Melhora ----------===—---- !

Fonte: adaptado de Clark & Beck, 2010.

Achados neurofisiolégicos utilizando exames de imagem evidenciaram que a
aplicacao da terapia cognitiva (TC) foi capaz de reduzir a atividade da regiao
subcortical amigdalo-hipocampal, responsavel pelo processamento primitivo,
associativo e sem esforgo de informagdes e aumentou a ativagdo da regido do
coértex frontal, relacionada a reestruturagdo e reavaliagdo cognitiva e maior controle
de emogdes negativas (CLARK; BECK, 2010). Esse processo terapéutico cria um
sistema de feedback positivo que pode contribuir para a melhoras dos sintomas
ansiosos, conforme ilustrado na Figura 2.

Neste sentido, a Divisdo 12 da Sociedade Americana de Psicologia (APA)
confere a terapia cognitivo comportamental (TCC) o status de possuir fortes
evidéncias cientificas de eficacia no tratamento do transtorno de ansiedade
generalizada (2021). Adicionalmente, alguns estudos indicam que a TC/TCC foi mais
efetiva no tratamento de transtornos de ansiedade que a terapia farmacoldgica. Ela
se trata uma abordagem psicoterapéutica que tem como objetivo reestruturar e

corrigir essas crengas distorcidas e possui carater limitado no tempo e € baseada no
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desenvolvimento de solugdes pragmaticas para queixas apresentadas no presente.
Em casos de ansiedade ou depressdo ndo complicados estima-se que o tratamento
leve entre 12 e 16 sessdes (KNAPP; BECK, 2008).

A farmacoterapia ocupa um papel adjuvante na terapia dos transtornos de
ansiedade, devendo ser considerado sempre em associagao a psicoterapia. Neste
contexto, a classe de farmacologica de primeira linha para o tratamento do
transtorno de ansiedade generalizada sao os antidepressivos paroxetina e a
venlafaxina, e o ansiolitico buspirona, um agonista de receptores de serotonina
(BOERNER; MOLLER, 2001). Historicamente, os primeiros farmacos a serem
utilizados para o tratamento de ansiedade foram os barbituricos, seguido pelos, mais
seguros, benzodiazepinicos (ABRAMOWITZ; DEACON, 2010). Ambos atuam nos
receptores de GABA levando a um estado de sedacdo induzido pela
hiperpolarizagdo dos neurénios, diminuindo assim sua excitabilidade. Apesar de os
benzodiazepinicos apresentarem efeito ansiolitico agudo, seu uso deve ser
considerado com cautela devido aos efeitos adversos e o risco de abuso e
dependéncia (PLAG; SIEGMUND; STROHLE, 2009).

Uma outra abordagem a ser considerada na farmacoterapéutica € o aumento
da serotonina nas fendas sinapticas mediado pelos antidepressivos inibidores da
recaptacédo desse neurotransmissor, no entanto, afirma-se que ha poucas evidéncias
do papel da sinalizacdo serotoninérgica na etiologia da ansiedade (ABRAMOWITZ;
DEACON, 2010).

Adicionalmente, tem-se a pregabalina aprovada para o tratamento de
transtorno de ansiedade generalizada e a moclobemida para o tratamento de
transtorno de ansiedade social (PLAG; SIEGMUND; STROHLE, 2015).

Tempesta e colaboradores (2013), em um estudo controlado mostrou que
pacientes jovens com diagnostico de transtorno de ansiedade generalizada em
tratamento com antidepressivos ISRS apresentam prejuizos cognitivos consideraveis
quando comparados ao grupo controle saudavel. Apesar de que € reconhecido que
a propria patologia origina tais disfungdes, o uso dos ISRS parece ter acentuado os

déficits relacionados a memdria e atencgéo.
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3.4 PRODUTOS NATURAIS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DE TRANSTORNOS
MENTAIS COMUNS

Plantas medicinais sao historicamente utilizadas na medicina tradicional para
diversas enfermidades, entre elas, o tratamento de transtornos mentais comuns.
Muitas delas ja possuem eficacia comprovada por meio de ensaios clinicos e sua
prescricdo € respaldada pelos principios da medicina baseada em evidéncias, uma
vez que estao catalogadas em compéndios oficiais, como por exemplo, 0 memento
fitoterapico.

O uso da cimicifuga (Actaea racemosa L.), para o tratamento da sindrome do
climatério e sintomas associados, tais como as alteracbées do humor, ansiedade e
depressdao exemplifica uma dessas indicacdes terapéuticas. Seu efeito foi
relacionado a presenca de triterpenos do tipo-acteina no extrato, que possuem
atividade GABAérgica (ANVISA, 2016). O extrato de A. racemosa provavelmente
desempenha uma acdo benéfica na melhora dos sintomas menopausais devido a
presenca de substancias que atuam pelas vias serotoninérgicas, noradrenérgicas,
dopaminérgicas e GABAérgicas, ndo sendo ligado a efeitos estrogénicos (WUTTKE;
SEIDLOVA-WUTTKE, 2015). Esses achados despertam a discusséo para a relagéo
entre as mudangas hormonais experimentadas no climatério e o aumento de
sintomas depressivos e ansiosos que ocorrem frequentemente nesse periodo.

A espécie Hypericum perforatum L., popularmente conhecida como hipérico
ou Erva-de-S&o-Jodo, € uma planta medicinal com indicagcado terapéutica para o
tratamento de transtornos depressivos leves e moderados. Seu mecanismo de agao
parece ser uma sinergia de diversas agdes no sistema nervoso central (SNC), como
expressdo de receptores serotoninérgicos, a modulagdo de citocinas e do eixo
hipotalamo-hipdfise- adrenal (ANVISA, 2016). Tradicionalmente o uso de hipérico
para o tratamento de transtornos comuns mentais € consolidado por uma grande e
robusta variedade de estudos acerca de sua eficacia terapéutica e mecanismos
envolvidos.

A Kava-Kava, como € popularmente conhecida a Piper methysticum G. Forst
apresenta efeitos ansioliticos e induz melhora na ansiedade relacionada a sindrome
do climatério, sem prejuizo da concentracdo e desempenho cognitivo. Além disso,
mostrou-se eficaz em melhorar a qualidade do sono mesmo nao havendo alteragdes

na capacidade de reacdo. O bloqueio da recaptagdo de noradrenalina por trés
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kavalactonas, principais substancias quimicas encontradas no rizoma de P.
methysticum, € o mecanismo de agao sugerido para essa planta (ANVISA, 2016).

A camomila (Matricaria chamomilla L.) pode ser indicada para estados de
ansiedade ou como sedativo leve. Além do cha preparado com as inflorescéncias de
3 a 4 vezes ao dia, o uso do extrato fluido ou seco padronizados em apigenina
também sao indicados para o tratamento desses disturbios. Assim como a
camomila, o maracuja (Passiflora incarnata L.) também possui flavonoides como
substancias quimicas importantes para sua atividade ansiolitica e sedativa leve.
Estudos in vitro utilizando o extrato hidroetandlico seco de P. incarnata sugeriram a
modulagao dos receptores GABAp e GABAg e também inibicdo da recaptacdo do
GABA, enquanto estudos clinicos utilizando tanto M. chamomilla como a P. incarnata
evidenciaram melhoras nos sintomas de ansiedade nos grupos tratados (ANVISA,
2016).

Um dos sintomas comuns a ansiedade é a insbnia, nesse sentido, € bastante
comum a utilizagcado de plantas medicinais com efeito sedativo ou indutor de sono.
Este € o caso da Valeriana officinalis L., cujas raizes sao ricas monoterpenos e
sesquiterpenos, estes ultimos chamados de acidos valerénicos. O uso de capsulas
ou comprimidos de valeriana é indicado até trés vezes ao dia para ansiedade leve
ou em dose unica no inicio da noite para ins6nia. Os mecanismos envolvendo a
acao sedativa e hipnotica da V. officinalis sao relacionados a inibicao da recaptagao
do GABA e aumento da sua secrecao na fenda sinaptica. Além disso, o extrato é rico
no aminoacido precursor do GABA, a glutamina, que pode ser utilizada pelo SNC
para a sintese desse neurotransmissor (ANVISA, 2016).

Algumas espécies, apesar do uso tradicional consolidado na terapia de
disturbios emocionais, com atividades muitas vezes citadas como calmantes, ténico
para 0s nervos, para ansiedade leve e insOnia, ndo foram estudadas clinicamente
frente a sua atividade no SNC ou ainda ndo foram incluidas na literatura oficial.
Apesar disso, elas mantém sua importancia dada a sua ampla utilizacdo popular e
baixa toxicidade.

O capim-limao ou capim-cidreira (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf.) € uma
planta perene originaria da India, que ocorre espontaneamente em quase todo o
territério brasileiro, sendo adaptada ao clima quente e umido. Suas folhas séao

aromaticas possuindo odor agradavel -caracteristico. Ele € muito utilizado
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popularmente na forma de chas calmantes e indutor de sono, também conhecido por
suas propriedades de relaxamento (HERBARIUM, 2014).

O estresse e o aumento dos disturbios psicolégicos associados a ele, como o
aumento dos casos burnout como é conhecida a Sindrome de esgotamento
profissional e ansiedade tem levado o uso de fitoterapicos da classe dos
adaptdégenos ganhar maior visibilidade. Eles atuam melhorando a resisténcia do
organismo aos danos provocados por agentes estressores de forma a diminuir a
fadiga e melhorar o desempenho cognitivo. A Rhodiola rosea L. € uma espécie
adaptdégena capaz de modular niveis de neurotransmissores, a performance para o
trabalho, melhorando o estado de alerta mental e a resisténcia ao estresse. Sua
acao parece ser relacionada a sua atividade antioxidante oriunda dos compostos
fendlicos de seu extrato, atuando principalmente na modulacido do estresse oxidativo
(CARVALHO, 2016).

Diversas outras espécies vegetais também sdo mencionadas frequentemente
na literatura de fitoterapicos com outras indicagdes que nao apenas para o
tratamento de ansiedade ou estados depressivos leves. Sdo recomendadas devido a
atividade calmante e para o tratamento de casos de insbnia, podendo ser citadas a
Melissa officinalis L., o Crataegus oxyacantha L., o Erythrina mulungu Mart. ex
Benth., a Citrus aurantium L. (GONCALVES, 2019; CARVALHO, 2016), a Griffonia
simplicifolia (Vahl ex DC.) Baill. e a Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & Wilson, P.
(GONGCALVES, 2019).

Em outros, muitas vezes é dificil correlacionar os termos populares com os
termos meédicos, com possiveis implicagbes etnofarmacologicas. Plantas
potencialmente antidepressivas ou ansioliticas podem ser negligenciadas nos
estudos farmacoldgicos motivados pelo uso tradicional. Por exemplo, em um estudo
recente, o termo até entdo desconhecido “panema”, que seria um estado de ma-
sorte e insucesso, foi correlacionado hipoteticamente do com a depressdo. Nesse
contexto, uma série de espécies puderam ser sugeridas para futuros estudos
experimentais que visem a comprovagao da atividade antidepressiva e ansiolitica
(PAGANI; DE SANTOS; RODRIGUES, 2017; PEREIRA et al., 2007).

Durante o século 19, diversos naturalistas europeus estiveram no Brasil
obtendo informagdes relacionadas a plantas nativas do nosso pais e seus usos
benéficos. Um estudo que compilou as descricdes provenientes de diferentes obras

do célebre botanico alemao von Martius mostrou que o guarana (Paullinia cupana,
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Sapindaceae) era indicado para “dor de cabecga dos nervos” (do inglés “nervous
headache”), dentre os usos tradicionais listados na obra “Systema de Materia
Medica”, de 1843. Os autores indicaram ainda que dentre os estudos relacionados,
foi observada a comprovacao da atividade ansiolitica e antidepressiva dessa planta
(BREITBACH et al., 2013).

Em um estudo etnofarmaldgico recente em uma regido da Amazbnia, no
estado do Amapa, o fator de consenso do informante observado para disordens do
sistema nervoso, como epilepsia, convulsdo e depressao foi de 0,77. Nesse mesmo
estudo, o maracuja-do-mato (Passiflora tholozanii) apresentou uso tradicional para
depressao, enquanto a espécie Aeollanthus suaveolens, popularmente conhecida
como catinga-de-mulata, foi relatada como util para a irritagdo dos nervos (SARQUIS
et al., 2019).

Figura 3 — Estrutura quimica do monoterpeno linalol

OH

(6)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

O potencial de 6leos essenciais (OEs) tém sido evidenciado em ensaios para
avaliacdo de atividade anti-antidepressiva. Santos e colaboradores (2018)
investigaram algumas espécies e dentre elas, A. suaveolens, evidenciando efeitos
tipo anti-antidepressivo. A atividade foi ao menos parcialmente relacionada ao

monoterpeno linalol (6), constituinte majoritario do OE.
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3.5 Aeollanthus suaveolens MART. EX SPRENG. (LAMIACEAE)

Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. [= Aeollanthus heliotropioides Oliv.]
(Lamiaceae) € uma planta aromatica originaria do sul africano (RYDING, 1980) e
domesticada no Brasil. Se apresenta como sub-arbusto ereto, herbaceo, semi-
suculento de habito anual (RYDING, 1980; VAN JAARSVEL; VAN WYK, 2005).
Popularmente é conhecida como catinga-de-mulata (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE,
2003; MAIA; ANDRADE, 2009; PEREIRA; COELHO-FERREIRA, 2017), catinga de
mulata (MARTINS et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2020), caatinga de mulata
(NASCIMENTO et al., 2020), catinga da mulata (TUCKER; MACIARELLO; ALKIRE,
2001), chegadinha, mangericdo-miudo (MAIA, ZOGHBI, ANDRADE, 2003),
macassar (LINS, 2013; TUCKER, MACIARELLO, ALKIRE, 2001), macassa (MAIA,
ZOGHBI, ANDRADE, 2003; TUCKER, MACIARELLO, ALKIRE, 2001). Consta na
célebre obra Flora Brasiliensis (Figura 4), iniciada por Carl Friedrich Philipp von
Martius, e também no Dicionario das Plantas Uteis do Brasil, uma extensa obra

realizada por Pio Corréa (Figura 5).
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Figura 4 — Excerto da Obra Flora Brasiliensis contendo mencao a Aeollanthus suavis

Suvsramus 11, AEOLANTHEAE. Baces secundi, floribus imbricatis. Cavyx truncatus. Conouvak laci-

nia infima elongata, concava.

1l AEOLANTHUS Manr.

Axoraxruvs Marl, Amoen. Bol. Monac. 4. Benth. Lab. 61
Endl. Gen. PL 610, Benth. in DC. Predr. X11. S50,

. Cavyx cylindricas, truncatus v. dentibus obsole- |

tis; famce intus nuda, fructifer clansus, basi circum-

scissus., Conoura bilabiata, tubo exserto, extra caly- |

75 LABIATAK: AEOLAN

1. AEOLAXNTHUS SUAVIS Maer. Doliis obovatis; foribus
spicatis distichis , bracteis apice glandula instructis.

Aeolanthus suavis Mart., Amoen. Bot. Monac., 4. . 2. Benth.
Lab. 61.; DC. Predr. X11. S0,

Bapix Ebrosa avnua, in plures ramos divisa, pallide fasca. Cavis
erectus, spitkamacus of pedalis, letissi gy + b I
sus. Rasu erecto-patentes, decussati, axillares, uti caulis obsolete teira-
goul et pilis issimis i . Foua subp . obovatn, lmle-
gerrimn v, apice subretusa et hine inde demticulata, denticulis subopposi-
tis bimis tern: in quovis latere, crassiuscula, dilute viridia, utraque facle
punctis impressis motata, mervo medio pallidiore, subtus promimeote. Pr-
o1 brevissiml, complanatl, superne leviter canaliculati. Pxpuvxcvin axil-
lares et terminales, erecti, longitudine fere follorum, terminales plerum-
que trifh nd divisiones folils dusbus minoribas, ovatls, subi
mis |m Racksi pars forigers tamdem crassescens et delapsu bra-
clearum cicairisata. Frons lo racemis v (o spicls distichn serie, quarum

cem decarvo, favce labio sup
inferiore indiviso llato. Stamiva 4 d Fiua-
uknta edentula. Stvivs apice breviter bifidus, lobis
subulatis. Stiemata subterminalia, minutissima. Nu-
cuLAg rolondato-compressae.

Herpag annuae, rorirs crassiusculis, FLORI-
wes distichis, secundiz, bracteis parvis, deciduis.

THUS — PELTODON. 76

BracTeAR pro quovis fore duse, parum concavae, cilintae, virides, inferior
ovila, emarginsto-bidentata, versus apioem (ofra emargioaturam glasduls

|| migricante urceolats, margine elevito notata, pubescens. CaLvy bacten

inferiori brevior, eylindricus, ore vix demtato, pubescens, virems. Cosotia
reversa. Tusts deflexo-arcustus, antice oompihil dilatatus, compressimscu-
lus, tenabssime pubescens, pallide-lilacinss. Lasiwm superius erectum, pa-
tems, plaoum, margioe memahil isveluto, shiter trilobum, lobo medic

| emarginate, celore tubi, sed pictam strils quioque vielaceis, usa wimirem

| I medi

duabusque lateralibus simplicibus, aliisque duabus inter has sur-
inferius indivisum, ovatum, cucullato-concavum, com-
Ibum, dorss evidenti staming, reci-

sum bifdis Lam

p

pleps.  Srasuxa superiora breviora ¢ commissurs lablorum, inferora e

egerri- ||

palato labil inferloris orta, in labism isferics deflexa soque contenta. Fina=
mENTA glabra. AxTHEnax ovalo-reniformes, versailles, parvac, loculis
conflwentibas, coerulescenti-fuscar.  PoLiay Savum, Stvivs stamina sub-
BeqEADS,  NUCLLAK v. globosas, Elabrae.

Planta tota odore seavicrimo Ocimi invignie lecta ad Rorfor
prope oppidum 8. Crucis prov. Rio de Janeiro: M.

singula S—12-Born est, dispositi, secundi, bracteati.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).
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Figura 5 — Excerto da obra Diccionario das Plantas Uteis do Brasil e a direita, foto do autor

Pio Corréa.

DICCIONARIO DAS PLANTAS UTEIS DO BRASIL - 21‘{!

