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RESUMO

A epilepsia se caracteriza como uma condigéo cronica, clinicamente manifestada por meio de
convulsdes espontaneas recorrentes, que produzem descargas excessivas nos neurbnios
cerebrais na zona sindptica, sendo considerada uma alteracdo temporéaria e reversivel do
funcionamento do cérebro. Mesmo com a administracdo de benzodiazepinicos, substancias
eficazes no controle das crises, seus efeitos adversos tornam imprescindivel e a elaboragdo de
novas opcdes terapéuticas continuas como necessidade, visto que estes medicamentos podem
causar esses sintomas indesejaveis. A instrumentalizacdo de principios ativos que possam tratar
0 quadro epileptogénico cronico em organismos Vvivos é vital para a construcdo de um modelo
experimental que possibilite estudar esse fendmeno quimico, simulando o quadro clinico de
pacientes que convivam com essa condi¢cdo clinica e, assim, desenvolver tratamentos que
melhorem a qualidade de vida desses individuos. O sistema endocanabinoide e 0s sistemas
nanoestruturados surgem como alternativas promissoras nesse cenario, oferecendo um
potencial terapéutico inovador por meio dos receptores CB1 e CB2, que estdo diretamente
envolvidos na regulacdo da excitabilidade neuronal e na modulacdo da neurotransmisséo,
enguanto os sistemas nanoestruturados, como as nanoemulsdes, favorecem entrega dirigida e
a biodisponibilidade dos compostos ativos, aumentando sua eficacia. O objetivo do presente
estudo € a avaliacdo do potencial anticonvulsivante em modelo de convulsdo quimica induzida
por pentilenotetrazol (PTZ) das amidas graxas (AG) obtidas a partir do 6leo de Olea europaea,
bem como a utilizacdo de um sistema nano emulsionado capaz de carrea-las. A obtencdo das
AG se deu por catalise enzimatica, utilizando-se lipases de Candida antarctica-B (CAL-B) e
etanolamina. A nanoemulsdo foi obtida por técnica de baixo aporte energético e,
posteriormente, caracterizada. Para o teste in vivo empregou-se a metodologia de abrasamento
e sensibilizacdo com pentilenotetrazol em dosagens subterapéuticas para inducao da epilepsia
em camundongos. A eficacia do tratamento foi avaliada por meio da escala comportamental de
Racine (1972). Os resultados obtidos demonstraram que a oleiletanolamida (OEA) e a
palmitoiletanolamida (PEA) eram as amidas majoritarias na mistura. A caracterizacao fisico-
quimica da nanoemulséao revelou um sistema estavel, com potencial zeta altamente negativo e
baixa polidispersividade, favorecendo sua biodisponibilidade. No modelo experimental, a
administracdo da nanoemulsdo de amidas graxas reduziu significativamente a severidade das
crises convulsivas, apresentando um efeito neuroprotetor superior em comparagdo as AG. O
grupo tratado com Diazepam ndo apresentou convulsdes, assim como 0 grupo que recebeu as
nanoemulsdes de amidas graxas (NFAA), sugerindo um efeito anticonvulsivante robusto. Por
outro lado, o grupo tratado com amidas graxas livres (FAA) apresentou tempo médio de laténcia
convulsiva de 1.144 + 0.702 minutos no apice das crises convulsivas. Em comparagao a esses,
0 grupo controle negativo (PBS) apresentou uma laténcia convulsiva média de 2.148 + 1.473
minutos no mesmo periodo. Estes dados sugerem que a combinacdo entre AG analogas aos
endocanabinoides aos sistemas nanoestruturados pode representar estratégia promissora para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para a epilepsia, reforcando o potencial das
AG como candidatas a novos farmacos anticonvulsivantes, abrindo caminho para o
desenvolvimento de terapias inovadoras que possam oferecer alternativas mais eficazes e
seguras para pacientes epilépticos.

Palavras-Chave: Olea europaea; Convulsdo; Epilepsia; Amidas graxas; Nanoemulséo;
Abrasamento quimico; Potencial anticonvulsivante.
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ABSTRACT

Epilepsy is characterized as a chronic condition, clinically manifested through recurrent
spontaneous seizures that produce excessive discharges in brain neurons at the synaptic zone,
being considered a temporary and reversible alteration in brain function. Despite the
administration of benzodiazepines—effective substances in controlling seizures—their adverse
effects make the continuous development of new therapeutic options essential, as these drugs
can cause undesirable symptoms. The application of active compounds capable of treating
chronic epileptogenic conditions in living organisms is crucial for building an experimental
model that enables the study of this chemical phenomenon, simulating the clinical picture of
patients living with this condition and, thus, developing treatments that improve their quality of
life. The endocannabinoid system and nanostructured systems emerge as promising alternatives
in this context, offering innovative therapeutic potential through CB1 and CB2 receptors, which
are directly involved in regulating neuronal excitability and neurotransmission modulation.
Meanwhile, nanostructured systems, such as nanoemulsions, enhance targeted delivery and the
bioavailability of active compounds, increasing their efficacy. This study aims to evaluate the
anticonvulsant potential of fatty acid amides (FAASs) derived from Olea europaea oil in a
chemical seizure model induced by pentylenetetrazol (PTZ), as well as the use of a
nanoemulsion system capable of carrying these compounds. The FAAs were obtained through
enzymatic catalysis using Candida antarctica-B lipase (CAL-B) and ethanolamine. The
nanoemulsion was produced using a low-energy input technique and subsequently
characterized. For the in vivo test, the kindling method with subtherapeutic doses of
pentylenetetrazol was employed to induce epilepsy in mice. Treatment efficacy was assessed
using Racine's behavioral scale (1972). The results showed that oleoylethanolamide (OEA) and
palmitoylethanolamide (PEA) were the major amides in the mixture. The physicochemical
characterization of the nanoemulsion revealed a stable system with a highly negative zeta
potential and low polydispersity, enhancing its bioavailability. In the experimental model, the
administration of the fatty acid amide nanoemulsion significantly reduced seizure severity,
demonstrating a superior neuroprotective effect compared to free FAAs. The diazepam-treated
group did not experience seizures, similar to the group that received the nanoemulsions of fatty
acid amides (NFAA), suggesting a robust anticonvulsant effect. Conversely, the group treated
with free fatty acid amides (FAA) showed an average convulsive latency time of 1,144 + 0.702
minutes at the peak of the seizures. In comparison, the negative control group (PBS) exhibited
a mean convulsive latency of 2,148 + 1.473 minutes during the same period. These findings
suggest that combining endocannabinoid-analogous FAAs with nanostructured systems may
represent a promising strategy for developing new therapeutic approaches for epilepsy. This
reinforces the potential of FAAs as candidates for novel anticonvulsant drugs, paving the way
for innovative therapies that offer more effective and safer alternatives for epileptic patients..

Keywords: Olea europaea; Seizure; Epilepsy; Fatty amides; Nanoemulsion; Chemical
Kindling; Anticonvulsant potential.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia se caracteriza como uma condicdo clinica cronica, manifestada através de
convulsdes espontaneas recorrentes, advindas de descargas excessivas de neurdnios cerebrais
nas suas fendas sinapticas, sendo considerada uma alteracdo temporaria e reversivel do
funcionamento do cérebro (NAZARQV, 2022).

O mecanismo epilético ndo apresenta uma epistemologia bem definida e que segue o
padrdo em todos os individuos que a possuem. Desse modo, entende-se que seja necessario
propor metodologias que permitam estuda-lo, reproduzindo um quadro cronico deste fendmeno
bioquimico e, assim, desenvolver tratamentos que possibilitem melhorar a qualidade e a
expectativa de vida de todos os pacientes que convivem com essa condi¢édo clinica (BEGHI,
2020).

A instrumentalizacdo de principios ativos que possam tratar o quadro epileptogénico

crdnico em organismos Vvivos é vital para a construcdo de um modelo experimental que permita

estudar esse fenébmeno quimico, simulando o quadro clinico de pacientes acometidos por tal
condicdo, onde a atribuicdo do pentilenotetrazol (PTZ), em camundongos, Sirva como
ferramenta para explorar novas abordagens no tratamento da epilepsia (NGOUPAYE, 2022).