CHEGADINHA = Acolanthus suavis M., da familia das Labiadas. — Herva pequena,

até 45 cts. de altura, ramos pubescentes ¢ folhas sesseis, obovado-oblongas, até 54 m/m de compri-
mento, obtusas, inteiras ou levemente dentadas e com punctuagdes visiveis na pagina inferior;
flores lilacinas reunidas em espigas e estas dispostas em racimos. — Ornamental ¢ fortemente aro-
matica, fornece oleo essencial proprio para a industria da perfumaria, o qual, a 13°C, tem o peso
especifico de 1,028 : a elle se devem certamente as propriedades medicinaes reconhecidas a planta
como valioso excitante diffusivo e emmenagogo; a infusdo é antispasmodica. — Embora nédo tenha
ainda sido encontrada na Africa, attribue-se-lhe origem africana porque ao continente negro per-
tencem todas as demais especies do genero; o certo ¢ que o sabio Martius foi quem primeiro a colle
ctou em Santa Cruz, immediagdes do Rio de Janeiro; Caminhoa extendeu a sua distribuigao geo-
graphica até S. Paulo e Warming encontrou-a em Minas Geraes. — Syn.: MANGERICAO MIUDO. b Eo e

T

Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2021).

Essa espécie € amplamente cultivada para fins medicinais e ritualisticos
(PISTRICK, 2006). E utilizada para o tratamento de febre (COELHO-FERREIRA,
2009; PEREIRA; COELHO-FERREIRA, 2017), dor de cabeca, gripe com muco
amarelo e tosse, hemorragia menstrual, tonturas (COELHO-FERREIRA, 2009),
quebranto, (um tipo de mau olhado que afeta principalmente criangas) (COELHO-
FERREIRA, 2009; PAGANI; DE SANTOS; RODRIGUES, 2017), inflamacgao da pele
e ouvidos ou como gotas para o olho (“eye drops”’) (TUCKER; MACIARELLO;
ALKIRE, 2001), “ramo de ar’” um mal caracterizado por convulsdes, paralisia e
enrijecimento muscular (PEREIRA; COELHO-FERREIRA, 2017), controle de
convulsdes epiléticas (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2003; TUCKER; MACIARELLO;
ALKIRE, 2001), acidente vascular cerebral (AVC) (NASCIMENTO et al., 2020;
COELHO-FERREIRA, 2009), uso profilatico para trombose (LINS, 2013).

Albuquerque et al. (2007) cita A. suaveolens como uma das ervas mais
requisitadas para o preparo de rituais magico-religiosos. Esses rituais possuem
objetivos de curar males de origem energética e as plantas além das propriedades
terapéuticas atuam também como agentes de transferéncia, recebendo as energias
ruins que estao nas pessoas.

A. suaveolens pode ser considerada como uma planta magica, estando
envolvida sozinha ou em misturas em diversos rituais misticos com a finalidade de
limpeza e protecédo espiritual. Para o preparo de um banho de Oxum (banho de
cheiro) indica-se um molho de macassa e um molho de alevante miuda. O método

de preparo sugerido € a maceragao em 500 mL e adicdo de agua até o volume final
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de 4 litros. Os banhos devem ser tomados as tergas por 3 a 6 semanas. Ela também
€ utilizada em manifestagdes culturais e naturais, como no dia 31 de dezembro em
que a autora sugere a utilizagdo como ritual para “purificar-se e renovar as
esperangas”, banhos de descarrego, seguidos de banhos de axé, sendo o ultimo
composto por manjerona, alecrim e macassa. Descreve que “o ritual do banho tem
como simbologia coletiva a sua virtude purificadora e transformadora”. Os banhos de
axé sao indicados para as questdes do coracao e autoestima (ALMEIDA, 2011)

Essa espécie compde a complexa mistura para banhos comercializada na
véspera do dia 24 de junho, em que se comemora o dia de Sdo Jo&o. Os banhos
sdo realizados a meia noite do dia 23 para 24 na regido Norte do Brasil. A fungéo
atribuida culturalmente a essa pratica consiste em atrair coisas boas e afastar mas
energias (FONSECA; ARAUJO-NETO; COSTA, 2018).

Outras indicagbes também sao: tirar quebranto (COELHO-FERREIRA, 2009),
quebranto de criangca e panemeira (FERREIRA; TAVARES-MARTINS; PALHETA,
2017), que seria uma condi¢gdo que leva ao insucesso nas atividades produtivas ou
uma espécie de ma-sorte (PEREIRA et al., 2007). Para o descarrego, espantar maus
espiritos e mau-olhado, limpeza do corpo e alma, doenga do ar (FERREIRA;
TAVARES-MARTINS; PALHETA, 2017) e protegdo pessoal (COELHO-FERREIRA,
2009).

Ela também é usada como parte de misturas com propdsito anticonvulsivante
(ELISABETSKY, 2007). As partes utilizadas sédo as folhas e galhos e as formas de
preparo sao diversas, como banhos, cha, frescalin natura, macerados, garrafadas e
banhos com agua de coco (COELHO-FERREIRA, 2009)

Entre outras aplicacbes, essa erva também mostra potencial atividade
inseticida contra a praga de cereais Spodoptera frugiperda, tendo o extrato aquoso
de A. suaveolens levado a resultados de 74% + 2,44 de mortalidade dessa praga de
cereais (NASCIMENTO; LOPES; SOUSA, 2016). O OE de Aeollanthus
heliotropioides Oliv. [= Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng.] também
apresentou boa atividade antifungica contra diferentes cepas de Candida spp. e
Cryptococcus neoformans isoladamente ou associado com timol (NGO MBACK et
al., 2016).

E uma planta extremamente aromatica e cujo OE ja foi estudado quanto a sua
composi¢cdo quimica. de COELHO-DE-SOUZA et al., (1997) indicaram o E-B-
farneseno (7) (37,75%), 6-decen-2-lactona (8) (20,6 — 44,3%), acetato de linalila (9)
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(11,32 %) e linalol (10,49%) como constituintes majoritarios, enquanto Martins et al.
(2016) indicaram o E-B-farneseno (37,6 %) e linalol (33,3%) como majoritarios. Em
outro estudo, o linalol (49,3%) foi o constituinte majoritario, seguido do E-B-
farneseno (34,9%) (SANTOS et al., 2018).

Figura 6 — Estruturas quimicas do E-B-farneseno, 6-decen-2-lactona e acetato de linalila.

(7

&)
Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Os terpenoides s&o originados de unidades isoprénicas a partir de suas
unidades bioquimicamente ativas, o pirofosfato de isopentenila (PIP) e pirofosfato de
dimetialila (PDMA). Elas s&o originadas da via do acido mevalbnico ou via do
metileritritolfosfato, sendo que o PIP é isomerizado ao PDMA por agdo de uma
enzima capaz de incorporar um proton da agua em C-4 e de forma estereoespecifica
remover o proton Hg em C-2 (DEWICK, 2009). A combinagdo de PIP e PDMA
mediada pela enzima pirofosfato de geranila sintase (PG sintase) e seguida
novamente pela remocao estereoseletiva de Hgr permite a obtencado de uma unidade
bioquimicamente ativa com nova dupla ligagdo com configuragdo trans (E)
denominada, pirofosfato de geranila (PG), precursor de uma subclasse de terpenos
com 10 atomos de carbono (monoterpenos). A adicdo ao PG de um PIP mediada

pela enzima pirofosfato de farnesila sintase (PF sintase) leva a formagéo da unidade
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bioquimicamente ativa chamada pirofosfato de farnesila (PF), agora com 15 atomos
de carbonos e precursor uma subclasse de terpenos denominada sesquiterpenos. A
perda do grupo pirofostato leva a formagéo do cation E,E — farnesila, que apds perda
de protons leva a formagéao do E,E — farneseno. Note que a dupla ligagdo préxima
ao pirofosfato pode assumir configuragdo E ou Z (DEWICK, 2009), A. suaveolens,
sintetiza o trans-farneseno ou B-farneseno, que também é precursor do esqualeno,
que por hidrogenacgao é utilizado para a sintese do esqualano, conhecido inibidor da
Maturacdo de Ostwald o esquema a seguir ilustra a via sintética desses importantes
terpenoides (CROCK et al., 1997). (Figura 7).

Os terpenoides s&o originados de unidades isoprénicas a partir de suas
unidades bioquimicamente ativas, o PIP e o PDMA. Elas sao originadas da via do
acido mevalbnico ou via do metileritritolfosfato, sendo que o PIP é isomerizado ao
PDMA por agao de uma enzima capaz de incorporar um proton da agua em C-4 e de
forma estereoespecifica remover o préton Hrem C-2 (DEWICK, 2009).

O PF também participa na formacao do esqualeno. Uma adicao eletrofilica ao
cétion alilico gera um cation terciario. A perde de préton forma entao ciclopropano
(pré-esqualano). A perda do difosfato e uma série de modificagbes leva ao
esqualano através da jungao cauda-cauda de duas unidades bioquimicamente ativas

de farnesila.

Figura 7. Rota Biosintética de alguns terpenoides de importancia para A. suaveolens
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A. suaveolens adquirida em Belém (Brasil) foi submetida a extragdo de
diferentes partes: a planta in natura, a planta seca, o OE extraido por arraste a vapor
e o residuo dessa extragcdo. Apos microextracdo em fase solida e analise por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) o
linalol e o (E)-B-farneseno foram detectados como substancia majoritarias na planta
seca e OE. A massoialactona foi a substancia mais abundante no residuo
(82,3%)(LUPE et al., 2007).

Segundo Tucker, Maciarello, Alkire (2001) em seu estudo comparativo entre a
planta florida e a planta em estagio vegetativo, cultivada em Camden (Alemanha), o
rendimento de OE pelo método de hidrodestilagdo foi maior na amostra florida
(0,11%) do que na amostra vegetativa (0,07%). Os componentes majoritarios foram
o linalol, o acetato de linalila, o (E)-B-farneseno e a massoialactona (10), esta ultima
com potencial irritante e por isso, o uso do OE de A. suaveolens em fragrancias deve

ser feito com precaugéo.

Figura 8 — Estruturas quimicas da massoialactona e y-decalactona.

X

9) (10)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

O OE dessa espécie, bem como algumas lactonas com estruturas quimicas
analogas as encontradas nessas misturas complexas, foram avaliadas em modelo
animal quanto a sua atividade anticonvulsivante. A y-decanolactona apresentou
acao no sistema nervoso central de forma dose-dependente, apresentando efeitos
hipnéticos, anticonvulsivantes e hipotérmicos (COELHO-DE-SOUZA et al., 1997). A
avaliacado dos efeitos neurocomportamentais do OE de A. suaveolens foi realizada
em ratos Wistar machos através da utilizacdo de modelos relacionados a atividade
de locomogao espontanea (open field test), atividade tipo-ansiolitica, atividade tipo-
antidepressiva e de retencdo de memdria. Nao foi observado efeito depressor e

efeito tipo-ansiolitico. A atividade do tipo-antidepressiva e efeito positivo na retengao
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de memdria foram observadas. Foi sugerido que a ultima pode ser relacionada a
atividade antioxidante e antiapoptotica (SANTOS et al., 2018).

O linalol e a y-decalactona, quando testados nas concentracdes de 400 ou
500 mg/kg (i.p) e 2000 mg/kg (p.0) em camundongos albinos nos modelos de
indugdo quimica por pentilenotetrazol (PTZ) e teste de convulsdo por maximo
eletrochoque (MES) mostraram boa atividade anticonvulsivante (ELISABETSKY;
BRUM; SOUZA, 1999; KUMAR et al., 2012).

O linalol modula a ativagado do glutamato in vitro e in vivo em modelos de N-
metil D-Aspartato (NMDA) e acido quinolinico, tendo atuado com comportamento
competitivo. No entanto, em modelos induzidos por PTZ apesar de aumentar o
tempo de laténcia de ligagdo do glutamato a membranas do SNC diminui com o
aumento das concentracdes de linalol. Essa inibicdo ocorre de forma dose-
dependente e de natureza competitiva. A administracdo de linalol em modelo de
convulsdes induzidas por NMDA aumentou o tempo de laténcia (atraso do inicio da
convulsao), mas nao foi capaz de proteger a ocorréncia das convulsdes. Ja em
modelo de convulsdes induzidas por acido quinolinico a administracao de linalol foi
capaz de, na maior dose testada, inibir 100% a ocorréncia das convulsdées. Em
modelo de PTZ-kindling foi observado tanto o comportamento como a ligagado de
glutamato as membranas. Apds o tratamento, a administragdo do linalol
parcialmente inibiu e atrasou a ocorréncia das convulsbes, mas apods a quarta
administracdo de PTZ, 60% dos animais foram kindled. O linalol ndo foi capaz de
inibir a ligacdo do glutamato as membranas nesse modelo (ELISABETSKY; BRUM,;
SOUZA, 1999; KUMAR et al., 2012).

Os efeitos anticonvulsivantes do linalol podem ser atribuidos tanto a inibicao
da liberagédo de glutamato estimulada por potassio e o antagonismo aos receptores
NMDA (ELISABETSKY; BRUM 2003). Elisabetsky; Marschner; Onofre Souza (1995)
relacionaram os efeitos sedativos do linalol com a sua capacidade de inibicdo da
ligacdo do glutamato aos receptores NDMA, kainato, AMPA, quisqualato e ACDP.
Em outras palavras, o linalol foi capaz de inibir a transmissao glutamatérgica no
SNC. Esse mecanismo pode ser relacionado a atividade anticonvulsivante de
plantas ricas em linalol, como é o caso de A. suaveolens, mas também, abre
perspectivas para estudos de atividade ansiolitica e sedativa, visto que a via

excitatéria do SNC é mediada por glutamato. Notavelmente, as fisiopatologias da
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ansiedade e da epilepsia envolvem hiperexcitabilidade do SNC e diminuigdo da
capacidade normal de inibig&o.
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3.6 ENSAIOS FARMACOLOGICOS COMPORTAMENTAIS PARA INVESTIGAR
ATIVIDADE ANSIOLITICA

O uso de animais tem sido estratégico para a elucidagdo da fisiopatologia
envolvida na depressdo e ansiedade. Eles também sao utilizados em testes
farmacoldgicos e toxicolégicos como ferramentas para o desenvolvimento de novos
tratamentos. Os sentimentos de tristeza, desesperancga e ideagdes suicidas ndo sao
possiveis de se mimetizar em modelos animais e, por isso, € virtualmente impossivel
estabelecer um modelo experimental que seja completamente comparavel ao quadro
clinico depressivo (NGUYEN; STEWART; KALUEFF, 2014). Historicamente,
roedores tém sido utilizados como modelos para diversos ensaios, dentre as quais
destacam-se os ensaios comportamentais de campo aberto (open field test), nado
forgado (forced swimming test) e teste de suspensao da cauda (tail suspension test).
Além dessas abordagens, outras também tém sido empregadas nos estudos de
desordens psiquiatricas, tais como a utilizacdo de animais de linhagens genéticas
especificas com genes knock-down ou knock-out, o emprego de ferramentas
optogenéticas e outras (CZEH et al., 2016).

Muitas vezes os modelos animais ndo sido capazes de diferenciar
comportamentos especificos da depressao ou da ansiedade. Por isso os resultados
observados devem ser conter a particula “tipo” antes dos efeitos, sendo
denominados tipo-antidepressivo ou tipo-ansiolitico. No entanto, muitos modelos tém
sido apresentados nos ultimos anos como potencialmente uteis nos ensaios
relacionados a ansiedade/depressao (NGUYEN, STEWART, KALUEFF, 2014)

SANTOS e colaboradores (2018) avaliaram a atividade tipo-antidepressiva de
diferentes OEs ricos em linalol, um dos constituintes majoritarios de A. suaveolens,
sendo essa uma das espécies avaliadas. Dentre os modelos utilizados podemos

citar:

e Labirinto em cruz elevado: baseado na avaliacdo do comportamento de
preferéncia pelos bracos abertos ou fechados do labirinto e avaliacédo

de outros parametros de comportamento exploratorio.

e Splash teste: baseado na observagcdo de comportamento motivacional

de autolimpeza e considerado oposto a apatia, apds borrifagdo de
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solucdo de solucdo de sucrose no dorso do animal. A laténcia para

inicio e tempo da autolimpeza s&o mensurados;

e Teste do nado forcado: baseado na inser¢cdo dos animais em aparato
cilindrico com agua suficiente, de forma que ndo possam colocar os
pés na base. Permanecem no aparato por 5 min. e apds 2 min.
considerados de reconhecimento do ambiente, € mensurada a
imobilidade e o numero de tentativa de escalada (fuga) do aparato nos

3 min. finais;

e Teste de esquiva inibitoria: baseado em estimulos que geram medo,
avaliando. Pode ser avaliado, por exemplo, tempo de retencdo em uma
plataforma segura, cuja descida para outra levara a choque elétrico,

tendo sido essa uma situacao vivenciada previamente;

e Teste do campo aberto: baseado na atividade de locomogao
espontanea dos animais em uma arena, mensurando-se 0 numero de

quadrantes percorridos em periodo pré-determinado

Nesse estudo, os autores concluiram que todos os OEs (Aniba roseodora, A.

parviflora, e A. suaveolens), bem como o linalol, apresentaram atividade.

O teste do campo aberto (do inglés “open field test’) é historicamente utilizado
em estudos de biopsicologia em roedores, baseados em fatores envolvem
exploragéo, intrinsecamente associada a busca por novidade (curiosidade) e
aversao ao estimulo. Paradigmas baseados em exploragdo e fundamentados na
conservagao de fatores evolucionarios similares permitiram a extrapolagcdo para
outros modelos experimentais (p. ex. ensaio do campo aberto: roedores x zebrafish)
(STEWART et al., 2010).
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3.7 ZEBRAFISH

Danio rerio € um pequeno peixe teledsteo pertencente a familia Cyprinidae e
€ popularmente conhecido como na aquariofiia como paulistinha, sendo
denominado na experimentacdo animal como zebrafish. Em condi¢des ideais vive
até 5 anos e em idade adulta pode chegar a medir aproximadamente 4 cm (COLLIN;
MARTIN, 2017). O crescente interesse pela utilizacdo de zebrafish como organismo
modelo pode ser explicado por inUmeras vantagens que ele apresenta em relagéo a
outros animais. Esses organismos sao pequenos vertebrados de rapida reprodugéo
e desenvolvimento, alta homologia genética com os mamiferos e demandam menor
espacgo para manutencido dos individuos e execugao dos ensaios. Desse modo, a
observagdo de alteragbes desde os estagios embrionarios e larvais até a sua
senescéncia é possivel. Além disso, os custos envolvendo o manejo adequado dos
animais sao menores quando comparados com o0s custos de manutencdo de
roedores. A utilizacdo de vertebrados menos desenvolvidos evolutivamente pode ser
considerada uma estratégia para o desenvolvimento de modelos in vivo mais éticos,
sendo o zebrafish considerado um animal de interesse para métodos alternativos
(STEWART et al., 2014).