Considerando a necessidade de controle das crises epiléticas, € preconizado — como
tratamento padrdo — a administracdo de doses diarias de antiepiléticos benzodiazepinicos, 0s
quais auxiliam na manutencio dos niveis do neurotransmissor GABA (Acido Gama
Aminobutirico), inserido na membrana pds-sinaptica, que é responsavel por realizar a inibicédo
do sistema nervoso central (BELISARIO, 2023).

O uso de benzodiazepinicos mantém as convulsdes epiléticas sob controle, embora
também apresente efeitos adversos indesejaveis, manifestados clinicamente como: perda de
memoria; diminuicdo da atividade psicomotora; letargia na capacidade de raciocinio; reacdo
paradoxal; bem como o desenvolvimento de tolerdncia e de dependéncia desses farmacos,
tornando imprescindivel a proposicdo de novos medicamentos capazes de apresentar oS
mesmos beneficios dos benzodiazepinicos e, em contrapartida, evitar ou, se apresentar,
minimamente os seus efeitos colaterais (AGRAWAL & MULA , 2019).

Desta forma, as amidas graxas, como a oleoiletanolamida (OEA) e a
palmitoiletanolamida (PEA) apresentam-se como boas candidatas, pois sdo moléculas bioativas

analogas aos endocanabinoides, que exercem efeitos neuromoduladores através de mecanismos



semelhantes aos da anandamida e do 2-AG, interagindo com os receptores canabindides CB1 e
CB2, atuando de maneira indireta no sistema endocanabinoide, modulando a excitabilidade
neuronal por meio da regulagdo de canais ibnicos e da liberagdo de neurotransmissores
(CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020). Quando se ligam aos receptores CB1, localizados
predominantemente em terminacgdes pré-sinapticas, essas amidas graxas inibem a liberacéo de
neurotransmissores excitatorios, como o glutamato. Ao interferirem nos canais de célcio
voltagem-dependentes, diminuem o influxo de calcio nas terminagdes nervosas. Essa reducéo
no célcio impede a exocitose das vesiculas sinapticas contendo neurotransmissores, 0 que
diminui a transmissao sinaptica e, consequentemente, a excitabilidade dos neurdnios (KUMAR
etal., 2023).

Configurado como excelentes candidatos a atividade neuroprotetora com potencial
antiepilético, os acidos graxos que passaram por processo de amidacdo para a obtencdo de
amidas graxas (oriundas do azeite de oliva), destacam-se por desempenharem papel analogo
aos receptores endocanabinoides CB1, localizados principalmente no Sistema Nervoso Central,
0s quais estdo diretamente relacionados a excitabilidade neuronal, através da modulacdo da
atividade do canal de potassio e de célcio (influxo de ions), o0 que reduz a entrada sinaptica
recebida por neurotransmissores, mecanismo esse chamado como inibidor pré-sinaptico, por
regular a liberagdo desses neurotransmissores (LAZARINI-LOPES & SILVA-CARDOSO,
2022).

Espera-se, com este trabalho, desenvolver amidas graxas associadas a uma nanoemulsdo
potencialmente similar aos benzodiazepinicos mais comumente utilizados no tratamento de
epiléticos cronicos e ainda minimizar os efeitos colaterais produzidos por estes. A0 mesmo
tempo em que é mantido seu potencial farmacoterapéutico no controle da doenca, trazendo

maior estabilidade clinica ao paciente, melhorando a qualidade e expectativa de vida deste.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o efeito anticonvulsivante de amidas graxas analogas a endocanabinoides e

suas nanoformulagdes em um modelo de convulsdo induzida por pentilenotetrazol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Semi-sintetizar amidas graxas anadlogas a endocanabinoides a partir dos
triglicerideos do 6leo de Olea europaea;

e Preparar uma nanoemulséo a partir das amidas graxas semi-sintetizadas;

e Caracterizar as amidas graxas e as nanoemulsdes produzidas;

e Investigar o potencial anticonvulsivante das amidas graxas e do seu produto
nanoemulsionado em camundongos epiléticos, sensibilizados com pentilenotetrazol
(PTZ).



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 A epilepsia como problema de saude publica

Anualmente, o dia 26 de margo é lembrado como o Dia Mundial de Conscientizac¢éo
sobre a Epilepsia. Essa iniciativa global pretende, por meio desta data, reduzir o estigma
associado a epilepsia, sensibilizando profissionais da saude e da sociedade em geral sobre 0s
diferentes aspectos da epilepsia, suas causas, tratamentos e a importancia do apoio aqueles que
convivem com essa condi¢do clinica, além de destacar os problemas que esse disturbio
neuroldgico pode causar. A epilepsia, ainda sem cura, ndo apresenta uma epistemologia
definida e que siga um padrdo em todos os individuos acometidos por essa doenca. Dentre as
causas mais comuns relacionadas ao surgimento desta, podem estar: lesdes cerebrais; infec¢oes
oriundas de doengas como meningite ou neurocisticercose; acidentes vasculares cerebrais e
doencas neurodegenerativas (Alzheimer), alem de outros fatores como historico familiar,

apontado como gatilho, para o desenvolvimento desse caso clinico (MILLOGO et al., 2019).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 50 milhdes de pessoas no
mundo sofrem de epilepsia, essa situagdo se apresenta como um problema urgente de salde
publica, que exige atencdo e implementacdo de acbes econdmicas, sociais e politicas por parte
dos 6rgéos reguladores da garantia dos direitos constitucionais a satide, como o Sistema Unico
de Sadde (SUS), no Brasil (DA PAZ, 2021).

Somente na América Latina, segundo dados da OMS, mais de 8 milhdes de pessoas
sofrem com essa condicdo. E € alarmante saber que mais da metade desses pacientes ndo
recebem o devido tratamento, como mostra a Organiza¢do Pan-Americana da Salde (ALVA-
DIAZ et al., 2021).

Assim, entende-se que é dever do Estado promover o tratamento da epilepsia para
assegurar uma melhoria significativa na qualidade e expectativa de vida daqueles que
enfrentam esse inimigo velado (SANTOS; CHACON; ROMANIDY, 2019).

A manifestacdo e desenvolvimento da sindrome epilética e convulsiva, conceitua-se
como uma alteracdo temporaria e reversivel do funcionamento do cérebro. Suas manifestacdes
clinicas ndo estdo relacionadas diretamente a fatores como febre, abusos em geral, uso de
drogas e disturbios metabdlicos. Em uma crise epilética (durante segundos ou minutos) porcdes
neurais emitem pulsos nervosos errdneos, desnecessarios e sem sinalizacdo quimica ou

fisioldgica, podendo manifestar-se de maneira restritiva a esse local de atividade ou espalhar-
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se ao redor de outras zonas neurais, atingindo regiGes como cortex e o hipocampo (NOLASCO;
FERREIRA; RIVERO, 2020).

A epilepsia, como disfuncdo fisiologica nervosa, pode ocorrer de maneira localizada,
considerada como crise parcial simples, levando o paciente a apresentar quadros de sensacdes
estranhas, como interpretacdo incorreta da percep¢do de seus movimentos ou movimentos
descontrolados e repetitivos em uma parte do corpo, com casos na literatura em que o paciente
pode apresentar um medo repentino ou condicao fisiologica desconfortavel, motivos esses nao
atribuidos a algo em especifico, como, por exemplo, um desconforto no estdmago, seguido de
aumento de motilidade intestinal (THIJS et al., 2021).

A evolucdo desse quadro pode causar uma “crise de auséncia’’, na qual o individuo entra
em estado de suspensdo de suas fun¢Ges motoras e neuroldgicas voluntarias; podendo, num
curto periodo, retomar a consciéncia e recobrar suas atividades motoras normais, bem como as
neuroldgicas (SEN, 2020). Ao progredir para uma crise parcial complexa, o individuo
experimenta uma perda total da consciéncia, acompanhada pela incapacidade de se manter ereto
ou em pe, resultando em queda ao solo. Esse episddio tem uma duracéo breve e, apds o retorno
da consciéncia, o paciente pode experimentar confusao e déficit de memaoria em relacdo ao que
ocorreu durante a crise epilética, assim como em relacdo aos momentos que a precederam
(KAROLY et al., 2021).

A progressao e a falta de controle da condicao epilética podem levar a uma crise ténico-
clénica. Esta condicao, na sua fase inicial, manifesta-se como crise cldnica, apresentando perda
de consciéncia, seguida de queda ao solo e rigidez do corpo e de suas extremidades,
apresentando movimentos ritmicos dos membros e tremores intensos, nos quais o paciente pode
vir a se debater. Essas crises podem variar em duragédo, algumas sendo breves, outras mais
prolongadas, onde crises com duracdo superior a 30 minutos, com ou sem recuperagdo da
consciéncia, sdo consideradas altamente perigosas, podendo afetar funcbes cerebrais vitais e,
dependendo da intensidade dos tremores e dos movimentos de se debater, o paciente pode vir a
sofrer lesdes ou ir & 6bito. (LOSCHER et al., 2020).

3.2 Aspectos gerais do tratamento das epilepsias
O tratamento padréo para controlar a sintomatologia dos quadros epiléticos e/ou atenua-
los ndo se concentra diretamente no momento das crises, mas na prerrogativa de preveni-los.
Isso é alcangado mediante a administracdo de medicamentos que impedem descargas elétricas
anormais, capazes de desencadear um descompasso neurologico. Medicamentos como o

Diazepam, pertencente a familia dos benzodiazepinicos (BDZ), por exemplo, sdo utilizados
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para controlar esses quadros epiléticos. (PATHAK; GUPTA; GILHOTRA, 2021).

Outras abordagens farmacolégicas também estdo disponiveis, além da administracao ou
da associagdo concomitantante dos benzodiazepinicos para 0 manejo da epilepsia, como é o
caso dos antiepiléticos, estando inclusos nessa classe terapéutica, a Carbamazepina, o Acido
valpréico, o Topiramato e a Lamotrigina (DE CASTRO, 2021).

Esses medicamentos buscam a modulacgao da resposta pré-epiléptica através do manejo
dos canais de sodio dependentes de voltagem, prolongando sua inativagdo, reduzindo a
excitabilidade neuronal e a propagacdo das descargas epileptiformes. Esses medicamentos
também podem realizar a inibigdo dos canais de calcio do tipo T, reduzindo assim a liberagéo
de neurotransmissores excitatorios e diminuindo a excitabilidade neuronal, além efetuarem a
modulacdo dos canais de potassio, aumentando sua condutancia hiperpolarizando as células
neuronais e reduzindo a excitabilidade (LOSCHER et al., 2020). Os efeitos adversos dessa
classe terapéutica sdo tdo presentes quanto seus efeitos farmacoldgicos de interesse,
apresentando efeitos indesejaveis como: tontura, letargia, tremor, ganho de peso, sonoléncia,
irritabilidade e dificuldade de concentragdo (MAGALHAES et al., 2024).

Mais uma classe menos presente, mas que também € de grande importancia para o
manejo da epilepsia e suas consequéncias para a saude do individuo s&o os barbituricos, sendo
0 Fenobarbital um dos principais representantes. O mecanismo de acdo deste esta
principalmente relacionado ao aumento da atividade do GABA no cérebro, ou ainda, ao
aumento da sua disponibilidade, através da modulacdo dos receptores GABA-A. Este
mecanismo é muito semelhante ao dos benzodiazepinicos, entretanto se ligam a um ponto
diferente, aumentando a duracdo da abertura do canal de cloro quando o GABA se liga ao
receptor (MADADZADEH, 2021). Um mecanismo de a¢do secundario também esté registrado
na literatura, onde os barbitUricos executam também a inibicdo da transmissdo excitatoria,
antagonizando os receptores de glutamato, contribuindo ainda mais para seu efeito
anticonvulsivante (BELEM, 2024). Os efeitos adversos causados pela administracio desta
classe terapéutica estdo relacionados principalmente aos efeitos de sedacéo excessiva gque leva
a sonoléncia durante longos periodos, confuséo e, consequente, diminui¢cdo da coordenacgao
motora. Os efeitos cronicos vao além destes efeitos iniciais, também sendo registradas a
depressao respiratoria, dependéncia e a sindrome de abstinéncia e tolerancia.

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Epilepsia (PCDTE) (2019)
e a Portaria Conjuntan®17, de 21 de junho de 2018, é possivel afirmar que o objetivo principal do
tratamento da epilepsia € melhorar a qualidade de vida do paciente, a0 mesmo tempo em que

sdo propostas recomendacdes farmacoldgicas (ou ndo) fundamentadas em evidéncias de eficacia
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e efetividade para 0 manejo dessa condicao clinica.

Este mesmo protocolo caracteriza o tratamento da epilepsia como: “Propiciar a melhor
qualidade de vida possivel para o paciente, pelo alcance de um adequado controle de crises,
com um minimo de efeitos adversos, buscando, idealmente, uma remissédo total das crises”’.
Importante frisar que, para o ponto alto de remissdo a ser alcangado, um tratamento
medicamentoso €é essencial; entretanto, também esta disposto no PCDTE outras abordagens que
ndo se munem apenas de maneira farmacologicamente terapéutica e sim de um tratamento
conjunto com outras linhas nao farmacoldgicas.

Nas abordagens ndo terapéuticas, existem opg¢bes como a intervencao cirurgica, estando
principalmente relacionada a pacientes que apresentam resisténcia aos principais medicamentos
preconizados para o tratamento, onde € realizada a estimulacdo do nervo vago, permitindo a
ativacdo das fibras que se projetam ao ndcleo do trato solitario, conectando-se ao cortex e a
outras estruturas do tronco cerebral (ROSAL, 2024), possivelmente modulando estimulos
excitatorios sobre o sistema nervoso simpatico.

Outra abordagem conhecida e que pode ser adotada € a utilizacdo da dieta cetogénica, na
qual se busca mimetizar, através da ingestdo de alimentos ricos em gorduras e proteinas, com
baixos teores de carboidratos, os efeitos bioquimicos do jejum, mantendo um estado de
anabolismo cetolitico constante (D'ASCANIO; FERREIRA; JORGE, 2021), onde o/ corpo, em
vez de utilizar a glicose (proveniente de carboidratos) como principal fonte de energia, passa a
utilizar os corpos cetdnicos derivados da quebra de gorduras, quando a ingestdo de carboidratos
é drasticamente reduzida, os niveis de glicose no sangue diminuem, e o corpo precisa buscar
fontes alternativas de energia para manter as funcdes metabdlicas (ANDRADE, 2022). O figado,
nesse cenario, comeca a quebrar os &cidos graxos em corpos cetbnicos, como 0 beta-
hidroxibutirato (BHB), acetoacetato e acetona, que podem atravessar a barreira
hematoencefalica e servir como uma fonte de energia eficiente para o cérebro. Este ponto é
particularmente relevante porque, normalmente, o cérebro depende quase exclusivamente da
glicose para suas necessidades energéticas, sendo incapaz de utilizar &cidos graxos diretamente
(D'ASCANIO; FERREIRA; JORGE, 2021).

Na epilepsia, acredita-se que esse estado de cetose afeta diversos processos
neuroquimicos que contribuem para a reducdo da excitabilidade neuronal, onde 0s corpos
cetbnicos tém a capacidade de modular a neurotransmissdo ao aumentar a producdo de GABA
(&cido gama-aminobutirico) (ROSAL et al., 2024), o principal neurotransmissor inibitério do
cérebro, a0 mesmo tempo em que diminuem a excitacdo mediada pelo glutamato, que é o

principal neurotransmissor excitatorio. Esse efeito pode reduzir a hiperexcitabilidade neuronal,
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que é caracteristica das crises epilépticas.