Neste contexto, pesquisas envolvendo o SNC com foco em multiplas areas da
neurociéncia e biopsiquiatria tém aderido enormemente a estes modelos,
evidenciando uma tendéncia em se tornar uma pratica valiosa em estudos nao-
clinicos (STEWART et al., 2014). Diversos testes podem ser realizados baseados
em diferentes principios, como os cognitivos, sociais e comportamentais. Os ensaios
cognitivos sé&o baseados na capacidade dos animais em realizar escolhas
discriminatérias, assimilar memoria de longo prazo e se adaptar a situagées novas.
A submissao desses animais a modelos estressores, como estresse agudo ou
estresse crbnico imprevisivel podem mimetizar estados deprimidos e ansiosos.
Dessa forma, permitem a avaliagdo de alteragbes da cognigédo sob tais condigdes.
Os ensaios baseados na capacidade desenvolvida de socializagdo do zebrafish
envolvem, por exemplo, a avaliagdo da velocidade e o tempo de permanéncia com
gue os animais voltam junto ao cardume. Além disso, também podem ser avaliadas
as relagdes de dominancia, submissdo e competicdo para acasalamento. Os ensaios
comportamentais permitem avaliar, a partir da observagdo de alguns paradigmas

nos quais se baseiam cada ensaio, as alteragdes no comportamento pelas quais os
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animais passam ao serem submetidos as condigbes estressoras (CHANIN et al.,
2012; NGUYEN; STEWART; KALUEFF, 2014; FONSEKA et al., 2016).

Dentre os principais ensaios baseados em principios comportamentais,
destaca-se o teste do tanque novo (JENSEN et al., 2018; FERREIRA et al., 2019;
DOS SANTOS SAMPAIO et al., 2018 FULCHER et al., 2016). O zebrafish apresenta
uma tendéncia comportamental durante a adaptacdo a um novo ambiente de
permanecer mais tempo em areas proximas ao fundo do aquario e, verticalmente,
apresenta padroes de movimentos proximos as bordas. A estes comportamentos da-
se 0 nome de geotaxia e thigmotaxia, respectivamente. Portanto, o teste do tanque
novo consiste na introdug¢do do animal a um novo aquario, permitindo a avaliagcéao
qualitativa e quantitativa dos seus comportamentos segundo o paradigma da
novidade (FONSEKA et al, 2016; KALUEFF & STEWART, 2012).

Conceitualmente, o teste do tanque novo é analogo ao teste de campo aberto
em roedores, de maneira que, os comportamentos que podem ser acessados em

ambas as espécies podem ser comparadas, conforme a tabela 2, a seguir:

Tabela 2 — Comparacao de parametros que podem ser avaliados em roedores e zebrafish
em ensaio comportamentais baseados na novidade, como o teste do campo aberto e o teste

do tanque novo

Camundongos
CAMPO ABERTO

Zebrafish
TANQUE NOVO

Thigmotaxia (ficar préximo as paredes)
Proporgao centro:periferia
Atividade exploratoria vertical e horizontal

Congelamento
Avaliagao do risco

Hiperexcitagdo em situagdes perigosas

Atividade locomotora (distancia
percorrida)
Comportamento  vegetativo  (micgéo,
defecacgédo)

Preferéncia pelo fundo do aquario
Proporgao topo:fundo

Nado exploratorio

Congelamento

Rapidas visitas a porcao superior do
aquario

Movimentos erraticos

Atividade

percorrida)

locomotora (distancia

Fonte: Adaptado de Cachat et al. 2012
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A execugdo do ensaio do teste novo consiste em transferir o individuo,
previamente tratado, para um aquario novo, ao qual ele ndo € habituado. A analise
comportamental geralmente ocorre por 5 a 6 minutos, quando o animal ja comega a
apresentar sinais de familiaridade com o ambiente e, logo, o estimulo da novidade
cessa (BENCAN; SLEDGE; LEVIN, 2009; CACHAT et al., 2012). Nesse sentido, é
de suma importéncia que seja garantido a exposi¢do inédita do animal ao aquario
onde sera realizado o ensaio para que a inducdo do comportamento tipo-ansioso
seja alcangada com éxito. No estudo de Bencan, Sledge e Levin (2009), os animais
que foram mantidos em aquarios idénticos aqueles em que foram submetidos ao
teste, nao foi observada resposta a mudanga de aquarios.

O uso da cafeina como substancia ansiogénica padrao em zebrafish foi
avaliada por Egan (2009), que mostrou que a administragdo aguda de cafeina
produziu comportamento tipo-ansioso no ensaio do tanque novo. Os animais
apresentaram consideravel aumento no tempo de laténcia para entrada no topo,
menor numero de entradas no topo e mais movimentos erraticos. O efeito ansiolitico
da buspirona em zebrafish foi comprovado por Becan, Sledge e Levin (2009) em seu
estudo que mostrou os efeitos ansioliticos desse farmaco sem prejuizos da
capacidade motora dos animais, mostrando que, portanto, esse farmaco pode ser
utilizado como substancia ansiolitica padrdo em ensaios comportamentais baseados
na novidade.

Um estudo etnofarmacologico utilizando o extrato hidroetandlico de Spondias
mombin L. avaliou por meio dos ensaios comportamentais do teste do tanque novo,
teste de preferéncia claro/escuro e ensaio social de desenvolvimento em isolamento
social, o efeito ansiolitico e antidepressivo dessa planta nativa da Amazénia. Os
animais foram submetidos ao modelo de estresse crénico moderado imprevisivel
com administracdo da cafeina como ansiogénico e etanol como depressor do SNC.
Foi observado que os animais tratados com o extrato de S. mombin apresentaram
comportamentos comparaveis aos grupos tratados com os farmacos padréao
buspirona (ansiolitico) e fluoxetina (antidepressivo) (DOS SANTOS SAMPAIO et al.,
2018)

A pesquisa comportamental utilizando zebrafish tem crescido e sua
importancia para a pesquisa translacional vem sendo cada vez mais reconhecida por
suas vantagens. Todavia, a descricdo dos comportamentos ainda nao é

completamente consolidada, por isso, os comportamentos observados nesta

50



dissertacdo foram descritos de acordo com Kalueff e colaboradores (2013) no

Catalogo de Comportamento de Zebrafish, conforme a seguir:

Ataxia: perda generalizada da postura corporal normal e/ou coordenagao de
movimentos;

Geotaxia: preferéncia ou movimento para o fundo do aquéario. E um parametro
bastante sensivel para a mensuragao da ansiedade e comportamento evitativo;
Imobilidade: cessagcdo completa de movimento (exceto pelas branquias e olhos) no
fundo do aquario;

Movimentos erraticos: comportamento complexo caracterizado por mudancgas
bruscas de direcdo ou velocidade e arremetidas rapidas repetidas;

Paralisia: cessacdo completa de movimento, incluindo o das branquias/opérculo,
olhos e das barbatanas (similar a ataxia, mas com prejuizo locomotor mais severo);
Perseguicao ao reflexo: comportamento caracterizado pela perseguigao do proprio
reflexo, que pode estar nas paredes do aquario ou como parte das respostas ao
estimulo com espelho, pode ser provocado por drogas psicoativas;

Thigmotaxia: preferéncia por ficar proximo as laterais e rejeicdo as areas centrais
abertas, geralmente, pode ser utii como paradmetro para medir a ansiedade do
zebrafish

Os comportamentos acima indicam efeitos sobre o SNC e dentre eles, por
exemplo, podemos citar a sedacdo, a incoordenacdo motora induzida por
neurotoxicidade, entre outros (KALUEFF et al., 2013).

Outros modelos baseados na exploragdo também tém sido propostos
baseados na extrapolacdo de roedores para zebrafish, incluindo uma adaptacédo do
préprio teste do campo aberto sendo utilizado em zebrafish e fundamentando-se na
capacidade desses animais, de uma vez habituados a arena (comportamento
normal), situarem-se na regido central da area e consequentemente com maior
comportamento exploratério (STEWART et al., 2010).
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3.8 NANO-EMULSOES

Nano-emulsées (NEs) sdo sistemas coloidais constituidos por goticulas
esféricas em escala nanométrica de diametro médio em torno de 200 nm. Devido a
sua grande area superficial, as NEs podem ter diversas vantagens praticas para
produtos naturais, incluindo monoterpenos, como aumento da biodisponibilidade
(SEDAGHAT DOOST et al., 2019)

Elas sdo sistemas em estado de nao-equilibrio (FENG et al., 2020) que
permanecem estaveis cineticamente devido ao tamanho diminuto de suas goticulas.
A escala nanométrica das nano-emulsdes permite, além da prevencao frente a
sedimentagcdo e cremagem, que elas se apresentem opticamente como sistemas
transparentes ou translucidos a olho nu (SOLANS et al., 2005). Apesar do fato de
que goticulas cujo didmetro seja inferior ao comprimento de onda da luz tenham
tendéncia a transparéncia (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018), € importante salientar
que outros fatores podem ser determinantes, como por exemplo, a diferenca entre
indices de refracédo das fases dispersa e continua (ZHANG; MCCLEMENTS, 2018).

Os métodos de preparacdao podem ser divididos basicamente em dois
grandes grupos, denominadas de alto aporte de energia e baixo aporte de energia.
Os de alto aporte necessitam de equipamentos altamente especializados (p.ex.
homogenizadores de alta press&o, ultrasonicadores), porém, apesar de gerar
nanogoticulas, apresentam alguns inconvenientes. Além do alto custo envolvido,
deve ser mencionado o fato de que grande parte da energia aplicada (~99%) é
perdida sob a forma de calor, o que torna esses métodos geralmente ineficientes
(SOLANS; GARCIA-CELMA, 2017) n&o podendo ser considerados promissores em
termos de métodos amigaveis ao meio ambiente, uma demanda mundial atualmente.

Nano-emulsdes contendo 6leos essenciais ricos em linalol foram obtidas por
homogeneizagao de alta pressao. Elas foram obtidas a partir da mistura de 0,5% de
polissorbato 80, 5% de fase oleosa que consistia em uma proporgcdo 1:1 de 6leo
essencial e triglicerideos de cadeia média (MCT) e 94,5% de tampao fosfato e sua
homogeneizagdo a 10000 psi. A nano-emulsdo com 6leo de tomilho teve tamanho
médio de 109,66 nm e a nano-emulsé&o de 6leo de canela 93,07 nm e o teor de
linalol de cada OE era de 10,08% e 6,98%, respectivamente (WAN et al., 2019).

No estudo de Prakash e Vadivel (2020) nano-emulsdes de misturas de citral e
linalol foram obtidas pelo método de ultrasonicagao. A formulagdo contendo apenas

linalol e polissorbato 80, ambos 5%, teve tamanho médio de goticulas abaixo de 50
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nm, no entanto, com alto IP (maior de 0,4) e ela apresentou sinais de instabilidade
apods 15 dias de armazenamento. Neste mesmo estudo, a adi¢ao de varios inibidores
da maturagao de Ostwald levou a um discreto aumento no tamanho de goticulas das
formulagdes preparadas com citral e linalol mas foi capaz de controlar o crescimento
do tamanho de goticula e proporcionou formulagées mais monomodais.

Uma nano-emulsado de linalol com tamanho de goticulas de 173,59+ 4,15 nm
e IP de 0,24 £ 0,006 foi preparada usando 10% de uma mistura de linalol e MCT
(40/60) e 10% de polissorbato 80 pelo método de emulsificagdo espontanea e sua
atividade antimicrobiana frente a bactérias de importancia na industria de alimentos
foi promissora (BALTA et al., 2017).

Por sua vez, os métodos de baixo aporte podem ser subdivididos,
basicamente em fungdo da inversdo da curvatura espontanea do tensoativo. Em
alguns casos especificos pode haver formacdo de nano-emulsdes pela rapida
difusdo de moléculas do solvente (inclusive sistemas sem tensoativos) e/ou
tensoativos hidrofilicos para a fase continua sem inversado de fases. Esse processo &
chamado de auto emulsificacdo e o método de emulsificacdo espontanea pode ser
utilizado industrialmente a baixos custos. Ja quando ocorre inversao de fases, o
processo de mudanga da curvatura espontanea do tensoativo ocorre usualmente de
negativa para positiva, uma vez que a maioria das nano-emulsées que sao obtidas
sdo do tipo O/A (nano-emulsdes aquosas). Quando ocorre com mudanga de
temperatura, o método € denominado “phase inversion temperature”, ja quando
ocorre mudangca de composi¢cdo, € denominado “phase inversion composition”
(SOLANS; SOLE, 2012).

3.8.1 Fatores de influéncia na formagao e comportamento de nano-emulsoées
Para que as NEs sejam formadas, € necessario que se aplique energia no

sistema, que pode ser fornecida mecanicamente (métodos de alto aporte) ou através

de mudancgas no estado de equilibrio (métodos de baixo aporte). De acordo com a

equacao a seguir:

3yd3

€min ™~
(4
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onde, €min € 0 minimo de input de densidade de energia requerida, y é a
tensao interfacial entre a fase dispersa (interna) e a fase continua (externa) e ¢4 € a
fracdo de volume da fase dispersa. Portanto, a redugcdo da tensdo superficial ira
gerar, naturalmente, goticulas de menor didmetro a (HELGESON, 2016). Por isso,
uma das principais estratégias para obtengdo de NEs ¢é a utilizagdo de quantidades
crescentes de tensoativos em relagdo ao OE na fase de delineamento experimental.

A influéncia da relagdo-tensoativo-6leo (RTO), onde se mantém a
concentragao de 6leo fixa e se aumenta gradativamente a quantidade de tensoativo,
obtendo-se uma série de nano-emulsdes, € uma abordagem util e que pode fornecer
informagdes valiosas através da interpretagdo de graficos de distribuicdo de goticula
obtidos por EDL. Outros fatores de influéncia importantes sédo o tipo de tensoativo e
localizag&o inicial do tensoativo, dentre outros (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2015).

Embora NEs possam ser preparadas sem tensoativos (DUARTE et al., 2020),
podendo-se nesse caso variar proporgdes entre as fases aquosa e organica que
contém os proprios constituintes do OE capazes de potencialmente reduzir a v,
quando preparadas com tensoativos, esses podem estar presentes individualmente
ou sob a forma de misturas (DUARTE, 2019). Quando sob a forma de misturas, é
usual se utilizar na proporcao correspondente ao valor de equilibrio hidrofilico-
lipofilico requerido (EHLr) do dleo.
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Figura 9. Representacdo esquematica de protocolo para preparagdo de nano-emulsdes a
partir do método de determinagao do EHLr de 6leos.
Equilibrio Lipofilico-Lipofilico (EHL)

EHL 43 13 16.7

e EHLr

" EHLm = (EHLTa x ma) + (EHLTb x mb)
{mb+mb)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

Experimentalmente, o EHLr de um dleo é determinado a partir da preparacao
de uma série de sistemas emulsionados com pares de tensoativos, sendo também
preparados com os tensoativos individuais que compde o par (Figura 9). A partir da
observagéo do (s) sistemas mais estaveis, pode-se estreitar a faixa até chegar-se ao
sistema emulsionado cujo (s) tensoativo (s) de EHL conhecido sera definido como
valor de EHLr do 6leo em questdo (FERNANDES et al., 2013). A partir dessa
estratégia, pode-se em seguida proceder com o método de nano-emulsificagcao de
escolha para obtengao de nano-emulsdes finas e potencialmente estaveis (JESUS
et al., 2017).

Nano-emulsdes a base de OEs sdo certamente mais complexas do que
diversos outros tipos de sistemas coloidais, uma vez que diversos constituintes dos
OEs podem possuir propriedades fisico-quimicas distintas, dificultando seja a
geracgéao ou estabilizagdo das nanogoticulas.

Alteragbes moduladas por transferéncia de massa dos constituintes da fase

interna para fase externa (e vice-versa) e consequentemente alteracées de tamanho
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de goticula podem reduzir o efeito desejado. Porém, de forma paradoxal, a liberagéo
desses constituintes apolares pode ser necessaria para que o efeito seja atingido
(GAO; DECKER; MCCLEMENTS, 2019). Ryu e colaboradores (2019) investigaram a
difusdo molecular de nano-emulsdo a base do OE de orégano utilizando tubos de
dialise de diferentes poros, sendo um capaz de transportar os componentes do OE
através da fase aquosa e o outro (de maior poro), também permitiria também com
auxilio de micelas. Nesse modelo, os autores inseriram dentro dos tubos de dialise,
nano-emulsdes a base de ftriglicerideos para mimetizar regides hidrofébicas de
células microbianas que receberiam os constituintes bioativos. Nao foram avaliados
pelos autores a influéncia do contato direto das nano-emulsdes frente aos
microrganismos.

Embora intrinsecamente seja intuitivo pensar que os constituintes de OEs
sejam “hidrofébicos”, é interessante notar que essas misturas complexas podem ser
até mesmo consideradas “mais” hidrofilicas do que muitos 6leos comumente usados
para preparar NEs, como acidos graxos.

McClements e colaboradores (2012) investigaram o efeito de constituintes de
OEs como inibidores “endoégenos” da Maturagcédo de Ostwald, o principal mecanismo
de desestabilizacdo de NEs. Foram tabuladas e analisadas diversas propriedades
fisico-quimicas e moleculares in silico disponiveis na Plataforma online
Chemspider®. Foram consideradas importantes a solubilidade em agua, o LogP,
ponto de ebulicdo, entre outros. Nesses estudos com OEs de lim&o provenientes de
distintos tratamentos e consequentemente com composi¢do quimica variavel, os
autores observaram que a inibigdo da variacdo de goticula (VG) foi modulada por
substancias de baixa solubilidade em &agua presentes na fase interna (RAO;
MCCLEMENTS, 2012a).