Ao se considerar as diretrizes terapéuticas para adultos com epilepsia focal, por
exemplo, nota-se a recomendac&o de farmacos que incluem Carbamazepina, Fenitoina e Acido
Valproico como sugestdes medicamentosas. Para o tratamento de criancas diagnosticadas com
este tipo de epilepsia, é indicada a administracdo de Carbamazepina. J& no tratamento de
idosos com 0 mesmo diagndstico, a recomendacao € o uso de Lamotrigina e a Gabapentina (DE
FARIAS, et al., 2024).

A administracdo do Diazepam, assim como seus respectivos analogos farmacéuticos
(Clonazepam, Lorazepam, Alprazolam, Oxazepam, Nitrazepam, Bromazepam, Flunitrazepam)
representam vias iniciais e tradicionais de tratamento para pacientes que ja manifestaram as
primeiras crises epiléticas e estdo sob avaliacdo clinica para diagndstico. Esses pacientes estao
resignados a grupos medicamentosos especificos para controle de doencas conforme a
Classificacdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas Relacionados a Sadde - CID
10.

E importante frisar que esses farmacos podem induzir & depressdo do sistema nervoso
central, sendo utilizados como tranquilizantes, resultando em um estado de sedacéo, seguido de
sonoléncia. Sdo medicamentos classificados como sedativo-hipnéticos, prescritos para o
tratamento de quadros epiléticos convulsivos, além de serem prescritos, frequentemente, para
o tratamento de quadros clinicos de ansiedade cronica, insonia e agressividade persistentes em
pacientes com esquizofrenia. S8o medicamentos de uso versatil, sendo administrados em
diferentes condigdes clinicas para alem da epilepsia. (LOMBROSO, 2020).

Para as consequéncias da administracdo de benzodiazepinicos no quadro da epilepsia, 0
seu funcionamento visa evitar descontrole da liberacdo de neurotransmissores nas fendas
sinapticas que desempenham resposta nervosa, seja na forma de aumento de sensibilidade e
recrutamento de agentes sensibilizantes (via proteina G), seja pelo aumento das vias de
sinalizacdo neuronal da intensificacéo de atividade intestinal (que causa aumento na defecacéao)
e sinalizacao para as vias nervosas do estado de “luta ou fuga’> (FERNANDO, 2021).

Apesar dos possiveis beneficios associados ao seu uso no tratamento de condi¢Ges
médicas especificas, medicamentos sempre carregam consigo o potencial de causar efeitos
colaterais indesejados ao organismo humano. Os benzodiazepinicos ndo fogem a essa realidade
e podem afetar negativamente a funcdo cognitiva e gerar lapsos de memdria, bem como
impactar significativamente o desempenho no ambiente profissional devido a propensédo dessa
classe de medicamentos causar sonoléncia excessiva em pacientes.

Outro ponto importante apontado pelas autoridades de saude e relatados na literatura
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clinica é a dependéncia causada pela administracdo de benzodiazepinicos (em especial o
Diazepam), devido aos seus efeitos colaterais, que acabam comprometendo a qualidade de
vida de seus usuarios, especialmente daqueles que sofrem com doenca respiratoria obstrutiva;
ndo indicados a pacientes com doenca hepatica e renal (BRIGO & LATTANZI, 2020). Desta
forma, outras vias tém sido investigadas como possiveis alvos no controle das convulsdes, a
exemplo do sistema endocanabinoide, podendo ser uma importante vertente de estudo de novos

agentes terapéuticos.

3.3 O sistema endocanabinoide no manejo da epilepsia

O sistema endocanabinoide é uma via de ativacdo do sistema nervoso central (SNC),
coordenada por neurotransmissores que agem como um regulador de vastos processos
fisioldgicos do corpo humano como a inflamacao, excitacdo neuronal, apetite e metabolismo
(KWAN CHEUNG et al., 2019). Esses neurotransmissores baseiam-se em lipidios, ligando-se
a uma série de receptores presentes nas membranas celulares, sendo estes os receptores
canabinoides, divididos em CB1 e CB2 (MORANO et al., 2020).

Os receptores endocanabinoides do tipo CB1 sdo, majoritariamente, encontrados no
SNC, que controlam o0s niveis e a atividade de expressdo de outros neurotransmissores,
permitindo a regulacdo de qualquer atividade de sistema que precise de um trato meticuloso,
seja por meio da sinalizacdo da temperatura corporal para a manifestacdo de febre ou
necessidade de alimentacdo, através da fome (ROCHA et al., 2020). Para os receptores CB2, é
possivel encontra-los no sistema nervoso periférico e presentes em células do sistema imune,
controlando e servindo como moduladores da expressao imunolégica, inflamatéria e da dor (L1
et al., 2020).

No tocante a dindmica intracelular intrincada que desempenha as respostas biologicas
oriundas das vias dos receptores endocanabinoides, seu papel é desempenhado pela sinalizagédo
associada a receptores acoplados a proteina G (GPCRs), podendo ser eles GO, Gi, Gs, Gq e Gk,
desempenhando papel crucial na transmissdo de sinais a partir do receptor até o interior da
célula, desencadeando uma série de respostas celulares externas as células, nesse caso,
inibidoras do SNC (SILVA et al., 2021). As proteinas GO e Gi sdo, em especial, as mais
acionadas pela via dos endocanabinoides, sendo uma subclasse de proteinas G heterotriméricas
inibitorias que, quando ativadas, inibem a atividade da adenilato ciclase, reduzindo assim a
producdo de AMP ciclico (CAMP) dentro da célula, mediando respostas celulares especificas
através da modulacdo de vias de sinalizagdo intracelular, como um prolongamento da abertura

dos canais de cloro e um aumento da modulacdo dos receptores GABA-A inibitorios
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(GONCALVES, 2022), como demonstrado pela Figura 1. Na ativacdo das proteinas GO e Gi,
pela via dos endocanabinoides, ndo apenas ocorre a sinalizacdo para os receptores GABA-A,
como mencionado, como também ocorre concomitantemente um efeito crucial sobre os
receptores de glutamato, particularmente os receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA
(LIMA et al., 2022), sendo o glutamato o principal neurotransmissor excitatorio no sistema
nervoso central, com regulacdo ideal para o equilibrio entre excitagdo e inibi¢cdo neuronal.
Quando as proteinas G inibitorias sdo ativadas, elas desencadeiam uma série de eventos
intracelulares que, entre outras coisas, resultam na inibicdo da liberacdo de glutamato dos
terminais pré-sinépticos. Esse mecanismo se da pela supressao da atividade da adenilato ciclase
e pela reducgdo dos niveis de AMP ciclico (CAMP) (GUEDES et al., 2020) que, por sua vez,
diminui a ativacéo de canais de calcio dependentes de voltagem, com menos calcio entrando na
célula, a exocitose de vesiculas contendo glutamato € atenuada, resultando em uma menor

excitacdo sinaptica.

Figura 1: Mecanismo intracelular da resposta GPCRs endocanabinoide
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Fonte: GUNTER; ALEXANDER; KUBRUSLY, 2018.

Nas caracteristicas farmacoldgicas desta via, temos que a sinalizacdo enddgena ou
exogena de carater analoga por agentes farmacologicamente ativos, interagem de maneira
vigorosa com sistemas dopaminérgicos, serotoninérgicos e, também, glutamatérgico-

gabaérgicos, influenciando funcGes como humor, ansiedade e percepcdo da dor,
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desempenhando atividades analgésicas e anti-inflamatérias, bem como no tratamento de
epilepsias refratarias e outros distirbios neurolégicos devido as suas propriedades
anticonvulsivantes e neuroprotetoras (AQUINO, 2021).

Os endocanabinoides, como a anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG),
como listados na Figura 2, sdo neurotransmissores lipidicos produzidos sob demanda pelas
células do sistema nervoso central (SNC), em resposta aos estimulos fisiolégicos mais diversos,
como, por exemplo: estresse, lesdes, necessidade de se alimentar, sono e fadiga. Entretanto,
diferentemente dos neurotransmissores convencionais que sdo armazenados em vesiculas
sinapticas, os endocanabinoides sdo sintetizados a partir de precursores lipidicos das
membranas celulares, como os fosfolipidios, e liberados imediatamente ap6s sua producdo,
atuando principalmente atraves da ativacao dos receptores canabinoides CB1 e CB2, sendo 0s
receptores CB1, concentrados em areas envolvidas na modulacdo da memoria, dor, apetite,
controle motor e excitabilidade neuronal (SANTOS et al., 2023). Quando os endocanabinoides
se ligam a esses receptores, inibem a liberacdo de neurotransmissores excitatorios e modulam
os inibitdrios, como glutamato e GABA, respectivamente, promovendo um efeito de modulagéo
sinaptica retrograda, efetuando a manutencdo da homeostase sinaptica e exercendo efeitos
neuroprotetores, sendo um alvo importante na neurofarmacologia para o tratamento de
distarbios neuroldgicos, como epilepsias e desordens associadas a possiveis citotoxicidades e

patologias associadas a estimulos nervosos (RAMOS et al., 2022).

Figura 2: Estrutura quimica da AEA e 2-AG
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Fonte: SILVA, 2020.

O sistema endocanabinoide exerce seu mecanismo de acdo através da depressdo do SNC
(receptores CB1). Ja ha pesquisas sendo desenvolvidas para realizar a sua aplicagdo no campo

da neurofarmacologia, na forma de farmacos e candidatos a fArmacos que possam servir como
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moduladores no funcionamento da sinalizacdo neuroquimica que ocorre entre neurdnios pré-
sinapticos e pos-sinapticos (MARTINEZ-AGUIRRE; CINAR; ROCHA, 2021).

Esse fendmeno ocorre através da sinalizagao do sistema endocanabinoide na polarizagédo
e despolarizacdo da membrana dos neurénios sinapticos, reduzindo o influxo de célcio e
bloqueando a atividade dos canais de calcio dependentes de voltagem; concomitante a isso, as
proteinas G, que estdo acompanhadas nos receptores canabinoides, também modulam a
atividade do canal de potassio, favorecendo uma atividade de depressdo das vesiculas que
liberam os neurotransmissores para as fendas sinapticas. Dessa forma, reduz-se 0 nimero de
estimulos que essas fendas poderiam gerar (SENN; CANNAZZA; BIAGINI, 2020).

Vale ressaltar que o mecanismo de agdo da atividade depressora do SNC, via
endocanabinoides, é muito similar a neuromodulacao realizada pela via GABA, podendo se
inferir que sua expressdo farmacologicamente induzida pode contribuir para a qualidade de vida
dos individuos portadores de sindrome epilética convulsiva (COLANGELI et al., 2022).
Enquanto os benzodiazepinicos sdo utilizados como agonistas dos receptores GABA-R,
agonistas dos endocanabinoides que também podem ser fortes candidatos ao desenvolvimento
de farmacos que modulam a atividade neural.

Os endocanabinoides (como a anandamida e o 2 - aracdonilglicerol) podem realizar
modulacdo muito similar a dos benzodiazepinicos e ndo apresentarem grande parte das
desvantagens que esta classe de medicamentos apresenta (ZAMBERLETTI; RUBINO;
PAROLARO, 2021).

Além dos proprios endocanabinoides, que ja demonstram efeito modulador relevante no
sistema nervoso central, é disposto na literatura uma ampla gama de produtos naturais que
podem ser beneficiados ou biocatalisados que representam enorme potencial fisiolégico ao
serem tidos como analogos sintéticos e naturais desses compostos. Estes analogos buscam
mimetizar as a¢des dos endocanabinoides, interagindo com 0os mesmos receptores (CB1 e CB2),
com o objetivo de ampliar ou reproduzir seus efeitos no controle de convulsdes e epilepsias,
oferecendo uma via promissora para intervencdes terapéuticas, ampliando o espectro de atuacéo
sem as limitacGes observadas em tratamentos convencionais (SOUSA; SLULLITEL; SERRA,
2023).

A luz desse nexo causal, produtos analogos a endocanabinoides apresentam efeitos
terapéuticos desejaveis quando considerada a relacdo entre endocanabinoides e a sua
deficiéncia no processo da epileptogénese (MECCARIELLO, 2020), elencando como 6timo
exemplo a oleiletanolamida, uma amida graxa obtida através de amidacdo com o acido oleico

como seu precursor, desempenhando forte papel neuroprotetor (MAYA-LOPEZ et al., 2020).
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Este processo de amidacdo trata-se de uma biocatalise, processo quimico importante
onde uma amina (oriunda de uma etalonamina presente no meio reacional) reage com um acido
carboxilico ou derivado de &cido carboxilico (oriundo dos acidos graxos presentes no meio
reacional) para formar uma amida graxa. Na biocatalise, enzimas sdo utilizadas para facilitar
essa reacdo em condicdes suaves, especificas e ambientalmente amigaveis, enzimas essas de
microrganismos como a Candida antarctica-B (CAL-B), uma das enzimas mais utilizadas em
reacOes de amidacdo devido a sua estabilidade e a versatilidade, ou ainda, ao fato de enzimas
terem alta especificidade para seus substratos, 0 que minimiza a formacdo de subprodutos
indesejaveis (LIMA, 2018).

O processo de amidacdo compreende uma série de etapas. Quando se utiliza lipases de
CAL-B, a preparacdo dos reagentes se inicia escolhendo o acido graxo que servira de substrato
de interesse, juntamente com a etalonamina, sendo que a adi¢do de solventes anidros, como
hexano, isooctano ou solventes eutéticos profundos, podem ser utilizados para melhorar a
solubilidade dos reagentes (e ndo interferem na atividade enzimatica). Ap0s esta etapa, ocorre
a ligacdo ao substrato, a CAL-B se liga ao &cido graxo e a etanolamina no seu sitio ativo,
formando um intermediario acil-enzima, ocorrendo entéo a transferéncia do grupo acila, com a
etanolamina atacando o intermediério acil-enzima, resultando na formag&o da amida e liberacao
da enzima (LIMA; ANJOS; PORTO, 2022).

Quando esse processo biocatalitico € utilizado com &cidos graxos que podem originar
analogos a endocanabinoides, é possivel sugerir novos candidatos a farmacos como uma
alternativa promissora para a sintese de compostos bioativos com aplicacfes terapéuticas
significativas (SILVA et al., 2024).

Em ensaio proposto por Krishna Kumar et al (2023), foi demonstrado que os andlogos
a endocanabinoides efetuam a ativacdo do sistema CB1, o qual desempenha papel critico na
manutencdo da homeostase e com envolvimento na regulacdo da neurotransmissdo e da
plasticidade sinaptica. Este resultado demonstra que andlogos a endocanabinoides oriundos de
acidos graxos podem ser uma excelente matriz ao desenvolvimento de novos farmacos ja que
apresentam resposta fisiol6gica quando associados a biocatalise resultante em amidas graxas.

Outros estudos ligados a este grupo de pesquisa também ja identificaram atividade
anticonvulsivante de amidas graxas (AG), produzidas atraves de lipases bacterianas, eficazes
na melhoria dos parametros comportamentais da convulsdo quimicamente induzida em
camundongos e com mecanismo de acdo atuando no receptor GABA-A (Oliveira et al. 2020).
Este estudo, em especial, demonstrou que o0 uso de 6leos vegetais podem ser excelentes fontes

de componentes que, ao passarem por uma biocatalise, possam ser utilizados para o tratamento
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de convulsdes no SNC.

A utilizacdo de 6leos vegetais para a producéo de andlogos de endocanabinoides através
da biocatalise tem ganhado destaque devido ao potencial terapéutico desses compostos no SNC.
Em particular, as amidas graxas (AG) tém mostrado efeitos promissores, como atividades
anticonvulsivantes e moduladoras de neurotransmissores.

Uma matriz vegetal de grande importancia tanto econdémica quanto medicinal é o azeite
de oliva obtido da oliveira, a Olea europaea, onde seus constituintes s&o majoritariamente
compostos por &cidos graxos em abundancia, apresentando um pool riquissimo para o

desenvolvimento de pesquisas em busca de novos candidatos a farmacos.