A Maturacdo de Ostwald se fundamenta na migragdo de substancias mais
hidrofilicas de goticulas menores para goticulas maiores através da fase continua.
No entanto, foi hipotetizado que, uma vez que esse processo levaria a concentracao
nas goticulas menores de monoterpenos mais apolares (inibidores endégenos da
Maturacdo de Ostwald), uma outra forga termodinamica devido a entropia de mistura
se oporia ao processo de desestabilizacdo (Figura 10). Esse fenbmeno que
favorece que as goticulas tenham composi¢cao quimica constante foi chamada de
“Compositional ripening” (RAO; MCCLEMENTS, 2012a, 2012b).
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Figura 10 — Representacdo esquematica da Maturagdo de Ostwald e Compositional

Ripening
(A) Maturagao de Ostwald

Goticulas
Maiores

( B) Oleo essencial
"

"“Compositional Ripening

Q Tensoativo (s)
Goticulas

Maiores

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

A coleta de A. suaveolens foi realizada no periodo da manha (8:00 - 9:00), no
Grupo Conquista de Ervas Medicinais (GCEM), localizado no bairro da Conquista,
Santarém, Par4, (S 02° 26’ 59,8”/ W 054° 45’ 10,7”). As plantas foram cultivadas em
canteiros cobertos com tela que permitia a passagem de 50% da luz incidente e
adubadas com terra preta, esterco de gado e ovinos, na proporgao de 5:1:1, com
espacamento entre plantas de 30 x 20 cm. Exemplares da espécie encontram-se
depositadas no Herbario da EMBRAPA/Amazénia Oriental, Belém, Par4, Brasil, sob

0 numero de registro IAN 184689.

4.2 OLEO ESSENCIAL

4.2.1 Extragao

O dleo essencial (OE) de A. suaveolens foi obtido a partir da biomassa,
previamente desidratada em estufa (40°C) com circulagdo for¢gada de ar (LICIT LC —
E80), sendo extraido pela técnica de hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger
adaptado a um baldo de fundo redondo com capacidade de 3000 mL (MING et al.,
1996). O tempo de extragao foi fixado em 2 horas, contado a partir da verificagao
primeiro condensado gerado pela ebuligdo da agua contida no baldo. Apds o
processo extrativo foi realizada centrifugagcao e em seguida filtragdo com sulfato de
sédio anidro (Na;SO4) para retirada de qualquer residuo de agua presente no OE,
que foi armazenado em frascos de vidro ambar, identificado e mantidos sob
refrigeragao (5 °C). Foram realizas trés repeticbes do processo extrativo e o calculo
de rendimento do OE foi realizado de acordo com Santos e colaboradores (2004),
utilizando a féormula da base umida, por meio da relagdo entre o volume de dleo

obtido e a biomassa vegetal utilizada na extragao.

4.2.2 Caracterizagao quimica

A identificacdo dos constituintes quimicos do OE foi realizada em um
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cromatégrafo em fase gasosa acoplada a detector de espectrometria de massas
(CG-EM) modelo GCMS-QP2010 Ultra system (Shimadzu Corporation, Tdéquio,
Japao) equipado com um auto injetor AOC-20i e um software GCMS-Solution
contendo as bibliotecas Adams, NIST11 e FFNSC2. Foi utilizada uma coluna capilar
de silica Rxi-5ms (Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA) com dimensdes de 30m
x 0,25mm x 0,25um. As condi¢des de analise foram: temperatura do injetor (250°C);
temperatura do forno (60-240°C, 3°C/min.); gas de arraste (hélio), injecdo no modo
split (1:20); ionizagao por impacto de elétrons (70 eV); fonte de ionizagédo (200 °C),
linha de transferéncia (250°C). Os espectros de massas foram obtidos através de
escaneamento automatico a cada 0,3 s, com fragmentos na faixa de 35-400 m/z. Os
indices de retengao foram calculados para todos os componentes volateis do OE
utilizando-se uma série homodloga de n-alcanos (Cg-Cyp) (Sigma-Aldrich), conforme
equacéo linear de Van den Dool e Kratz (1963).

A analise quantitativa foi efetuada por método de normalizagdo utilizando-se
um cromatégrafo em fase gasosa acoplada a detector de ionizagdo de chamas (CG-
DIC) modelo GC 2010 Ultra System (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan), operado
sob condigdes similares as descritas anteriormente, exceto pela utilizagdo de

nitrogénio como gas de arraste.

4.3 NANO-EMULSOES

4.3.1 Método de nano-emulsificagao

As nano-emulsdes foram preparadas através de método titrimético de baixo
aporte de energia (JESUS et al., 2017). Previamente, a fase orgéanica foi obtida
através da formacao de mistura homogénea de tensoativos (s) n&o idnico(s) e OE.
Apoés essa etapa, a fase aquosa foi adicionada gota a gota sobre a fase organica
mediante agitagao vigorosa utilizando-se vortex. A massa final das nano-emulsées
foi 2 g, a concentragédo de OE final foi de 2,5%; m/m em todas as formulagdes e elas

foram armazenadas em frascos do tipo vial sob temperatura controlada (25 £ 5 °C).

4.3.2 Desenvolvimento da nano-emulsao

4.3.2.1. Fatores de influéncia na geragéo e estabilizagdo das nano-emulsdes
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o Saturacido da fase aquosa

Foram avaliadas distintas fases aquosas e seus possiveis impactos no
comportamento das nano-emulsdes (LEE; MCCLEMENTS, 2010), sendo nesse
estudo utilizada fase aquosa constituida de agua deionizada pura e fase aquosa
saturada com OE. A saturacio da fase aquosa foi realizada por meio da preparagao
de uma dispersao do OE em agua deionizada na concentragao de 4,5 mg/mL. Para
saturacdo da fase aquosa, apos mistura do OE com agua deionizada procedeu-se
agitacdo vigorosa em vortex por 2 min. e em seguida a mistura foi submetida a
centrifugagdes a 3500 rpm por 30 minutos. O procedimento foi repetido por duas
vezes e a apos a separagao da camada organica da camada aquosa, a fase aquosa

saturada foi recolhida para utilizagao imediata.
o Natureza do tensoativo

As nano-emulsées foram preparadas com distintos tensoativos nao idnicos
conforme a seguir: polisorbato 85 (EHL = 11) ou pares de tensoativos (polisorbato
80/monooleato de sorbitano e polissorbato 80/trioleato de sorbitano)
correspondentes ao equilibrio hidréfilo lipdfilo requerido (EHLr = 13) do OE de A.
suaveolens (BRITO et al., 2021).
o Relagéo tensoativo-6leo (RTO)

Foi variada a proporgao entre tensoativo (s) e OE na preparagdo das nano-

emulsdes. Em todas elas, foi mantida a mesma quantidade de tensoativo (s) e o
valor da RTO foi calculada de acordo com a férmula a seguir:

RTO = m¢ym,,

Onde m; € a massa de tensoativo (s) e m, € a massa de OE (KOMAIKO;
MCCLEMENTS, 2015).

o Diluigcdo
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O efeito da diluicdo foi avaliado para através do armazenamento das nano-
emulsdes concentradas e diluidas, apds analise inicial por espalhamento dindmico

da luz.

4.3.3 Caracterizagao

4.3.3.1. Espalhamento Dinamico da Luz (EDL)

As nano-emulsdes foram caracterizadas quanto a distribuicdo do tamanho de
goticula pela técnica de espalhamento dindmico da luz utilizando-se um
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) equipado
com um laser vermelho (A = 632.8 nm; 10 mW) e sob um de angulo de leitura de
173°. Os resultados foram expressos em funcdo de média e desvio padrao do
didmetro médio de goticula e indice de polidisperséao (IP).

A variagao de goticula (VG) foi calculada para fins de avaliagcdo de mudancgas
no diametro de goticula entre dias diferentes (GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS,
2015; MEHMOOQD, 2015) conforme a férmula a seguir:

VG = 100(f-i)/i

Onde f é o tamanho médio inicial e i € o tamanho médio final no intervalo

(i—f). Valores positivos indicam aumento de goticula (AG) e valores negativos

indicam diminuig&o de goticula (DG).
4.3.3.2. Potencial zeta

A carga superficial foi medida através da motilidade eletroforética, também
medidas no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern,
UK).
4.3.4 Nano-emulsao selecionada

Foram utilizados critérios como: presenca de Efeito Tyndall pronunciado,

baixo didmetro de goticula, baixa VG, baixo IP, potencial zeta satisfatério, entre

outros para definicho da nano-emulsdo selecionada (NES) para ensaios
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farmacoldgicos desse estudo. Adicionalmente, foram realizadas etapas adicionais de

verificagdo da influéncia de alguns fatores externos frente ao seu comportamento.

4.3.4.1 Influéncia do tempo

Foram coletadas aliquotas imediatamente apds a preparacao e apos 1, 2, 7,
14, 21 e 28 dias de armazenamento. Foram avaliados os parametros descritos

previamente para distribuicdo de tamanho de goticula.

4.3.4.2. Influéncia da temperatura

As nano-emulsdes foram submetidas a uma programacéo linear de rampa de
aquecimento (OLIVEIRA et al., 2017). A temperatura inicial foi de 20°C e a
temperatura foi incrementada a uma taxa de 5°/min. até uma temperatura final de
80°C, sendo analisados os parametros descritos previamente para distribuicdo de

tamanho de goticula.

4.4 ZEBRAFISH

4.4.1 Aspectos éticos

Os estudos envolvendo animais foram submetidos e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Amapa (CEUA-
UNIFAP) e registrados sob o n° de protocolo 023/2019.

4.4.2 Aclimatagao

Os peixes da espécie Danio rerio (Zebrafish, linhagem selvagem) foram
adquiridos (Sao Caetano Comércio de Animais Aquaticos Ltda. ME — Santo André —
SP, Brasil). Os animais foram mantidos na Plataforma Zebrafish do Laboratério de
Pesquisa em Farmacos (UNIFAP) em um sistema com circulagdo constante de agua
com controle dos seguintes parametros: pH entre 6 a 8, temperatura entre 25 e 29
°C, dureza entre 140 e 145 mg/L de CaCOs. Os animais foram mantidos sob regime

claro/escuro de 12/12 horas, alimentados 2 a 3 vezes ao dia com ragao comercial
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em flocos para peixes ornamentais (Alcon Basic®, Camboriu, Brasil) e foram
mantidos sob quarentena por 40 dias.

4.4.3 Obtengao dos ovos de zebrafish

No dia anterior ao teste, os machos e fémeas foram colocados em aquarios
de reprodugdo na proporcao de 2:1, antes das luzes serem apagadas. No dia
seguinte, 30 minutos apds o acendimento da luz e, portanto, apds a copula, desova
e fertilizagdo esperados, as armadilhas de desova contendo os ovos fertilizados
foram removidas para o ensaio in vitro. Para evitar as chances de falha na obtencao
dos ovos, outros dois grupos de zebrafish também foram colocados em tanques de
reproducao e os ovos coletados dos 3 grupos foram homogeneizados gerando uma
maior diversidade genética para o ensaio (OECD, 2013; DE OLIVEIRA-FERRAZ et
al., 2020).

4.4.4 Teste de toxicidade aguda em embrides de peixes

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo da OECD n° 236 (2013) com
modificagdes. Ovos recém fertilizados de zebrafish foram distribuidos em uma placa
de 96 pocos em temperatura controlada (26 £ 1°C). Eles foram expostos a NES, a
uma dispersao dos tensoativos utilizados na preparagao da NES e ao OE nao nano-
emulsificado nas concentragcdes de 100, 50 e 25 pg.mL'1. O n por grupo foi de 30
ovos. Os estagios do desenvolvimento larval e suas alteragdes foram monitorados

diariamente até 96 h apds a fertilizagao.

4.4.5 Ensaio preliminar de toxicidade aguda comparativa

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo de toxicidade oral aguda:
procedimento “up and down” (OECD, 2008), com modificagdes. O teste foi realizado
conforme a seguir: um Unico animal (macho e fémea) recebeu a dose de 125 mg.kg™
(expresso em concentragdo de OE) nos grupos tratados com a nano-emulsdo ou
com o OE ndo-nanoemulsificado. Os grupos controle foram tratados,

respectivamente, com a dispersao de tensoativos utilizados na preparacao da NES
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ou diluente do OE nao-nanoemulsionado (polissorbato 80) em dose equivalente.
Para o propdsito comparativo da nano-emulsdo com o OE nao-nanoemulsificado, a
dose de 125 mg.kg'1 foi escolhida com base na maior concentracao possivel de ser
alcangada com a nano-emulsdo. Foi considerado que depois de testar um (1)
individuo de cada sexo, mesmo se todos animais dos grupos tratados sobreviverem,
€ possivel observar qualquer alteracdo comportamental e/ou possiveis sinais de
efeitos indesejados ou toéxicos com inicio, duragdo e severidade sugerindo um
padrao diferente de neuroefeitos, administrando-se quatro (4) animais adicionais por
grupo, entdo um total de cinco (5) animais s&o testados por grupo. O experimento foi
realizado por 14 dias e apds esse periodo os animais foram submetidos a eutanasia

conforme descrito por Favoretto e colaboradores (2019).
4.4.6 Toxicidade oral aguda do 6leo essencial

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo de toxicidade oral aguda:
procedimento “up and down” (OECD, 2008) com modificagdes. Inicialmente, foi
realizado o teste limite no qual um individuo de cada sexo recebeu a dose de 2000
mg/kg de OE. Em seguida, seguiu-se o para o teste principal, que consistiu na
administragcado da dose inicial seguida pelas doses sequencialmente ajustadas para
cima ou para baixo com base nos resultados prévios observados apos 24 horas da
administracdo. Neste trabalho, a dose inicial foi de 175 mg/kg, seguida por uma
reversdo para cima obedecendo ao fator de 3,2, obtendo se a dose 550 mg/kg. A
partir dai, as reversdes foram realizadas obedecendo a fatores médios em torno de
1,2 - 2. Quando as doses foram estabelecidas, mais outros 4 animais de cada grupo
foram testados. Ao final do ensaio as doses administradas foram: 650, 550, 475,
350, 175 e 125 mg/kg. Os animais foram observados a cada 30 minutos nas
primeiras 4 horas apos a administragcao da dose e depois, diariamente por 14 dias.

4.4.7 Teste do tanque novo

Os animais foram colocados em jejum 24h antes do experimento e foram
aclimatados a sala de experimentacdo 1h antes do inicio do ensaio. Apos a
pesagem, as doses individuais foram calculadas em mg.kg'1. Cada animal recebeu
100 mg/kg de cafeina como indutor de ansiedade e 15 minutos depois, receberam a

dose do tratamento. Em seguida, foram colocados em um aquario e perseguidos por
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1 minuto com uma rede de cor escura. Em seguida foram imediatamente colocados
no tanque novo, onde foram filmados individualmente por 6 minutos (EGAN et al.,
2009; CACHAT et al., 2012). Os grupos experimentais (n = 5) estdo mostrados na
tabela 3.

Os videos obtidos foram analisados manualmente por trés avaliadoras
independentes para acessar os seguintes parametros: tempo gasto no topo, tempo
gasto no fundo, proporcao topo/fundo, laténcia para entrada no topo e numero de
entradas no topo (EGAN et al., 2009; CACHAT et al., 2012).
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Tabela 3 — Desenho experimental do teste do tanque novo utilizado nesse estudo.

GRUPO EXPERIMENTAL TRATAMENTO DOSE
(mg.kg™)*
1 75
2 25
3 OE Nano-emulsificado NES 7,5
4 2,5
5 0,8
Polissorbato
6 Branco 80/Trioleato de 0,0
sorbitano
7 75
25
9 OE n&o nano-emulsionado OE 7,5
10 2,5
11 0,8
12 Branco P80 0,0
13 Controle positivo ou padrao Buspirona 25
14 Controle negativo Agua (Veiculo) -

*Doses expressas em mg.kg” de OE

OE - 6leo essencial de A. suaveolens

NES — nano-emulséo selecionada (preparada com P80 e trioleato de sorbitano
— EHL =13)

P80 — polisorbato 80

o Aparato

O teste comportamental foi realizado usando um tanque preenchido com agua
do aquario até o nivel de 16 cm (3,9 L). O tanque possuia o formato retangular de
vidro transparente (20 cm de altura x 9,2 cm de largura x 26,5 cm de comprimento).
As laterais e o fundo foram cobertos com material branco opaco para diminuir o
contato visual do peixe com o exterior e o reflexo de luz nas paredes do tanque. A
parede posterior foi coberta com uma folha de poliuretano como difusor de luz entre

a fonte de luz e o tanque. As gravagdes foram realizadas frontalmente, a uma
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distancia de 34 cm e a fonte de luz foi colocada posteriormente ao aquario a uma

distancia de 45 cm, conforme mostrado na figura 11 e na fotografia 1.

Figura 11 — Representagcdo esquematica do aparato utilizado no teste do tanque
novo

45¢cm 32cm

Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2021).

Figura 12 — Fotografia do aparato utilizado no teste do tanque novo.

Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2021).
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4.5 ESTUDOS IN SILICO

4.5.1 Predicao de atividade

A predicdo de atividade, por modelo in silico, foi realizada através da
submissao de trés moléculas presentes no OE de A. suaveolens (linalol, farneseno e
massoialactona) no web servidor PASS (http://way2drug.com/PassOnline/index.php),
onde é possivel realizar a predicdo de até 2000 tipos de atividades bioldgicas,
utiizando a forma estrutural de moléculas utilizadas no trabalho com uma
comparagdo a estrutura de compostos com atividades bioldgicas ja bem
estabelecidas, baseando-se na relacdo estrutura atividade. As moléculas ativas
usadas para comparagao sao resgatadas de pesquisas abertas, patentes,
quimiotecas publicas e de algumas empresas, além de outros. Apenas resultados
que demonstram probabilidade de atividade (PA), sendo maior que a probabilidade
de ser inativa (PI), foram levados em consideragao.