3.4 Olea europaea como fonte de acidos graxos

A oliveira, conhecida como uma das mais antigas espécies frutiferas utilizadas pelo
homem, é classificada como uma angiosperma dicotiledénea, incluida na familia botanica das
Oleaceae, com distribuicéo ao longo de regides tropicais, mediterraneas e de climas temperados
ao redor de todo o mundo (FARAONE et al., 2021), suas arvores sdo perenes e de producdo
continua, com as espécimes mais jovens possuindo tronco cilindrico, liso e aspero, e com o
avancar dos anos, vao tomando caracteristica esburacada, alcangando altura média de 5 a 20
metros (ACAR-TEK & AGAGUNDUZ, 2020).

Importante economicamente, a azeitona também é notavel por seu fruto ser cultivado ao
longo do sul da Europa, como: Portugal, Espanha, Franca, Italia e Grécia, cujo clima é propicio
para o crescimento dessa espécie vegetal (ZHU et al., 2019). Também é na Europa onde se
encontram os maiores produtores globais de azeitonas, alcancando a marca de 19 milhdes de
toneladas, em 2018. Sdo mais de dez milhGes de hectares ocupados com pomares de oliveiras.
Quase toda a producao mundial das azeitonas (90%) destina-se a producdo de azeites, uma fonte
saudavel e de baixo custo de gorduras, acidos oleicos, antioxidantes e com propriedades
terapéuticas ativas (ROMANI et al., 2019).

O azeite de oliva é um dos principais produtos oriundos da azeitona, sendo obtido a
partir do esmago e prensagem a frio das azeitonas maduras, passando por diferentes estagios de
maturacgdo, impactando diretamente no aroma, acidez e sabor desses 6leos (ROUSSEAUX et
al., 2020). Esse azeite € basicamente constituido por acidos graxos monoinsaturados, acido
oleico, de maior proporcao (conhecido como 6mega 9). A reducéo da fracdo LDL do colesterol
consiste em uma das principais funcfes desse &cido graxo (EL QARNIFA; EL ANTARI;
HAFIDI, 2019).

A Tabela 1 apresenta a composicao quimica e o perfil dos acidos graxos que compdem
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0 azeite de oliva (DIAS, 2022):

Tabela 1: Limite de tolerancia para composicao de acidos graxos em azeites de oliva

COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS (%)

GRUPO Azeite de oliva virgem
TIPO Virgem/extravirgem
C14:0 Menor ou igual a 0,05
C16:0 7,5-20,0
C16:1 0,3-35
C17:0 Menor ou igual a 0,3
Cl7:1 Menor ou igual a 0,3
C18:0 0,5-5,0

C18: 1N-9C 55,0 - 83,0

C18: 2N-6C 35-21,0
C18: 3N-3 (LNA) Menor ou igual a 1,0
C18: 1IN-7 Menor ou igual a 0,5
C22:0 Menor ou igual a 0,3
C24:0 Menor ou igual a 0,2

Fonte: SANTOS, 2020

O efeito antioxidante do azeite de oliva € uma de suas caracteristicas mais relevantes, sendo
ainda apreciado pelos consumidores por também conter vitamina A, E e K, além de compostos
fenolicos e flavonoides (RIZWAN et al., 2019). Esses 6leos podem ser encontrados na natureza
na espécie de triglicerois, havendo na sua formacéo a ligacdo de trés grupos de hidroxila do
glicerol em trés acidos graxos, atraves de um processo chamado esterificacdo; determinando,
assim, o indice de qualidade desses 6leos, tomando como base a concentracdo do contetido de
acidos graxos livres (ROUSSEAUX et al., 2020).

De acordo com Sanchez-Rodriguez (2019), ha uma correlacéo entre os tipos de lipidios
encontrados nos 6leos utilizados para alimentacdo, classificados como saturados e insaturados.
Os lipidios insaturados séo reconhecidos por proporcionar beneficios a alimentacdo e, por
conseguinte, a salde daqueles que as consomem, enquanto os saturados sdo associados a efeitos

opostos, sendo maléficos para a saude, em especial quando considerados lipidios oriundos de
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frituras, onde o processo pode gerar espécies reativas de oxigénio, que atacam as estruturas
celulares do organismo (CHAUDHARY et al., 2023).

Os 0leos vegetais sdo alimentos altamente caloricos e, por isso, devem ser consumidos
com moderacdo, o teor de &cidos graxos monoinsaturados nesses Oleos esta diretamente
relacionado ao seu valor nutricional e econémico. Assim, a medida que a disponibilidade para
0 consumo aumenta, também ocorre um aumento proporcional no custo de obtencdo desses
produtos, considerando-se o fato de que os 0leos vegetais com maiores teores de acidos graxos
monoinsaturados ndo apenas apresentam sabores e caracteristicas organolépticas mais

agradaveis, mas também oferecem beneficios nutricionais superiores. (SAKAR et al., 2022).

As gorduras naturais encontradas no azeite de oliva oferecem beneficios significativos
para a saude devido ao seu potencial antioxidante, melhorando a saude daqueles que o
consomem. Esse potencial antioxidante é atribuido a presenca de compostos fendlicose
flavonoides que atuam como sequestradores de agentes eletronicamente carregados como as
espécies reativas de oxigénio (oxidantes). O mecanismo proposto para essa a¢do antioxidante se
relaciona as duplas ligacOes feitas ao longo dos seus esqueletos carbdnicos que servem como
locais favoraveis para a entrada das espécies com cargas reativas, as quais interagem com esses
grupos de agentes oxidantes; alcancando, entdo, a estabilidade do produto, deixando de
representar um risco ao meio onde estavam presentes; contribuindo, assim, para neutralizar sua
atividade oxidante, tornando o azeite uma opcéo saudavel na dieta (NAVAJAS-PORRAS et al.,
2020).

3.5 Uso de sistemas nanoemulsionados para farmacos com a¢gdo no SNC

A integracdo de tecnologias farmacéuticas no processo de desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos é crucial para sua formulacdo e aprimoramento. Atualmente, no
mercado, existe uma ampla variedade de produtos biologicamente ativos que desempenham
funcgdes diversas em uma extensa gama de protocolos de tratamento clinico. Essa diversidade
de opcdes destaca a importancia de incorporar avangos tecnologicos para otimizar a eficacia e
seguranca dos medicamentos em desenvolvimento. (WELBER & DA ROSA, 2021).

Aplicagdes de sistemas nanoemulsionados, enquanto tecnologia em produtos
farmacéuticos, oferecem significativos beneficios na eficacia de preservacdo e melhoria da
estabilidade dos farmacos, proporcionando um melhor controle na liberacdo do medicamento

no momento de sua administracao aliado ao aumento da solubilidade deste em diferentes meios
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bioldgicos, protegendo-o da degradacdo enzimatica, o que possibilita uma maior resisténcia nas
variagOes de temperatura e pH. Essas caracteristicas destacam a eficacia e a versatilidade dos
sistemas nanoemulsionados na formulacdo de produtos farmacéuticos, exemplificando que esse
farmaco, durante seu armazenamento em ambiente fisiolégico produz nanoemulsbes que
operaram com particulas na escala de tamanho entre 20 e 200 nanémetros, estabelecendo uma
maior superficie de contato com o ambiente bioldgico, permitindo ter uma area de superficie
expandida, facilitando a execucdo de sua atividade terapéutica (KARAMI; ZANJANI;
HAMIDI, 2019).

Para a obtencdo dessas nanoemulsGes, as técnicas de producdo podem ser divididas em
dois grandes grupos: métodos de alto e baixo aporte de energia. Na producao de nanoemulsées
com baixo aporte de energia, como as utilizadas em nossos estudos, recorre-se a processos que
aproveitam a energia interna do sistema, como a emulsificacdo espontanea, inversao de fase e
o método PIT (inversdo de fase provocada pela temperatura). Esses métodos, ao contrario dos
que envolvem alta energia, como a sonicacdo ou homogeneizagdo de alta pressdo, evitam a
degradacédo de componentes sensiveis a0 mesmo tempo que SA0 Menos agressivos ao principio
ativo (WANG et al., 2023).