Para se definir melhor a atividade dos compostos discutidos, foi utilizado
também o web servidor  Similarity = Ensemble  Approach (SEA)
(https://sea.bkslab.org/), que fornece seus resultados com o mesmo principio basico
utilizado no servidor anterior. Seu foco € relacionado a geragao de resultados de
atividade em alvos farmacoldgicos e a estatistica da comparacéo entre a molécula
submetida e o banco de dados do SEA se da através do coeficiente de tanimoto,
onde valores mais proximos de 1 serao mais similares. Além disso, € calculado o
valor esperado (E-value), que diz respeito a aleatoriedade do resultado exibido. E-
values menor que 1 x 10"° sdo considerado essenciais para dizer que o resultado
nao foi aleatorio.

Assim como o SEA foi utilizado para tornar a busca por um alvo de possivel
potencial, o web servidor SwissTarget (http://www.swisstargetprediction.ch/) também
foi utilizado para gerar tais respostas. Este trabalha de forma similar ao SEA,
entretanto seus valores de confiabilidade sdo expressos em porcentagem da
probabilidade daquele alvo ser de fato sensivel a estrutura molecular que foi
submetida.

Por ultimo, as moléculas foram avaliadas de acordo com a literatura
disponivel no Cortellis Drug Discovery Intelligence (CDDI) acerca dos estudos

farmacologicos que estdo realizando com estas moléculas, para levar em
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consideracao o efeito a qual estdo abordando e o mecanismo de acdo avaliado.
Todos os resultados advindos do PASS, SEA, SwissTarget e CDDI foram voltados

para mecanismos envolvidos em transtornos de humor.

4.5.2 Predicao de propriedades farmacocinéticas

Para a predi¢cao de propriedades farmacocinéticas utilizou-se o web servidor
PreADMET (https://preadmet.omdrc.kr/), avaliando o0s seguintes descritores
farmacocinéticos: absorcao intestinal humana (HIA), permeabilidade em células
Caco2 e Madin-Darby Canine Kidney cells (MDCK), ligagao a proteinas plasmaticas
(PPB) e penetracao na barreira hematoencefalica (BBB). Este web servidor gera os
resultados baseado em comparacido de descritores moleculares com os das
moléculas em analise, sejam eles constitucionais, topoldgicos, lipofilicos,
geométricos, eletrénicos, termodinamicos, entre outros, e os compara com diversos
banco de dados. Os valores padrao para levar em consideracdo a analise dos
resultados estdo demonstrados na tabela 4 e sao fornecidos pelo proprio
PreADMET.

Tabela 4 — Valores padrao para os descritores farmacocinéticos.

Descritores Valores
> 70 Boa absorg¢ao
HIA
< 20 Ma absorgao
Permeabilidade em células > 70 Alta
Caco-2 < 4 Baixa
Permeabilidade em células > 500 Alta
MDCK < 25 Baixa
> 90 Alta
PBB
< 90 Baixa
> 2 Alta absorcgéao
BBB

< -1 Baixa absorgao
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4.5.3 Predicao de propriedades toxicolégicas

Para alinhar um perfil toxicologico in silico para as 3 moléculas, foram
utilizados dois web servidores diferentes. O primeiro foi o mesmo utilizado para o
perfil farmacocinético — PreADMET — e o segundo foi o ProTOX-Il (https://tox-
new.charite.de/protox_Il/). Este ultimo citado trabalha através de similaridade
estrutural, analises de fragmentos, caracteristicas mais frequentes e aprendizado de
maquina para a validacdo das comparacgdes.

Os pontos toxicologicos avaliados no PreADMET foram probabilidade de ser
toxico pelo teste Ames, inibigdo do canal HERG e carcinogenicidade. Ja no ProTOX-
Il foram avaliados hepatotoxicidade, carcinogenicidade, imunogenicidade,

mutagenicidade e citotoxicidade.

4.5.4. Docking Molecular

O método de docking molecular foi realizado utilizando o software GOLD
(Genetic Optimisation for Ligand Docking), baseado em algoritmo genético e
possibilita realizar um ensaio com os residuos do sitio ativo flexiveis. Este método foi
realizado para trés alvos farmacologicos diferentes, baixados no protein data bank
(PDB): GABA-aminotransferase (PDBID: 4Y0I) e mais dois receptores de serotonina,
5HT1a (PDBID: 7E2Z) e 5HT3a (PDBID: 6W1J), co-cristalizadas com as seguintes
moléculas: PSZ, aripiprazol e alosetron, respectivamente. Estas proteinas foram
limpas previamente, retirando os atomos de agua e outros ligantes que ndo fossem
os citados anteriormente e em seguida, foram submetidas ao GOLD, adicionando-se
atomos de hidrogénio. Foram retirados seus respectivos inibidores co-cristalizados,
para poder dar prosseguimento ao encaixe das moléculas em estudo. Todos os
parametros do GOLD foram mantidos dentro dos padrdes, com excecado do tamanho
da regido da proteina no encaixe, definida em 10A. A funcdo de pontuagédo escolhida
foi ChemPLP e foram geradas 10 solug¢des de pose para cada molécula, elencando
a melhor através do GoldScore.

Para validar o processo e ter conhecimento das coordenadas do sitio ativo de
cada uma das 3 proteinas, foi realizado o redocking. Vale ressaltar que para a
validacdo do método para a proteina 5HT3a, foi colocada rigidez na molécula do

aripiprazol.
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Representagdao esquematica de todo delineamento experimental utilizado
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4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os parametros obtidos no ensaio do tanque novo foram analisados utilizando
a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste post-hoc de Tukey e,
para confirmac&o de tendéncias observadas entre alguns grupos, analises pareadas
utilizando o teste T foram realizadas. O software utilizado foi o GraphPad Prism
9.1.0.221 (San Diego, EUA).

A dose letal mediana (DLsp) foi calculada por analise PROBIT com intervalo
de confianga de 95% utilizando o software Statgraphics Centurion XVIII verséo
18.1.12. (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OLEO ESSENCIAL

O rendimento da extragcdo do dleo essencial (OE) em funcdo da biomassa
desidratada foi 1,20 + 0,42 (m/m). A sua composigdo quimica encontra-se
apresentada na tabela 5. O sesquiterpeno B-farneseno (36,3%) e o monoterpeno
linalol (33,6 %) foram os constituintes majoritarios, correspondendo a
aproximadamente 70% do OE. Também foi detectada em quantidade consideravel
(> 10% da abundancia relativa do OE) de outra substancia caracteristica, a
massoialactona. Esses resultados estdo de acordo com o relatado na literatura para
essa especie (SANTOS et al.,, 2018; MARTINS et al., 2016). Em amostras de
Aeollanthus heliotropioides Oliv. [= Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng.]
coletadas na regido central de Camardes, o OE extraido por hidrodestilagdo das
suas partes aéreas apresentou composi¢cao semelhante, contando com as seguintes
substancias majoritarias: linalol (25,67%), farneseno (13,20%), B-cariofileno (6,02%),
terpineol (4,88%) e germacreno-D (4,14%) (NGO-MBACK et al.,, 2020). Em um
estudo comparativo entre o OE obtido da planta fresca e da planta seca, foi
mostrado que as substancias majoritarias sao linalol (49,3%) e (E)-B-farneseno
(34,9%) para a planta fresca e (E)-B-farneseno (32,8%), 2-decen-5-olideo (15%),
linalol (31,6%) e acetato de linalila (8,5%) para a planta fresca. O autor sugere que a
variagao quantitativa de 2-decen-5-olideo e A-decalactona sao artefatos que
aparecem no Oleo por ciclizagdo do acido 5-hidroxi-2-decendico existente na planta
fresca e outras variagbes ocorrem devido ao processo de secagem e extragao

(MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2003).
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Tabela 5 — Componentes do 6leo essencial de Aeollanthus suaveolens

CONSTITUINTES IRcaLc. IRy, %
Canfeno 947 946 0,1
B-pineno 975 974 0,54
Limoneno 1027 1024 0,51

(E) B-Ocimeno 1042 1044 0,63
Linalol 1100 1095 33,59
Terpinoleno 1082 1086 0,13
Borneol 1169 1165 0,27
a-Terpineol 1192 1186 2,52
Nerol 1221 1227 0,32
Acetato de Linalila 1246 1254 4,22
Acetato de Bornila 1280 1287 0,12
Formiato de Geranila 1294 1298 0,12
Eugenol 1351 1356 0,09
Acetato de Nerila 1360 1359 0,33
Acetato de Geranila 1380 1379 0,62
a-cis-Bergamoteno 1413 1411 0,39
a-trans-Bergamoteno 1433 1432 0,9
a-Santaleno 1419 1416 1,87
B-Santaleno 1446 1445 0,09
B-Farneseno 1456 1454 36,27
Massoialactona 1476 1471 12,95
Germacreno-D 1480 1484 0,34
Isobutanoato de Nerila 1484 1490 0,25
A-decalactona 1490 1493 0,25

A —amorfeno 1517 1511 0,15
Nerolidol 1561 1561 0,1
a-Cadinol 1653 1652 0,14
Total 97,81
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5.2 NANO-EMULSOES

O OE foi utilizado para preparacdo de uma solugdo saturada para obtencgao
das nano-emulsdes, com a finalidade de avaliar a influéncia da saturacdo da fase
aquosa na formacéo e estabilizacdo das nano-emulsdes. A transmitancia (A = 600
nm) média foi de 99,3%, evidenciando a transparéncia da solu¢do. Essa solugao
saturada também foi submetida a analise pela técnica de EDL para verificagcao da
distribuicdo de possiveis goticulas autonanoestruturadas. Os valores obtidos
encontram-se apresentados na tabela 6. Nanogoticulas com didmetro médio abaixo
de 250 nm e IP em torno de 0,350 foram observadas no dia de sua preparagao.
Apoés 48 h, o tamanho médio foi superior a 500 nm e o IP foi ligeiramente inferior a
0,500. A verificagao desse aumento indica a necessidade de utilizagao da solugcao
recém preparada nos estudos de avaliacdo da influéncia da saturacdo da fase
aquosa na geragao das nanoestruturas.

Rao e Mcclements (2012a) classificam as substancias presentes nos OE com
base nas suas propriedades in silico como de baixa solubilidade em agua (<0,05
mg/L) e de alta solubilidade em agua (> 5 mg/L). Enquanto esses autores concluiram
gue uma relativa alta concentragéo (> 14%) de substéncias de baixa solubilidade em
agua em alguns OEs de limao foram capazes de inibir a Maturagdo de Ostwald por
um mecanismo denominado de “Compositional ripening” (RAO; MCCLEMENTS,
2012a, 2012b), quando o OE tinha limoneno como constituinte majoritario, cuja
solubilidade em agua (4,581 mg/L) fica préxima do limite e sendo portanto
considerado pelos autores de solubilidade intermediaria, uma distribuigcdo bimodal foi
observada e atribuida ao fendbmeno classico de Maturacdo de Ostwald (RAO;
MCCLEMENTS, 2012b).

No presente trabalho, observa-se que o OE de A. suaveolens possui relativa
alta concentragcdo de B-farneseno, cuja solubilidade em agua é baixa (0,009022
mg/L). Por outro lado, o outro constituinte majoritario apresenta alta solubilidade em
agua (683,7 mg/L). Nesse sentido, a saturacédo da fase aquosa, seguida da medigao
por EDL pode indicar alguma formagcdo de nanogoticulas por mecanismo
emulsificagdo espontanea (SOLANS; SOLE, 2012), como por exemplo migracdo de
linalol para a fase externa e atuacédo do B-farneseno de uma Maturacdo de Ostwald
no tempo inicial da formagao das nanogoticulas, com posterior desestabilizagdo do

sistema.
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Tabela 6 — Distribuicao do tamanho de goticula da fase aquosa saturada com OE de A.

suaveolens.
Tamanho
Horas IP
médio (nm)
0 230,9 +6,1 0,349 £ 0,040
48 569,5+77,5 0,492 + 0,051

VGO,48 = 146,6%

Foram preparadas nano-emulsées com polisorbato 85 (EHL 11), sendo
obtidos tamanhos de goticula (> 300 nm) e IP relativamente altos (> 0,450) (Tabela
7). Em um estudo realizado com o mesmo tensoativo ndo idnico, a nano-emulséo a
base de sucupira-branca constituida por grande percentual de [-cariofileno
apresentou baixo tamanho de goticula (< 180 nm) e IP (<200). Porém, o constituinte
da fase interna foi um oleoresina (OLIVEIRA et al., 2017), que difere dos OEs por
apresentarem material ndo-volatil e matéria graxa, o que pode ter contribuido para
esses menores valores via inibicdo de mecanismos de rapida desestabilizacdo na
geracédo das nanogoticulas que podem ter contribuido para de maiores goticulas e
IP logo apos a formacdo. No entanto, foi possivel observar que a nano-emulséo
preparada na RTO 1 e com fase aquosa saturada, apresentou menor tamanho
médio (312,1 £ 4,546 nm). Nesse caso, para esse tensoativo, pode-se sugerir que a
fase aquosa saturada talvez atue inibindo a maturagao de Ostwald pelo bloqueio da
solubilizagc&o seletiva dos componentes mais hidrofilicos do OE, uma vez que a fase
aquosa ja estaria previamente esgotada quanto a sua capacidade de solubilizagéo
devido a etapa de saturacao prévia. No caso da RTO 2, a maior quantidade de
tensoativo pode estar gerando um efeito solubilizante e contribuindo para migragéao
dos constituintes hidrofilicos para a fase externa. Essas nano-emulsdes ndo foram

armazenadas em sua forma diluida devido aos valores obtidos, considerados altos.
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Tabela 7 — Distribuicdo do tamanho de goticula (dia 0) das nano-emulsbes preparadas com

o OE de A. suaveolens e polisorbato 85.

Tamanho IP
médio (nm)
RTO 1 423,5+12,0 0,839 +0,016
RTO 1sat 312,1+4,5 0,483 +0,029
RTO 2 4345+349 0,696 0,162
RTO 2 gqat 504,3+8,7 0,474 +0,034

As nano-emulsdes preparadas com o par de tensoativos
polisorbato80/monoleato de sorbitano no EHL 13 na RTO 1 apresentaram tamanho
e |IP satisfatorios. O aumento da RTO levou ao aumento do tamanho médio (> 200
nm) e IP (> 0,300) das nano-emulsdes preparadas com agua ou agua saturada. As
nano-emulsdes concentradas apresentaram indicios de instabilidade apds 24h e
portanto, apenas as armazenadas diluidas foram avaliadas quanto a distribuicdo do
tamanho de goticula (Tabela 8). Foi observada uma maior manutencdo do perfil de
distribuicdo de goticulas na RTO 1 ao longo do tempo, possivelmente porque o
aumento da quantidade de tensoativos (RTO2) levou ao aumento da solubilidade do
OE na fase externa, levando consequentemente a um rapido aumento das goticulas
logo apos a preparacgdo. Efeitos termodinamicos direcionam a movimentagdo de
componentes das goticulas da fase interna para micelas. Essas possuem uma
redugdo da energia livre devido a protegdo das partes apolares dos tensoativos
frente a agua (fase continua), podendo acomodar essas moléculas da fase interna
(RAO; MCCLEMENTS, 2012b). Os diferentes valores de VG encontram-se

apresentados na tabela 9.
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Tabela 8 — Distribuicao do tamanho de goticula (dia 0 e dia 1) das nano-emulsdes diluidas

preparadas com o OE de A. suaveolens e polissorbato 80/monoleato de sorbitano (EHL =

13).
Dia 0 Dia 1
Tamanho IP Tamanho IP
médio (nm) médio (nm)
RTO 1 176,7 £ 0,755 0,265 + 0,011 170,8 £1,250 0,262 £ 0,014
RTO 1gat 172,6 £ 1,436 0,247 + 0,006 171,0+ 2,515 0,261 £ 0,003
RTO 2 218,3 + 2,291 0,421 £ 0,009 209,8 £2,926 0,453 + 0,031
RTO 2sat 203,7 £ 5,600 0,331 £ 0,043 199,8 +4,011 0,320 £ 0,036

Tabela 9 — Variagdo entre 0 e 24 horas das goticulas das nano-emulsées diluidas
preparadas com o OE de A. suaveolens e polisorbato 80/monoleato de sorbitano (EHL =
13).

VG, 1*
RTO 1 -3.34%
RTO 1sat - 0,93%
RTO 2 - 3,89%
RTO 2sat  -1,91%

Na RTO 1 ndo houveram maiores diferengas na formagao e estabilizagao das
goticulas, quando comparadas as nano-emulsdes preparadas com agua ou agua
saturada. Possivelmente, a alta quantidade de tensoativo de maior EHL, como o
polisorbato 80 (EHL = 15), quando comparado ao polisorbato 85 (EHL = 11), gera
um efeito solubilizante capaz de superar a capacidade da fase aquosa saturada de
prevenir a migragao de substancias mais hidrofilicas e tornando menos efetivo esse
mecanismo de saturagao, especialmente na geragao (comparacgao das distribuicdes
de tamanho de agua x agua saturada). Nesse caso especifico, a formagcdo de um
filme interfacial rigido ao redor das goticulas por um par de tensoativos de distintos
valores de EHL pode estar associado a estabilizagdo do sistema (ORTIZ-ZAMORA
et al., 2020).

A analise de distribuicdo de tamanho de goticula das nano-emulsdes
preparadas utilizando o par de tensoativos polisorbato 80/trioleato de sorbitano
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indica que, com uma maior RTO, ha um aumento do tamanho de goticula e aumento
do IP. No dia da preparacéo, ndo foram observadas maiores diferengas no perfil de
distribuicdo de goticula, quando comparadas nano-emulsdes preparadas em uma
mesma RTO e com distintas fases aquosas, embora um ligeiro aumento de didmetro

médio de goticula foi notado para a RTO 2 (Tabela 10).

Tabela 10 — Distribuigdo do tamanho de goticula (dia 0) das nano-emulsbes preparadas

com o OE de A. suaveolens e polisorbato 80/trioleato de sorbitano (EHL = 13).

Tamanho IP
médio (nm)
RTO 1 68,16 £ 0,7 0,205 + 0,016
RTO 1 sat 71,74+0,4 0,224 + 0,008
RTO 2 86,56 + 0,08 0,521 £ 0,005

RTO 2 sat 117,0£0,9 0,453 + 0,008
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Tabela 11 — Distribuicdo do tamanho de goticula das nano-emulsdes concentradas e diluidas preparadas com o OE de A. suaveolens e

polisorbato 80/trioleato de sorbitano (EHL = 13).

Dia 1 Dia 2

Armazenamento Tamanho médio (nm) IP Tamanho médio (nm) IP
RTO 1 68,7+ 0,1 0,167 £ 0,010 68,9+0,1 0,153 + 0,006
Concentrada RTO 1gat 72,7+0,1 0,184 £0,010 73,1+0,3 0,185 0,002
RTO 2 84,9+0,6 0,299 0,007 88,1+0,3 0,265 + 0,008
RTO 2sat 107,4+1,7 0,378 £ 0,059 111,8 +£0,5 0,288 + 0,003
RTO 1 64,6 +0,2 0,196 + 0,003 62,6 +0,3 0,204 + 0,006
Diluida RTO 1gat 68,1+0,3 0,218 + 0,003 65,4 + 0,02 0,220 = 0,002
RTO 2 85,6 +0,7 0,513 £ 0,004 86,0+1,0 0,494 + 0,034
RTO 2sat 121,7+4,4 0,379 £ 0,044 120,1+2,2 0,406 + 0,058

Foi observada a manutencao do perfil de distribuicdo de goticula das nano-emulsdes preparadas na RTO 1, seja na forma
armazenada concentrada ou diluida (Tabela 11). A variagdo de goticula (Apéndice 1) indica que, as nano-emulsdes armazenadas
concentradas apresentam menor variagdo, sendo observada uma ligeira tendéncia a menores mudancgas de didametro para a nano-
emulsdo preparada com agua deionizada. Foi possivel também observar que as nano-emulsées na RTO 2 armazenadas
concentradas, de ambas as fases aquosas, tiveram ligeira redugcédo dos IP. Esse comportamento nao foi observado durante o
armazenamento diluido, possivelmente pelo fato de que o processo de aumento da fase continua levou, nesse caso, a dissolugao

de parte de populagao de goticulas.
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A comparacido das nano-emulsdes preparadas com polisorbato 80/ trioleato
de sorbitano e polisorbato 80/monooleato de sorbitano, ambas com agua saturada e
no RTO 1 (EHL 13), permitiram observar baixos valores de VG entre o dia da
preparacao e o dia 1 (Tabela 12). No entanto, um menor tamanho de goticula foi
observado para a nano-emulsdo preparada com a polisorbato 80/ trioleato de
sorbitano (~70 nm e 0,205), quando comparada a nano-emulsao preparada com o
polisorbato80/monoleato de sorbitano (~172 nm e 0,250).

Ela também obteve baixa VG entre o dia do preparo e 48h (1,14%), e entre
24h e 48h a VG foi de 0,30%, evidenciando uma baixa tendéncia para o AG para
esta formulagéo.

Tabela 12 — Comparagédo de variagdo de goticula (VG +*) entre as nano-emulsdes
preparadas com OE de A. suaveolens e dois pares de tensoativos (EHL 13) em diferentes

fases aquosas e RTO.

P80/MS P80/TS

RTO 1 - 3.34% 0,85%
RTO 2 - 3,89% -1,89%
RTO 1sat -0,93% 1,34%
RTO 2sat -1,91% -8,20%

O trioleato de sorbitano € um tensoativo com caracteristicas mais lipofilicas,
quando comparado ao monoleato de sorbitano, devido a presencga de trés grupos
oleato. Essa caracteristica pode ter favorecido um menor tamanho de goticula e IP.
A utilizagcdo de dois tensoativos, sendo um mais hidrofilico e outro mais lipofilico é
uma estratégica bem estabelecida para a estabilizagdo de emulsbes e nano-
emulsdes. O uso de um componente na fase interna que é insoluvel na fase
continua e/ou co-tensoativos que adsorvem firmemente na interface oleo-agua séo
alternativas para a prevencado da maturacdo de Ostwald, o principal mecanismo de
instabilizacdo e quebra de nano-emulsées (TADROS et al., 2004). Nos
hipotetizamos que este tensoativo pode estar influenciando na formagéo e
estabilizacdo da formulagdo por meio das duas formas (OLIVEIRA-FERRAZ et al.,
2020). Em outro estudo do nosso grupo de pesquisa, foram preparadas nano-

emulsdes a base do OE de A. suaveolens com polisorbato 80/monooleato de
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sorbitano na RTO 1 com resultados similares (BRITO et al., 2021). No entanto, a
mudanc¢a do par de tensoativo, mediante troca do monooleato de sorbitano pelo
trioleato de sorbitano permitiu que a VG fosse reduzida no minimo por volta de 7x
apos 48 h de monitoramento.

Para verificacdo da repetibilidade do processo e confirmacado da escolha da
nano-emulsao selecionada (NES) foi realizado o preparo em ftriplicata dessas duas
nano-emulsdes, conforme apresentado na tabela 13.

O IP é um parametro que reflete a homogeneidade da distribuicdo de uma
populacdo de coloides. Portanto, € de se esperar que uma baixa VG seja
acompanhada de manutencgao do IP. Isso pode ser observado pela visualizacdo dos
graficos de distribuicdo de goticula da nano-emulsao preparada com polissorbato80/
trioleato de sorbitano e agua deionizada na RTO 1 (EHL 13), que manteve seu perfil
de distribuigdo homogénea (Grafico 1). Os valores de potencial zeta, que também
foi utilizado para confirmagéo da escolha da NES dentre essas duas nano-emulsoes,
também foram mais negativos no periodo analisado (tabela 13).

E importante salientar que nano-emulsdo preparada com polissorbato80/
trioleato de sorbitano e agua deionizada na RTO 1 (EHL 13) também apresentou
reflexo azulado mais acentuado, tipico de sistemas coloidais e atribuido ao efeito
Tyndall. Com base nessas observagdes e atendimento aos critérios pré-
restabelecidos, a nano-emulsdo preparada com polissorbato80/ trioleato de
sorbitano e agua deionizada na RTO 1 (EHL 13) foi pré-definida como NES para
continuidade da avaliagédo de fatores de influéncia externa sobre comportamento do

coloide e ensaios farmacologicos desse estudo.
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Intensity (Percent)

Grafico 1 — Distribuicdo de tamanho de goticula da NES no dia do preparo (A), apos 24

horas (B) e apds 48 horas (C). A direita fotografia do aspecto macroscopico da NES no dia

do preparo (concentrada e diluida)
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).
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Tabela 13 — Distribuicao de tamanho de goticula

tensoativos ndo-idnicos.

das nano-emulsdes preparadas com o6leo essencial de A. suaveolens e dois pares de

Nano-emulsoes

(h)
P80/SM P80/TS P80/TS*
Tamanho IP Potencial Tamanho IP Potencial Tamanho IP Potencial
(nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV)
0,265 + -125+ 0,205 + -18,2 0,225 +
0 176,7 + 0,8 0.011 0,100 68,16 £ 0,7 0,016 0.153 70,65+2,8 0018 - 17,5+ 1,21
0,262 + 0,167 + -20,7 0,201 %
24 170,8 +1,3 0,014 -16,4 + 1,44 68,7 + 0,1 0,010 0,902 70,42 £ 3,3 0,027 19,2+ 1,29
48 n.m n.m n.m n.m n.m n.m 72,23 +£3,6 061§§2i -24.6 + 3,51

*Nano-emulsao selecionada, valores médios representando trés preparos independentes das nano-emulsdes

n.m nao medido
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5.2.1 Nano-emulsao selecionada

O estudo de influéncia do tempo no comportamento da NES foi realizado por
28 dias. Duas réplicas independentes foram preparadas e armazenadas em
temperatura controlada (25 £ 3°C). Os valores médios de diametro e IP mensurados
por EDL est&do apresentados no grafico 2.

Grafico 2 — Dados de diametro médio (nm) e indice de polidispersao da NES ao longo do

tempo.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

Houve uma tendéncia para a uniformidade de tamanho em torno de 70 nm e
IP médio de 0,2 no dia do preparo, apés 24 horas e 48 horas. Nas semanas
seguintes € possivel observar um aumento do didmetro das goticulas, chegando a
230 nm ao final de 28 dias. E interessante observar que no fendémeno de Maturacao
de Ostwald, a migracdo de substancias mais hidrofilicas de goticulas menores para
goticulas maiores nao deveria gerar diminuigdo do IP. Por outro lado, o IP diminuiu
para valores médios de 0,16. A adicdo de esqualano, um triterpeno aciclico
biosintéticamente associado a duas unidades bioquimicamente ativas de farneseno
pode ser uma boa estratégia para prevenir essa variagdo observada principalmente
a partir de 48h -7 dias de armazenamento. O esqualano é considerado um efetivo
inibidor da liberagcdo de variagdo de goticula (PUIGVERT, 2015) e

concomitantemente ao uso do trioleato de sorbitano, além dos proprios mecanismos
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de “compositional ripening” associados ao B-farneseno, pode ser util para que a NES
exiba futura longa estabilidade cinética.

A influéncia da temperatura na NES também foi verificada ao longo de 28 dias
de armazenamento. Ela foi submetida a uma rampa de aquecimento, iniciada na
temperatura de 20 °C com incremento de temperatura de 5°C chegando até 80°C. A
nano-emulsao apresentou tendéncia para aumento do tamanho de goticula ao longo
do tempo de armazenamento sem alteragcdes no IP. No dia do preparo houve um
aumento de tamanho na temperatura de 65°C seguida de um decréscimo em 75°C.
Nos demais periodos avaliados houve uma sutil tendéncia para a diminuicido do
tamanho das goticulas com a elevagédo da temperatura (Grafico 3). Esse fenébmeno
pode indicar que o aumento da temperatura da fase externa poderia estar
contribuindo para uma maior solubilizacdo dos componentes mais hidrofilicos da

fase interna, promovendo a diminuigdo do tamanho das goticulas.

Grafico 3 — Influéncia da rampa linear de incremento da temperatura em funcdo da

distribuicdo do tamanho de goticula.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

A uniformidade de tamanho das populagbes de goticulas de uma nano-
emulséo é dada pelo IP. Este é um parametro importante para a estabilidade, ja que
uma baixa homogeneidade de goticulas favorece a maturagao de Ostwald (SOLANS
et al.,, 2005). Valores de IP proximos de O (zero) indicam maior uniformidade de
distribuicdo de goticulas, enquanto valores que se aproximam de 1(um) indicam uma

amostra polidispersa (TAN et al., 2016). Adicionalmente, um IP desejavel pode variar
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de acordo com a aplicacdo, podendo valores maiores serem considerados
adequados quando o objetivo € uma via que néo a parenteral (p.ex. aplicagdes na
industria de controle de pragas). J& no primeiro caso, um baixo IP deve ser
respeitado, uma vez que o risco de ocorréncia de goticulas maiores que o didmetro
dos menores capilares sanguineos (~ 5 mm) podem levar a embolia pulmonar
(AULTON; TAYLOR, 2016). Em nosso estudo os valores de indice de polidispersao
considerados aceitaveis variam entre 0 e 0,2.

Ao longo do armazenamento, o IP caiu para aproximadamente 0,1 e
permaneceu assim ao longo dos 28 dias (Grafico 4). Apenas a nano-emulsido recém
preparada apresentou um aumento para 0,3 na temperatura de 65°C e uma
diminuicdo para 0,1 em 80°C. Nos demais dias analisados ndao houve alteracoes
nesse parametro em fung¢ao do incremento da temperatura, assim como, na analise

de tamanho.
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Grafico 4 — Influéncia da rampa linear de incremento da temperatura em funcdo do indice

de polidispersao no dia do preparo (A), apés 14 dias (B), 21 dias (C) e 28 dias (D).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

O estudo de sobre a influéncia de fatores externos sobre a NES evidencia
uma necessidade de otimizagcdo de sua estabilidade cinética, uma vez que a
manutengao da distribuicdo do tamanho de goticula s6 ocorreu nos primeiros dias de
armazenamento. Em nosso grupo de trabalho possuimos a perspectiva de utilizar
substancias fortemente lipofilicas na fase interna como estratégia a prevencao da
maturacdo de Ostwald. A adicdo do triterpeno esqualeno consideravelmente
insoluvel no meio aquoso (Log P = 13,09) foi estudado como estabilizante de nano-
emulsdes (TADROS et al., 2004). Na verdade, o OE de A. suaveolens possui uma
substancia maijoritaria que também possui caracteristicas bastante lipofilicas: o (-

farneseno (Log P = 6,62), um sesquiterpeno que poderia ser adicionado em sua
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forma purificada a fase interna de forma a melhorar a estabilidade da nano-emulséo
a base de OE de A. suaveolens.

No entanto, salienta-se que para os objetivos desse trabalho, que visa avaliar
a modificagdo dos efeitos neuroativos do OE de A. suaveolens ap0s a sua nano-
emulsificacdo e considerando a estabilidade atingida durante 48h, a NES atende os
critérios pretendidos. Um papel decisivo foi dado ao tamanho diminuto da NES, uma
vez que quando menor o tamanho, maior a permeabilidade frente as barreiras
biolégicas em zebrafish (LI et al., 2017). Outras estratégias também podem ser
utilizadas em casos em que um sistema nano-emulsionado ndo se mantém estavel.
Os sistemas de liberagcao de farmacos auto nano-emulsionaveis sao utilizados na
industria para preparagao de nano-emulsdes por baixo aporte de energia (SOLANS
e SOLE, 2012), mas também podem ser alternativas para redisperséo imediata e

prévia a sua utilizacdo/administracio.

5.3 ZEBRAFISH

Ensaios toxicoldgicos in vitro tém sido utilizados para a triagem de produtos
naturais como ferramentas preliminares para a selegdo de agentes terapéuticos
promissores. No passado, alguns invertebrados foram usados na tentativa de
correlacionar a toxicidade in vitro com os efeitos terapéuticos ou tdxicos, entretanto,
a pesquisa translacional avancou desde entdo para modelos mais adequados,
incluindo células e outros organismos.

Até o presente momento, apenas um ensaio preliminar com Artemia salina foi
realizado para o OE de A. suaveolens com indicativo de possivel citotoxicidade
(MARTINS et al., 2016). No entanto, esses sao dados preliminares e que exigem
maiores aprofundamentos para correlagdo com outros organismos. Os estudos in
vivo foram executados utilizando a NES recém preparada para minimizar possiveis
alteracgdes no perfil farmacocinético que poderiam ser originadas devido ao aumento
do tamanho das goticulas. Assim como obter os resultados desejados de tamanho e
homogeneidade da distribuicdo de goticula s&o parédmetros importantes, uma vez
que, essas caracteristicas influenciam diretamente a estabilidade cinética do
sistema, a investigagdo de uma alteragcdo em alguma propriedade de interesse

(SOLANS; SOLE, 2012), no caso a atividade biolégica da nano-emulsdo quando
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comparada ao produto natural a ndo-nanoemulsionado, também desempenha um

papel central nas bases conceituais adotadas nesse trabalho.
5.3.1 Teste de toxicidade aguda em embrides de peixes

A Dbioatividade da NES foi testada comparativamente ao OE nao-
nanoemulsionado utilizando-se o teste de toxicidade aguda embrides com
adaptagdes para que a metodologia se ajustasse aos objetivos de um ensaio de
performance. Isto é, um método que fosse capaz de responder se a nano-
emulsificacdo do OE de A. suaveolens modificava a sua bioatividade e, no melhor
dos casos, se potencializava os efeitos nas mesmas concentragdes.

Os embrides de zebrafish, em seu desenvolvimento embrionario normal
(Fig.14) , encontravam-se no estagio de segmentacéo apos 24 horas da fertilizaggo.
Nesse periodo, foram observados mais de 90% de embrides coagulados nas
concentragdes mais altas (100 e 50 pg.mL'1) tanto para a nano-emulsdo quanto para
o OE néo nano-nanoemulsionado. Na menor concentragao (25 pg.mL'1), a nano-
emulsdo induziu 70% de coagulagdes e 30% de gastrula, enquanto o OE ndo nano-
estruturado induziu 20% de coagulagdes, 50% de gastrula e 30% de embrides
segmentados. Um total de 3,33% de embrides coagulados foi observado na menor
concentragdo da dispersdo de tensoativos utilizados na preparagcao da NES (25
ug.mL™") e os demais estavam no estagio de segmentacdo, enquanto 100% dos
embrides do grupo controle negativo encontravam-se em segmentacdo. Apos 72h
de experimento, 100% dos embrides do grupo controle eclodiram, de acordo com o
esperado, enquanto 83,33% e 33,33% de eclosbes foram observadas no grupo da
dispersao de tensoativos da NES a 50 pg.mL'1 e 25 pg.mL'1, respectivamente. Esses
foram os niveis maximos de sobrevivéncia e eclosdo no experimento. Todos os
grupos tratados chegaram a 100% de coagulagcédo depois de 48 h, com excec¢éo da
nano-emulsao na menor concentragcao (25 ug.mL'1), que estava em 96,67% nesse
periodo e chegou a 100% apds 72 h. De acordo com a OECD (2013), a taxa de
eclosdo no diluente deve ser maior ou igual 80% ao final das 96h de exposigéao.
Esse critério foi atendido para os grupos tratados com diluentes da nano-emulséo e
do OE nao nano-emulsionado a 25 ug.mL'1. Comparativamente, a coagulagao de
embrides do OE n&o-nanoemulsionado foi 3,5 vezes menor que o tratamento com a

nano-emulsdo nessa concentragéo, sugerindo que a nano-emulsificagdo aumentou a
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toxicidade aguda. No entanto, € importante mencionar que mesmo o OE a granel
sendo menos toxico, ele induziu atraso no desenvolvimento dos embrides quando

comparado ao controle.

Figura 14 — Desenvolvimento embrionario nas primeiras 72 horas pés-fertilizagao e larva

apos 7 dias

Zigoto (0,5 hpf) Clivagem (0,75 hpf) Blastula (3 hpf) Gastrula (10 hpf)

\

Segmentagdo (26 hpf) Faringula (31 hpf) Eclosdio (50 hpf) Larva (7 dpf)

Fonte: Siebel, A. M.; Bonan, C. D.; Silva, R. S. (2015)

Considerando o crescente interesse nos embrides de zebrafish como uma
ferramenta valiosa para a avaliagdo da toxicidade e potencial triagem de alternativas
terapéutica de origem vegetal (JAYASINGHE; JAYAWARDENA, 2019), o FET test
foi considerado uma estratégia promissora para comparagao da bioatividade de
nano-emulsdées com seus OEs ndo nanoemulsificados, funcionando como uma
racionalidade para a escolha de protétipos que tenham o objetivo de rapidamente
atender ao critério de modificagdo de uma propriedade biolégica devido a diminuigao
do tamanho das goticulas para a escala nanométrica por meio de um ensaio in vitro

de rapida execucéo utilizando um organismo multicelular.