Essa qualidade das nanoemulsdes produzidas por métodos de baixo aporte de energia
estd diretamente relacionada a homogeneidade das goticulas formadas e a estabilidade do
sistema, que depende de parametros como temperatura, pH e a natureza dos surfactantes
utilizados. Dentro do amplo espectro de caracterizacdo desses sistemas, estdo técnicas como
espalhamento de luz dindmico (DLS), que permite medir o tamanho das particulas e sua
distribuicdo, além de técnicas de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), usadas para
avaliar a morfologia das nanoemulsdes formadas. Ambas as analises sdo necessarias para
demonstrar que as particulas formadas na escala de nandmetros, apresentam distribuicdo
homogénea e estabilidade prolongada, oferecendo maior biodisponibilidade e controle da
liberacdo do farmaco (REN, et al., 2021).

Ao utilizar nanoemulsdes estaveis com goticulas de tamanho reduzido, a area superficial
de interacdo com o meio bioldgico aumenta significativamente, o que melhora a absorcdo do
medicamento e, por conseguinte, sua eficacia terapéutica. Assim, o0 método de producéo de
baixo aporte de energia desempenha um papel crucial na otimizacdo da qualidade da
nanoemulsao e nas suas capacidades terapéuticas no SNC (MALODE et al., 2021).

Quando se menciona o desenvolvimento de farmacos, cuja atividade bioldgica se da no
SNC, o primeiro desafio pensado € da superacao da principal barreira de protecdo do préprio

organismo, a barreira hematoencefalica (SILVA et al., 2022). E sabido que essa camada
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protetora fornece ao SNC certa robustez a presenca de substancias toxicas, bactérias, toxinas e
produtos quimicos (bem como farmacos), impedindo que elementos exdgenos ao organismo
entrem em contato com as estruturas celulares do cérebro (FONSECA-SANTOS, 2019).

A presenca de células especializadas (chamadas de astrécitos) formam uma barreira
fisica entre os vasos sanguineos e o tecido cerebral, sendo marcadas pela existéncia de jungdes
apertadas entre as células endoteliais que revestem os vasos sanguineos, limitando a difuséo de
substancias entre o sangue e o tecido cerebral; servindo, inclusive, como transportadores de
efluxo (principais relacionados a retencdo de farmacos da corrente sanguinea antes que elas
adentrem nos epitélios celulares). Essas caracteristicas sdo as que representam desafios no

tratamento de doengas do sistema nervoso central (BIANCO, 2019).

Muitos excelentes candidatos a farmacos que sdo aprovados pelas analises preliminares
in silico encontram o seu algoz no momento da administracdo frente a transpassagem da barreira
hematoencefalica. Nesse interim, muitos dos farmacos que ndo apresentam os devidos niveis
de solubilidade, ou ainda a devida afinidade e incorporacdo com proteinas de passagem, tém o
seu desenvolvimento interrompido ou retornado para estagios iniciais de otimizacao de estrutura
carbbnica, visto que esse é um pré-requisito basico para o avango do farmaco até a chegada no
seu sitio em quantidade suficiente, desempenhando assim a atividade biol6gica adequada e
desejada (LOPES, 2022). Este € um dos principais problemas que afligem o desenvolvimento
de novos candidatos a farmacos com atividade no SNC, além da presenca de outros efeitos
indesejaveis que acabam sendo consequéncia da propria presenca desses principios ativos em
contato com as membranas cerebrais, a citotoxicidade do préprio farmaco (PEREZ et al., 2021).

Uma tecnologia farmacéutica que concilia vantagens e amplo espectro de aplicagdo é o
uso de nanoemuls@es carreadoras de farmacos nas mais diversas vias bioldgicas. Por se tratar
dedispersdes coloidais constituidas por dois liquidos imisciveis, estabilizados por agentes
tensoativos. Esse veiculo pode algar agentes terapéuticos hidrofobicos por rotas paracelulares ou
transcelulares de maneira que seja possivel evitar que essas substancias possam ser aprisionadas,
posteriormente, sofrendo hidrdlise e degradacdo enzimatica, sendo verdadeiro também o
iNverso.

Uma importante caracteristica para acao farmacoldgica é a solubilidade de um farmaco,
em sua matriz ou nos meios e tecidos que o antecedem para o efeito desejado, ha uma baixa
concentracdo disponivel do principio ativo (SALATA & LOPES, 2022), acarretando na
incapacidade de cumprir sua atividade terapéutica e necessitando de doses maiores para atingir
uma atividade farmacoldgica adequada, enquanto se evita o aparecimento da condicdo toxica
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do medicamento (KARAMI; ZANJANI; HAMIDI, 2019).

O melhoramento nas interacBes de membrana também € imperioso para elucidar quais
serdo as estruturas e zonas farmacoféricas que terdo afinidade com as estruturas celulares
(CUNHA, 2021). Com a modulacdo dos transportadores de efluxo de farmacos (RAWAL,;
PATEL; PATEL, 2022), as nanoemulsdes se mostraram poderosas e aliadas a essas atividades
(KARAMI; ZANJANI; HAMIDI, 2019).

Os sistemas nanoemulsionados tém sido amplamente explorados como veiculos
promissores para o aprimoramento da biodisponibilidade e eficacia de farmacos naturais e
sintéticos com acdo no sistema nervoso central (SNC). Produtos naturais, como alcaloides,
flavonoides e terpenos, apresentam grande potencial terapéutico devido as suas propriedades
neuroprotetoras, antioxidantes e anti-inflamatdrias, sendo amplamente estudados para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, além da epilepsia e
disturbios de ansiedade, como por exemplo, como na literatura proposta por Panzarini (2020),
em que as nanoemulsdes de curcumina melhoram a penetracdo na barreira hematoencefélica e
aumentam a concentracdo da substancia ativa nas areas cerebrais afetadas, proporcionando
efeitos neuroprotetores mais eficazes quando comparado com a utilizacdo apenas da curcumina
ao longo dos protocolos avaliados, assim, corroborando para que o uso de sistemas
nanoemulsionados ndo s6 prolongue a acdo da curcumina, como também reduza os efeitos
adversos, favorecendo uma liberacdo controlada e sustentada da substancia. No grupo avaliado,
sem o emprego das técnicas de produtos nanoelaborados, foi identificada baixa solubilidade e
a instabilidade em meios biol6gicos, o que, provavelmente, limitou a eficacia desses compostos.
Com o exposto, a incorporacdo de produtos naturais em sistemas nanoemulsionados oferece
uma solucéo eficiente para superar essas barreiras bioldgicas, em especial a hematoencefalica,
melhorando a solubilidade do farmaco proposto, protegendo esses compostos da degradacéao
metabdlica precoce, promovendo liberacdo controlada e sustentada no SNC, o que maximiza
seu efeito terapéutico.

Os progressos alcancados por meio de sistemas nanoemulsionados, seja para
substancias naturais ou sintéticas, propde questdes de suma importancia acerca das perspectivas
da elaboracdo de novos medicamentos para o tratamento de doencas do sistema nervoso central
(VANTI 2021). A capacidade dessas nanoemulsdes de melhorar a estabilidade, aumentar a
biodisponibilidade e garantir a liberacdo controlada dos principios ativos coloca essa tecnologia
em um patamar de referéncia no campo da neurofarmacologia, trazendo para o
desenvolvimento de farmacos a possibilidade de individualizacdo de caracteristicas

farmacocinéticas e farmacodindmicas que estejam relacionadas ao seu potencial terapéutico,
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melhorando atributos de metabolizacdo e excrecdo, contribuindo para a criagé@o de terapias mais
eficazes e seguras com menos efeitos adversos (JUSRIL et al., 2022).