5.3.2 Ensaio preliminar de toxicidade aguda comparativa

Diferencas no metabolismo entre os adultos de zebrafish e seus embrides séo

esperadas (OECD, 2013). Assim, apds a etapa inicial usando o FET teste como
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teste de performance sugestivo de que a NES se encaixava nos critérios almejados
para um sistema coloidal de interesse biolégico, ela e o OE ndo nano-
nanoemulsionado foram administrados em machos e fémeas adultos na maior dose
possivel para a NES de forma a comparar sua neuroatividade. Foi observado em
ambos grupos um indicativo de proeminente efeito depressor do SNC. No grupo
tratado com a NES, imediatamente apds a administracéo, foi observada paralisia,
que permaneceu por aproximadamente 1 minuto em todos animais (Figura 15 A-E).
Também foi observado nado em um lado, nado na superficie, atividade exploratoria
(Figura 15 F), comportamento de perseguicdo ao espelho e thigmotaxia. Ja no
grupo tratado com OE ndo nano-emulsionado, diferente daqueles animais tratados
com a NES, eles apresentaram geotaxia e imobilidade logo ap6s a administragéo.
Também foi observada ataxia, nado no fundo e comportamento de bater-e-deslizar.
Apoés cerca de 8 minutos de administragdo, os peixes mostraram alguma atividade
exploratoria, no entanto, de maneira geral, a geotaxia e os movimentos erraticos
foram marcantes. Os machos foram mais suscetiveis as alteragdes, especialmente,
no caso do grupo tratado com o OE nao-nano-emulsionado, como evidenciado pela
imobilidade. As alteragbes comportamentais observadas foram classificadas de
acordo com Kalueff e colaboradores (2013) e sugerem neuroatividade e efeitos

sedativos.
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Figura 15 — Fotografias seqlienciais de zebrafish apresentando paralisia logo apés a
administracdo da NES na (A) superficie, (B) meio e (C — E) fundo do aquario. Por fim, apds

aproximadamente 1 minuto, em (F) o mesmo animal consciente.

(A) . (B) (C)

‘.

(D) (E) (F)

‘\)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).

Nao foram observadas mortes nos grupos tratados (OE e NES) e no grupo
controle do OE (polissorbato 80), enquanto um macho morreu apdés 24h do
tratamento com dispersao de tensoativos (polisorbato 80/trioleato de sorbitano,
EHL=13), equivalentes a propor¢ao utilizada para a preparagao da NES. De acordo
com a OECD, ratas fémeas frequentemente sdo sutiimente mais sensiveis que
machos, e desse modo, quando a espécie tem machos como mais
suscetiveis/sensiveis, os ensaios de toxicidade aguda devem ser realizados em
individuos desse sexo (OECD, 2008). Alguns diluentes amplamente utilizados em
ensaios farmacolégicos também podem exercer influéncia, como o propilenoglicol,
que pode interferir como um agente ansiolitico (SILVA; ELISABETSKY, 2001). Na
verdade, tanto espécimes fémeas como machos do grupo da dispersdo de
tensoativos, com sinais mais marcantes no Uultimo, apresentaram geotaxia e
imobilidade similar aos primeiros sinais do grupo do OE ndo nano-estruturado,
sugerindo possivel atividade sedativa. De toda maneira, a notavel e pronunciada
paralisia do grupo da NES sugere que a esse efeito é devido a diminuigdo do

tamanho de goticula do OE apds a nano-emulsificagdo, mesmo que outros efeitos
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sedativos devido a efeitos sinérgicos dos produtos naturais do OE e tensoativos nao-
iGnicos dispersos na fase aquosa estejam contribuindo para a atividade.

Nesse sentido, ensaios farmacolégicos adicionais em testes comportamentais
especificos devem ser realizados com essas substancias, especialmente o pouco
testado trioleato de sorbitano, um tensoativo lipofilico, para melhor compreensao dos
mecanismos, influéncia e dose nas quais elas podem exercem atividade.

A dose-dependéncia de alguns farmacos sedativo-hipnoéticos é bem
estabelecida. Eles podem induzir diferentes efeitos no SNC em funcdo da dose,
logo, efeitos hipnéticos sdo esperados em um estado de maior depressdo do SNC
(KATZUNG, 2014). Para nanofitomedicamentos, apesar da liberagdo controlada por
um periodo estendido de agdo e outras vantagens, os sistemas de liberagao
modificada com tamanho nanométrico também sao muito promissores para o
aumento da bioatividade. Por exemplo, quando comparados com a mesma dose
administrada (expressa em concentragdo de cumarina), nano-dispersdes de guaco
induziram 60,38% de redugdo de dano, enquanto o extrato hidroetandlico
convencional dessa espécie ndo promoveu nenhuma protecao, evidenciando que a
diminuicdo do tamanho para escalas nanométricas potencializou a
antimutagenicidade (SANTANA et al., 2019).

A atividade antidepressiva do OE de A. suaveolens e do linalol, um dos seus
constituintes majoritarios, foi confirmada durante a observagdo de uma redugao do
comportamento tipo-depressivo em roedores, apds a administracao intraperitoneal
de doses de 75 e 30 mg.kg'. Curiosamente, neste estudo citado, os autores nao
encontraram atividade ansiolitica induzida pelo OE de A. suaveolens ou pelo linalol
durante a avaliagdo do comportamento tipo-ansiolitico. Na verdade, foi hipotetizado
que a auséncia desse efeito poderia ser em fungdo da via de administragao
intraperitoneal no lugar de outras vias (por exemplo, a via inalatéria) ou pelo
tratamento agudo, ao invés de tratamentos mais longos, ou também devido a
necessidade de maiores doses (SANTOS et al., 2018). A depressao da fungcédo do
SNC de maneira gradativa e dose-dependente pode diferir em termos de relagéo
dose entre os efeitos diferentes e também grau de depressdo do SNC, de acordo
com alguns farmacos sedativo-hipnoticos. Seria de esperar que, uma vez que 0O
farmaco atua como um sedativo e, portanto, reduz a ansiedade, se a dose for

aumentada, os efeitos hipnéticos poderao ser alcangados. (KATZUNG, 2014)

94



Alguns esfor¢cos foram feitos acerca dos mecanismos envolvidos no papel
principal dos constituintes fitoquimicos do OE de A. suaveolens em uma tentativa de
correlacionar aos efeitos psicofarmacologicos desse produto natural/ vegetal,
amplamente utilizado na medicina popular. Elisabetsky e colaboradores (1995),
depois de um estudo prévio in vivo no qual foi confirmada as atividades
sedativa/hipnética e anticonvulsivante do linalol, revelou que os efeitos sedativos no
SNC induzidos por esse terpenoide pode ser pela inibicdo da transmissao
glutamatérgica.

A notavel atividade sedativa dose-dependente de uma lactona exodgena,
estruturalmente relacionada as lactonas enddgenas do OE de A. suaveolens,
também foi observada, revelando efeitos hipndticos, anticonvulsivantes e
hipotérmicos (COELHO-DE-SOUZA et al., 1997). Portanto, nossos resultados
sugerem que provavelmente devido a maior absorgdo e/ou permeagao no SNC apos
a nano-emulsificagdo, houve uma depressédo mais pronunciada do SNC, alcangcando
um efeito superior ao inicialmente esperado efeito ansiolitico na dose sub-letal
administrada, como evidenciada pela paralisia, que é uma alteracdo sugestiva de

hipnose.
5.3.3 Toxicidade oral aguda do éleo essencial

Como nao houve mortalidade na NES durante o ensaio preliminar de
toxicidade aguda comparativa, ndo foi possivel fazer diluicbes sucessivas para
determinacdo da CLsg, uma vez que nao era possivel preparar uma “NES” mais
concentrada (expressa em funcdo de concentragdo de OE) sem prejuizo das
caracteristicas fisico-quimicas ja caracterizadas do sistema. Foi realizada analise
PROBIT (Tabela 14, Grafico 5) para o OE n&o nano-nanoemulsionado. A dose letal
mediana total calculada considerando-se fémeas e machos foi de 502,808 mg.kg™.
As DL, também foram calculadas separadamente para cada sexo, respectivamente
447,081 mg.kg' para machos e 531,946 mg.kg™' para fémeas. Nao houve diferenca
estatistica significativa na relacdo entre a mortalidade e o sexo, no entanto, &
possivel observar uma tendéncia para menores valores de DLsg em zebrafish

machos.
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Grafico 5 — Modelo ajustado com intervalos de confianca de 95%.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).
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Tabela 14 — Analise PROBIT do OE ndo nano-nanoemulsificado de A. suaveolens frente a adultos de zebrafish.

Grupo DLso DLgo DLgg X? P
Machos/Fémeas 502,808 623,276 793,298 43,2206  0.0000
(447,871 - 553,308) (568,731 - 760,081) (689,896 - 1101,32)
Machos 447,081 576,411 758,941 23,9369  0.0000
(334,427 - 526,807) (503,463 - 834,164) (629,33 - 1380,65)
Fémeas 531,946 673,497 873,273 17,311 0.0000

(433,578 - 654,405) (587,236 - 1167,24) (712,743 - 1982,38)
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5.3.4 Teste do tanque novo

No teste do tanque novo, os videos obtidos foram analisados manualmente
por trés avaliadoras cegas e independentes, a fim de quantificar o indice
confiabilidade entre avaliadores (inter-rater reliability index), obtendo-se um
coeficiente de correlagédo entre os resultados das analises maior que 0,97

O teste do tanque novo é um ensaio comportamental baseado no paradigma
da novidade, no qual, um ambiente novo desperta tanto
medo/ansiedade/comportamento evitativo quanto curiosidade/exploragdo no animal.
Os comportamentos exploratérios dependem do medo inibindo a exploragao
(ARAUJO et al., 2012; CACHAT et al., 2012). Ele é um teste analogo ao teste do
campo aberto, amplamente utilizado para acessar comportamentos tipo-ansiosos ou
tipo-antidepressivos em roedores, diferenciando-se pela adigdo de uma terceira
dimensao, a vertical, ao comportamento dos peixes, permitindo avaliar a exploragao
do topo-fundo (STEWART et al.,, 2010; NGUYEN; STEWART; KALUEFF, 2014).
Quando colocados em um ambiente novo, os zebrafish naturalmente vao para o
fundo do tanque e diminuem a exploragdo ambiental até que se sintam seguros para
nadar por regides mais superficiais do aquario (CACHAT et al.,, 2012). Alguns
parametros comportamentais sdo utilizados para avaliar se 0 animal esta ou nao
apresentando comportamento tipo-ansioso ou estresse relacionados. De maneira
geral, uma diminuicdo dos comportamentos exploratérios indica maior ansiedade ao
passo que um aumento indica menor ansiedade. A mensuracédo desses parametros
pode ser realizada utilizando softwares de analise de video automatizados ou
manualmente (CACHAT et al., 2012). Neste ultimo caso, € importante que a analise
seja realizada de forma cega e por mais de um analista, a fim de eliminar vieses
relacionados a subjetividade e imparcialidade.

Dentre os parametros que podem ser mensurados manualmente, sdo de
particular importancia para este trabalho a laténcia para entrada no topo, o tempo
gasto no topo, o tempo gasto no fundo, o numero de entradas no topo e, por ultimo,
um parametro calculado a partir de anteriores: a proporg¢ao topo/fundo. A laténcia
para entrada no topo € definida como o tempo, em segundos, que o peixe levou para
atravessar, pela primeira vez, para a porgcdo superior do tanque. Quanto maior a
laténcia, maiores os niveis de ansiedade. O tempo gasto no topo e o tempo gasto no

fundo indicam, em segundos, o tempo que o animal permaneceu respectivamente,
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no topo e no fundo. Maiores tempos de permanéncia na por¢ao superior do tanque
indicam menores niveis de ansiedade. O numero de entradas no topo € o numero de
vezes que o peixe cruza da porcao inferior para a por¢gao superior, quanto maior o
numero de entradas, menores o0s niveis de ansiedade. Ja a propor¢ao topo/fundo é
definida pela raz&o entre o tempo gasto no topo e o tempo total analisado, que foi de
360 segundos, obtendo-se um valor entre 0 e 1. Quanto mais préximo de 1, menores
os niveis de ansiedade (CACHAT et al., 2012).

Os parametros de tempo no topo, tempo no fundo e tempo de laténcia para
entrada no topo n&o apresentaram diferenga significativa nos grupos tratados
(grafico 6). Embora os resultados quando analisados por ANOVA, indiquem que ha
diferencas estatisticas, essas diferencas nao foram verificadas quando foi realizado
o teste post-hoc de Tukey. Ainda assim, informacdes valiosas podem ser extraidas a
partir das tendéncias que foram obtidas. Possiveis explicacbes envolvendo a
farmacocinética de coldides pode estar relacionada nesses resultados conforme
explicitado mais adiante. Houve um tempo de permanéncia maior na porg¢ao inferior
do aquario tanto para os grupos tratados com OE n&o-nanoemulsionado quanto para
a NES. O tempo de laténcia para entrada no topo foram semelhantes. Neste ultimo
ensaio (laténcia), o menor valor observado foi o do controle positivo, enquanto os
grupos tratados apresentaram comportamento semelhante ao grupo que recebeu

apenas agua.

Grafico 6 — Resultados de diferentes parametros avaliados no ensaio do tanque novo.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2021).
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O grafico 7a mostra os resultados de proporgdo topo/fundo dos grupos
tratados e seus respectivos controles. O valor de proporgdo topo/fundo do grupo
tratado com 25 mg.kg™' do OE nao nano-emulsionado foi significativamente (p < 0,05)
maior do que o grupo 7,5 mg.kg' de NE (grafico 7b). Para preparacdo das
diferentes doses do OE nao nano-emulsionado, seu diluente, o polissorbato 80, era
necessariamente aumentado, modificando-se diferentes “RTOs”. E possivel que um
coldide similar aos sistemas de entrega de farmacos auto-nano-emulsionantes tenha
sido formado ao entrar em contato com o liquido presente no trato gastrointestinal,
da mesma forma que varios tipos de outros sistemas podem ser formados em
regides de um diagrama pseudo-ternario ao se misturar agua a misturas de
tensoativo (s)/6leo em diferentes proporcbées. Uma vez formado no trato
gastrointestinal do animal, formaria um sistema com goticulas de tamanho diminuto
que poderia promover maior permeacao aos tecidos e levando a um aumento dos
efeitos do OE, tal como o aumento da atividade exploratéria evidenciada pela maior
proporcao topo/fundo. Por outro lado, o efeito da diluicdo da NE em doses mais
baixas com agua poderia ter exercido efeito contrario. Pode-se esperar que as
goticulas se solubilizaram na fase aquosa tornando o efeito neuroativo menos

pronunciado.
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Grafico 7 — Resultados de proporgao topo/fundo pds-ensaio comparativo entre OE nao

nano-emulsificado e NES.
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Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2021).

Grafico 8 — Resultados de entradas no topo pds-ensaio comparativo entre OE ndo nano-

emulsificado e NES.
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O aumento do comportamento exploratério péde ser observado nas doses
intermediarias da nano-emulsao (7,5 e 2,5 mg.kg-1), como evidenciado no grafico
pelo aumento das entradas na porgao superior do aquario (grafico 8). Um efeito
semelhante foi obtido na dose de 25 mg.kg-1 no grupo tratado com OE nao-
nanoemulsionado. Os efeitos da nano-emulsdo no parametro de entradas no topo
sdo inibidos nas maiores doses, apresentando-se graficamente em forma de sino.
Um mecanismo que pode estar influenciando esse comportamento € a possivel
formacao de agregados de goticulas nas maiores concentragdes da nano-emulsao,
logo, é esperado que o aumento do tamanho diminua a difusdo das substancias
através das membranas celulares. E interessante notar que embora seja conhecido
que coldides diluidos possam gerar curvas sigmodais quando diluidos, a questao
das curvas de sino para doses concentradas estudada com moléculas isoladas
(OWEN et al., 2014) certamente abre perspectiva para fitocoloides, potencialmente
mais complexos do e que podem sofrer transigcdes de fases inclusive durante
processos bioldgicos (ex. cristais liquidos/microemulsdes — nano-emulsoes).

No grupo tratado com a dose de 75 mg.kg'1 do OE nao nano-estruturado
também houve uma importante diminuicdo das entradas no topo. Isso mostra que
além do mecanismo mencionado anteriormente, € provavel que outro fator esteja
desempenhando influéncia na redugao da atividade exploratéria em maiores doses.
Nesse sentido, salienta-se o conhecido efeito sedativo do OE de A. suaveolens, que
se mostrou capaz de provocar hipnose em doses acima das utilizadas neste ensaio,
de modo que, algum comprometimento da mobilidade foi observada nas maiores
doses administradas. Somado-se a isso, quando olhamos para a dose de 75 mg.kg
da NE e de OE n&o-nanoemulsionado a 25 mg.kg”, ha& um menor nimero de
entradas no topo associada a um maior tempo de permanecem nessa regiao do
tanque, mostrando que houveram comportamentos de nado em superficie, que sao
indicativos de neurotoxicidade (KALUEFF et al., 2013).

5.4 ESTUDOS IN SILICO
5.4.1 Predicao de atividade

Os resultados gerados para predigao de atividade estado presentes na tabela
15. Todos tiveram algum tipo de atividade predita no PASS relacionada,
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principalmente, ao GABA e serotonina, estando diretamente relacionada a
transtornos de humor. Todas estas a¢des apresentaram valores de PA maior que Pi,
tendo sempre em comum entre as trés moléculas o tratamento de fobias em primeiro
lugar e a probabilidade de inibir a GABA-aminotransferase (GABA-AT) em segundo,
com um Pi muito baixo para tal enzima que nao ultrapassa 0,025.

O B-farneseno obteve somente predicdes no PASS. Entretanto, para o linalol
foi possivel obter um resultado com acao bloqueadora do receptor de serotonina 5-
HT3;. Com a estrutura da massoialactona foi possivel predizer possiveis proteinas
alvos tanto no SEA quanto no SwissTarget, além dos resultados ja obtidos no PASS.
Levando a atengdo principalmente aos receptores envolvidos no mecanismo
fisiolégico do acido glutdmico. A atividade de estimular serotonina e modular GABA,
demonstrado no resultado do PASS, é também vista no SwissTarget, apontando
como possiveis alvos envolvidos o 5-HTg (12,5% de probabilidade) e o canal ibnico
GABAA (11,8% de probabilidade).
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Tabela 15 — Resultados de predi¢cao de atividade in silico.

Predi¢cdes de Atividade

Moléculas PASS Pa/ Pi SEA SwissTarget CDDI

0,67/

Tratamento de fobias
0,09
0,49/

Inibidor de GABA-AT
0,02

B-farneseno -- -- --

0,29/

Estimulante de 5-HT
0,12
0,19/

Agonista GABAg

0,07
0,64/

Tratamento de fobias
0,10 Relacao
0,55/ com o

Linalol Inibidor de GABA-AT - -

0,01 receptor 5-
0,24/ HT;

Estimulante de 5-HT
0,15
0,67/ Receptor 5-

Tratamento de fobias
0,09 HTg
0,57/ Receptor

Inibidor de GABA-AT
0,01 Receptor GABA,

0,47/  metabotropico
Massoialactona  Estimulante de 5-HT —
0,06 de glutamato

Receptor
0,18/ 2
Agonista GABAg 0.09 metabotropico
’ de glutamato 5
Antagonista receptor 0,13/
NMDA 0,05

5.4.2 Predicao de propriedades farmacocinéticas

As saidas dos parametros farmacocinéticos gerados pelo PreADMET estéao
inseridas na tabela 16. Tais resultados foram considerados satisfatorios para todas
as trés moléculas no que se refere a absorcao oral, uma vez que valores maximos
foram observados. Em relacdo a permeabilidade em células Caco-2 e MDCK os
webservidor realizou a predicdo dentro dos valores medianos, mostrando um

indicativo de média absorcao destas substancias no epitélio intestinal.
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O valor insatisfatorio é visto para a PPB, tendo em vista que as moléculas que
se ligam de maneira muito forte em proteinas plasmaticas n&do possuem boa
disponibilidade para maior efeito biolégico. Por fim, o valor de permeabilidade em
barreira hemato-encefalica é excelente para 3-Farneseno e linalol, a0 mesmo tempo
que é mediano para massoia lactone. Predigdo muito satisfatoria para drogas com
objetivo de atingir o SNC. E interessante notar que esses dados agregam aos
estudos relacionados aos fitocoloides, uma vez que as nano-emulsbes podem
auxiliar na absorcao de moléculas bioativas sem a necessidade de modificacbes
estruturais. Uma vez que possuem boa permeabilidade na BBB, substancias como o
linalol e o B-farneseno poderiam atuar tanto na forma livre ou mesmo junto a esses
sistemas de entrega de farmacos que podem também permear conjuntamente,
sendo um campo de estudo amplo para moléculas até entdo pouco estudadas

devido a limites de solubilidade, como p.ex., o proprio B-farneseno de A. suaveolens.

Tabela 16 — Resultados de predigao farmacocinética in silico.

o Absorgao Distribuicao
Substancias
HIA pCaco-2 pMDCK PPB BBB
B-farneseno 100 23.405 23.405 100 21.700
Linalol 100 29.355 115.421 100 6.125
Massoialactona 100 37.840 44.882 100 0.9763

5.4.3 Predicao de propriedades toxicoldgicas

Os dados obtidos através dos webservidores PreADMET e ProTOX-Il estdo
apresentados na tabela 17. Para a molécula B-farneseno as predi¢gdes foram
satisfatorias, portanto, de baixo risco toxicoldgico frente aos descritores selecionados
e obtendo-se até mesmo bons valores de probabilidade para as saidas do ProTOX-
II. O unico alerta apresentado € o médio risco de inibir canais hERG.

O monoterpeno linalol e a massoialactona demonstraram um perfil in silico
toxicolégico com mais alertas, em comparacdo ao sesquiterpeno previamente
mencionado. Substancialmente em relagdo a carcinogenicidade e mutagenicidade
destas duas moléculas, deve-se salientar que para o PreADMET a saida de
resultado positivo para carcinogenicidade significa que ndo ha evidéncias acerca da

atividade para tal estrutura, e uma resposta negativa significa que ha evidéncias de
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atividade carcinogénica da tal estrutura. Além disso, a probabilidade do linalol ser
inativo para carcinogenicidade, perante ao ProTOX-Il, ndo é muito elevada, apesar
de ser maior que 50%. A massoialacton apresentou probabilidades nao tao altas,
além de ter predicao ativa para imunotoxicidade com probabilidade de acerto alta.
Vale ressaltar que estas toxicidades ndo se concluem como concretas na
realidade, porém conseguem guiar o pesquisador ao melhor caminho dentro de seus
estudos pré-clinicos, fazendo com que este dé atengcdo redobrada aos alertas

preocupantes do que foi predito por modelos in silico.

Tabela 17 — Resultados de predicédo de toxicidade in silico.

Molécula PreADMET ProTOX-II
Hepatotoxicity = Inactive
Ames_test = non-mutagen
P=0.79
Carcinogenicity = Inactive
hERG inhibition = medium_risk
P=0.73
. N Immunotoxicity = Inactive
B-farneseno Carcino_Mouse = Positive
P=0.99
Mutagenicity = Inactive
P=0.98
Carcino_Rat = Positive
Cytotoxicity = Inactive
P=0.81

Hepatotoxicity = Inactive
Ames_test = mutagen

P=0.76
Carcinogenicity = Inactive
hERG _inhibition = Low_risk
P=0.64
Linalol Immunotoxicity = Inactive
Carcino_Mouse = Negative
P=0.99
Mutagenicity = Inactive
Carcino_Rat = Negative P=0.95

Cytotoxicity = Inactive
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P=0.82

Hepatotoxicity = Inactive
Ames_test = mutagen

P=0.73
Carcinogenicity = Inactive
hERG _inhibition = medium_risk

P=0.54

Immunotoxicity = Active
Massoialactona Carcino_Mouse = Positive

P=0.82
Mutagenicity = Inactive

P=0.90

Carcino_Rat = Negative o .

Cytotoxicity = Inactive

P=0.53

5.4.4 Docking molecular

Primeiramente, foi realizado um docking molecular das trés moléculas no
sitio ativo da GABA-AT seguindo o método de algoritmo genético presente no
software GOLD. O numero de interagcbes entre as moléculas e os residuos de
aminoacidos mais relevantes estdo demonstradas na tabela 18. As coordenadas
para que estas moléculas fossem encaixadas no local de interagdo do PSZ (o ligante
ativo) sdo as seguintes: x = 32,44 y = -0,48 e z = 54,44. Estas foram encontradas
apos feita a validacédo, que resultou em um RMSD de 0,469 entre a melhor pose
gerada para o PSZ e a sua estrutura diretamente advinda do PDBID: 4YOI. O valor
de RMSD (Root Mean—-Square-Deviation— do inglés) é considerado aceitavel entre

os ligantes co-cristalizados e a pose gerada pelo GOLD, para estes, menor que 2A.

Tabela 18 — Docking molecular entre GABA-AT e as trés moléculas estudadas.

Residuos de aminoacidos do sitio ativo Outras informagoes
Substancia Total
lle72 Gly136 Ser137 Phe189 Arg192 Val300 GIn301 Phe351 Thr353 GoldScore
Interagoes
PSz 1 1 2 2 2 2 - - - 10 91,58
B-Farneseno 2 - -- 3 - 2 -- 3 -- 14 56,68
Linalol 1 -- - 2 1 - - 2 - 13 44,52

Massoialactona -- - -- 1 - -- - 2 1 10 48,22
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A figura 15 mostra as interagdes que as estruturas estudadas realizam, com
as interagdes de hidrogénio sendo representadas pela cor verde e as demais sendo

do tipo hidrofdbica, que sdo até mesmo as mais frequentes devido as caracteristicas
moleculares das estruturas.

Figura 16 — Representacao das interagdes entre as moléculas de A. suaveolens e GABA-
AT.
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Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2021).
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Ja para os resultados preditos das estruturas interagindo com o sitio ativo da
proteina 5-HT3a € possivel visualizar na tabela 19 os residuos relevantes que
obtiveram algum tipo de interacdo com as estruturas. Assim como é possivel
visualizar quais sdo os tipos de interacbes na figura 16 e quais sdo os outros

residuos que interagiram com as substancias.

Tabela 19 — Docking molecular entre 5-HT3a € as trés moléculas estudadas

Residuos de aminoacidos do sitio ativo Outras informagodes

Molécula Total

lledd Trp63 Arg65 Asn101 Tyr126 Trp156 Phe199 1le201 Tyr207 GoldScore
Interagoes

Alosetron 1 2 1 - 2 3 2 1 1 15 82,27
B-farneseno 2 1 2 -- 3 6 1 -- 2 17 76,91
Linalol - 4 1 - 2 5 - - 2 14 51,42
Massoialactona - 2 1 - 2 3 1 - - 10 57,23

O método empregado para docking neste alvo foi validado pelo GOLD, pois
obteve se um valor de RMSD inferior a 2A, exatamente 0,44A. Com esta validagao
foi possivel obter as coordenadas da posi¢cao do sitio ativo do receptor 5-HT3a, que
resultou em: x = 101,57 y = 119,28 e z = 93,39. Com isso, pode realizar o encaixe
das substancias de estudo no local em que a serotonina obtém seu efeito ao

interagir com esta proteina.
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Figura 17 - Representacao das interacdes entre as moléculas de A. suaveolens e 5-HT 3.
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Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2021).

Por ultimo é apresentado o resultado (tabela 20) da interagcdo entre as
moléculas de B-farneseno, linalol e massoialactona e os residuos de aminoacidos
ativos dentro do bolso de interagao do receptor 5-HT1a. Ja para os demais residuos,
tipo de interagdo e a pose melhor avaliada para tal € demonstrada na figura 17,
tanto para a molécula aripiprazo, o inibidor que foi co-cristalizado com a proteina,

quanto para as moléculas de interesse nesta pesquisa.
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Tabela 20 — Docking molecular entre 5-HT,4 € as trés moléculas estudadas.

Residuos de aminoacidos do sitio ativo Outras informagdes
Molécula Total
Tyr96 Trp98 Phe112 Trp114 Trp125 Ser199 Ala365 . GoldScore
Interacbes
Aripiprazol 2 -- 1 -- -- -- - 13 58,99
B-farneseno -- -- -- - -- -- 3 17 55,04
Linalol 3 - 2 - - - - 15 44,62
Massoialactona -- -- -- - -- -- - 8 49,21

O valor de RMSD calculado entre o aripiprazol do PDBID: 7E2Z e a melhor
pose gerada pelo GOLD foi no valor de 0,137A. E com a validagdo as coordenadas
encontradas para continuar o método com as moléculas de estudo foram x = 101,70
y = 119,30 e z = 115,71. E um bolso de ligacdo consideravelmente grande, com
dificuldades de moléculas pequenas reproduzirem interagdes muito comparaveis
com a molécula de aripiprazol, mesmo assim pode ser avaliado o GoldScore gerado
entre os resultados e assim entdo perceber que dentro dos parametros em que o
GoldScore € calculado, a estabilidade da conformagédo da melhor pose gerada para

B-farneseno foi proxima ao visto para o aripiprazol.
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Figura 18 - Representagdo das interagdes entre as moléculas de A.

e 5'HT1A.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Esse estudo permitiu aprofundar interpretacbes criticas sobre estratégias de
baixo aporte de energia na geragado de fitocoloides. A troca do monooleato de
sorbitano pelo trioleato de sorbitano permitiu a drastica reducdo do didmetro médio
de goticulas das nano-emulsdes (NEs) a base do oleo essencial de Aeollanthus
suaveolens. Partindo dessa NE selecionada (NES) e de um conceito tedrico de que
a nano-emulsificacdo potencialmente incrementa a bioatividade, foi possivel até
mesmo atingir efeitos sugestivos de sedagdo em zebrafish. O B-farneseno parece
estar envolvido nos mecanismos de agao sedativos investigados in silico. A
estabilizagcdo das NEs com inibidores da maturagcdo de Ostwald, incluindo o préprio
B-farneseno e misturas de B-farneseno/esqualano que poderia atuar como
inibidor/substancia bioativa, € uma estratégia que pode ser utilizada futuramente. O
uso de técnica amigavel ao meio ambiente e futuro escalonamento abre
perspectivas para a continuidade de ensaios nao-clinicos e clinicos como

nanofitoprodutos, especialmente no tratamento de doengas mentais comuns.
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LISTA DE APENDICES

APENDICE 1 — VARIAGAO DE GOTICULA ENTRE 0 E 48 HORAS DAS NANO-
EMULSOES PREPARADAS COM O OLEO ESSENCIAL DE A. SUAVEOLENS E
POLISORBATO 80/TRIOLEATO DE SORBITANO (EHL = 13) ARMAZENADAS
CONCENTRADAS E DILUIDAS

Concentrada Diluida
VGy,1 VG, VG2 VGy,1 VG, VG,
RTO 1 0,79% 1,09% 0,29% -5,22% -8,16% -3,10%
RTO 1sat 1,34% 1,90% 0,55% -5,07% -8,84% -3,96%
RTO 2 -1,92% 1,78% 3, 77% -1,11% -0,65% 0,47%
RTO 254t -8,21% -4.44% 4,10% 4,02% 2,65% -1,31%
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ANEXO 2 — RESUMO APRESENTADO EM FORMATO DE POSTER NO EVENTO 22ND
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON MICROENCAPSULATION

NANO-EMULSIFICATION OF AEOLLANTHUS SUAVEOLENS ESSENTIAL OIL
AFFECTS DEVELOPMENT OF ZEBRAFISH EMBRYO?

Thamara de Oliveira-Ferrazl, Diego Q. Ferreiral, Rosa H.V. Mourﬁoz, Caio P. Fernandes'
"NanoFito, PPGCF, Macap4, 68902-280, Brazil; “LABBEX, Santarém, 68040770, Brazil.
E-mail: thamara 96@hotmail.com

INTRODUCTION

A. suaveolens (Lamiaceae) is popularly known as
catinga-de-mulata (CM). Despite its wide folk-use
and the previous studies showing positive
neuroeffects, to the best of our knowledge no
study regarding its toxicity was carried out. Due
to the potential of nano-emulsions (NE) as
delivery systems, the CM essential oil (CMEO)
was used to develop an optimal NE and to
evaluate its impairment on the development of
zebrafish (Danio rerio) embryo.

METHODS

CMEO was extracted by hydrodistillation and
analyzed by GC-MS. The aqueous phase (AP)
was added dropwise to the oily phase under
vortex stirring (CMEO content of 2.5%). It was
changed the “i” surfactant-to-oil ratio (SOR) and
“ii” surfactant blend (polysorbate 80/sorbitan
monooleate — PSO/SM, or polysorbate 80/sorbitan
trioleate — P80/ST). The NEs were stored in its
concentrated (CNE) and diluted (DNE) form in
glass vials at 25 °C. The CMEO content on the
dynamic light scattering analysis was the same for
the CNE and DNE. The optimal NE, an aqueous
dispersion of its surfactant (ASD) and the bulk-
CMEO were tested at different concentrations
(100, 50 and 25 pg.mL™") on fertilized eggs of
zebrafish. The development was monitored daily
until 96h according to different stages or
alterations [1].

RESULTS

CMEO yield was 1.2 % and the main compounds
were linalool (33.6 %), B-farnesene (36.3%) and
massoialactone (13.0%). The increased SOR
enhanced droplet size (DS) and polydispersity
index (pdl) for both blends. Despite satisfactory
DS (176.7+0.76 nm) and pdl (0.265+0.011) were
observed for the PS0/SM NE (SOR 1), lower size
(68.2£0.68 nm) and pdl (0.205+0.016) were
observed with P80/ST (SOR 1), which also
presented a translucent aspect with a more
pronounced bluish reflect. When diluted, the
P80/SM NEs at both SOR, did not present major
alterations on DS/pdl, when compared to the

initial aforementioned parameters of the CNE.
The CNE and DNE prepared with PSO/ST (SOR
2) presented a similar DS (~85 nm) along storage.
However, despite the pdl of DNE remained
constant at a relatively high pdl (~0.500), for the
CNE, it decreased to values below 0.300 after
storage. Regardless the dilution effect, the PSO/ST
NEs (SOR 1) presented a DS without major
alterations along storage (CNE around 68.16-
6894 nm; DNE around 62.73-64.62 nm).
However, the pdl of the CNE presented a slightly
tendency for decrease (~0.205-0.153), while the
pdl of the DNE remained without major
alterations (~0.196-0.204). Therefore, the DNE
prepared with P80/ST (SOR 1) was chosen for the
further bioassay. After 24h, > 90% of coagulated
embryos (CO) were observed at the highest
concentrations (100, 50 ug.mL™") for the NE and
bulk-CMEO, while the lowest concentration
induced 70% and 20% of CO, respectively. A
development delay was observed for these groups,
evidenced by the presence of gastrulas, instead of
segmentation period. After 48h, all NE or bulk-
CMEO groups reached more than 95% of CO,
while only 23.3% and 3.3% were observed for the
ASD groups (50, 25 ug.mL™). A total of 30% of
ecloded larvae from the ASD group (25 pg.mL™)
presented alterations, such yolk sac edema and
cardiac edema. Normal development was
observed on the control group.

DISCUSSION & CONCLUSIONS:

Higher SOR affects the DS probably due to a
higher solubilization of some partially water-
soluble compounds. Maintenance of parameters
after dilution of the P80/ST NE (SOR 1) may be
triggered by a compositional ripening effect,
avoiding the Ostwald ripening [2]. Optimal NE
considerably higher affected the zebrafish than the
bulk-CMEO, while ASD induced a lower effect.
Thus, nanosizing was a key point on the
enhancement of CMEO effect.
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