Modelos cronicos de instrumentalizacdo permitem explorar a eficacia prolongada e a
durabilidade dos efeitos desses compostos, permitindo avaliar possiveis adaptacfes que o SNC
possa desenvolver ao tratamento continuo, com resultados preliminares do grupo de pesquisa
apontando para uma continuidade dos efeitos anticonvulsivantes quando associados a outras
tecnologias farmacéuticas, sugerindo que as amidas graxas, modulam o sistema
endocanabinoide, sinalizando para o sistema GABAérgico, oferecendo uma resposta
terapéutica consistente em cenarios crénicos.

Portanto, o uso de tecnologias baseadas na incorporagéo de sistemas nanoemulsionados
para farmacos com alvo no sistema nervoso central ndo s6 colabora com a resolucdo de
problemas oriundos da distribuicdo e transpassagem das principais barreiras bioldgicas para o
cerebro; como otimiza, em especial, op¢des terapéuticas para condi¢des clinicas de dificil

manejo como a epilepsia.

26



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e solventes quimicos

4.2. Obtencao do azeite de oliva
O azeite de oliva, enquanto objeto deste estudo, foi obtido de maneira comercial no ano
de 2023. O material € descrito como azeite extravirgem (250ml), da marca Andorinha Portugal,
lote n° L0206423. Este azeite extravirgem foi escolhido pelo fato de ter uma acidez menor que
apresentada pelo azeite comum, o que facilitaria as reagdes no processo de sintese da amida graxa.

4.3. Obtencéo e caracterizacdo das amidas graxas

A obtencdo da mistura das amidas graxas se deu atraves da metodologia proposta por
Araujo et al.(2018), por uso de lipases de Candida antarctica-B (CAL-B), o que permitiu
executar o processo de transesterificacdo aos &cidos graxos presentes no azeite de oliva
selecionado, o qual foi feito por meio do processo de amindlise

Foi adicionado 1mL de azeite de oliva, 10% (10mg) da lipase de Candida antarctica-
B (CAL- B) e 3ml de etanol em um baldo de fundo redondo de 5 mL. Todo o sistema
permaneceu sob agitacdo magnética (300 rpm, 27 £ 2°C) por 24h.

Ap0s a conclusdo do processo de agitacdo, o biocatalisador foi submetido a filtracdo e a
lavagem com acetona (3x com 1mL). O filtrado resultante foi evaporado sob pressao reduzida.
A seguir, o produto da reacdo passou por um processo de purificacdo por cromatografia em
coluna, utilizando silica gel e uma mistura de solventes (hexano:acetato de etila) nas proporcdes
de 9:1 como eluente.

Finalizadas essas etapas, os produtos intermediarios, Esteres Etilicos de Acidos Graxos
(FAEE) serdo conduzidos para uma reacdo de amidacdo, associado ao emprego de
isopropilamina ou anandamida (ambas a 3ml - 2,1669), FAEE (1ml) e 10% de CAL-B como
catalisador. Todo o sistema sera mantido sob agitacdo magnética (300 rpm, 27 £ 2°C) por 24h,
passando, posteriormente, por filtragem e lavagem com acetona (3x com 1ml) a fim de remover
as enzimas utilizadas.

Apos o processo de filtragem, o filtrado é evaporado novamente sob pressdo reduzida
através de uma bomba a vacuo. Em seguida, o material passa por um novo processo de
purificacdo por cromatografia em coluna sobre silica gel com hexano: acetato de etila nas
proporcdes de 9:1 como eluente. Ao término desse processo, as amidas graxas estardo prontas
e aptas para a posterior caracterizacdo. Este procedimento detalhado visa garantir a pureza e a

qualidade das amidas graxas. Posteriormente as amidas graxas foram caracterizadas por analise
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cromatografica gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG- MS).

4.4. Preparo e caracterizagdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram preparadas através do método de inversdo de fase com aporte
de baixa energia, de acordo com a metodologia de Rodrigues et al. (2021). O HLB 13,5 (10,51
mg de Span 80 e 64,48mg de Tween 80) selecionado de acordo com os estudos de Ghiasi et al.
(2019).

O emulsificante foi formado pela adi¢do de 10,51mg de Span 80 e 64,48mg de Tween
80. A fase organica foi formada pela adicdo de 75mg de amidas de acido graxo ao blend de
emulsificantes. A fase organica foi agitada por 30 minutos em aparelho vortex a 750rpm. Em
seguida, 2.850mg de agua destilada foi titulada gota a gota na fase organica com agitacdo
constante de 720rpm por 1 hora. A concentracdo final de amida de &cido graxo foi de
25.000ug.mL* e a relagdo surfactante/dleo (SOR) foi de 1:1 na nanoformulagéo.

Para as andlises de estabilidade e caracterizacdo da nanoemulsdo obtida, foram
considerados os parametros de controle de qualidade como o didmetro hidrodindmico, indice
de polidispersividade, e Potencial Zeta ({) das nanoemulsdes, sendo estas realizadas por meio
da técnica espalhamento de luz eletroforético, utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series,
além de um laser incidido nas amostras para aferir o deslocamento doppler na luz espalhada
pelas particulas. Em todas as analises, as nanoemulsdes serdo diluidas na proporcéo de 1:25 v/v
em agua deionizada e transferidas para cubetas especificas com dois eletrodos, sendo analisadas

em triplicatas imediatamente apds o preparo.

4.5. Procedimentos éticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Pard (CEUA-UFPA), sendo avaliado, aprovado e registrado sob o protocolo n°
4335290521. Foram respeitados todos os requisitos da Lei n°® 11.794/2008, capitulo 1V, art.
14, § 4° (BRASIL, 2008), e o Decreto n° 6.899/2009, em concomitadncia com as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).

Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados por comités de ética em
pesquisa, em conformidade com as normas éticas estabelecidas, seguindo os principios éticos
na experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Assim, foram tomadas as medidas necessérias para proporcionar um ambiente

adequado aos camundongos (Mus musculus), monitorando-os durante os procedimentos
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laboratoriais deste projeto.

4.6. Animais

Para o desenvolvimento do projeto foram utilizados 43 camundongos (Mus musculus)
machos, adultos, da linhagem Swiss, adquiridos através da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), com peso dos individuos entre 20g e 40g. Os animais foram divididos em 5
grupos de 10 animais cada, mantidos em gaiolas individuais, com &gua e racdo ad libitum, em
condicdes controladas de iluminacao (ciclo claro/escuro de 12h/12h) e temperatura ambiente de
25°C, sendo monitorados diariamente para acompanhamento e garantia dos parametros
ambientais estipulados para o estudo.

Os grupos foram distribuidos em controle positivo, controle negativo, amidas graxas
livres, nanoemulsdo de amidas graxas e apenas 0 grupo para avaliagdo do estresse
comportamental (SHAM) possuiu 3 animais.

Os animais pertencentes ao grupo de controle positivo foram submetidos a tratamento
com a droga padrdo para controle do potencial convulsivante, Diazepam (BDZ), o grupo de
controle negativo foi tratado somente com solucdo salina (SL) a 0,9%, além dos grupos de
amidas graxas livres (FAA) e com a incorporagédo do seu sistema nanoemulsionado (NFAA),
além do grupo controle de estresse ambiental e de manipulacdo animal (SHAM). A abordagem
escolhida permitiu uma analise abrangente do impacto dos farmacos nos grupos supracitados,

além de avaliacdo comparativa dos efeitos dos diferentes tratamentos utilizados.

4.7. Delineamento experimental
Os animais utilizados foram monitorados diariamente ao longo de um periodo de 24
dias, durante os quais receberam os tratamentos respectivos de cada farmaco ou solucéo salina,
no caso do grupo de controle negativo, desde o primeiro até o ultimo dia. Esse acompanhamento
continuo ao longo do experimento foi necessario para que se fizesse uma analise mais
aprofundada dos efeitos dos farmacos nos animais e seus respectivos resultados, além de
prospectar possiveis manifestagdes cronicas oriundas dos tratamentos utilizados.

Para o grupo controle positivo foram administradas doses de Diazepam (DZP) na
concentracdo de 2mg/kg, para o controle negativo, solucdo salina 0,9%. Para os grupos de
ensaio: FAA 100 mg/kg e NFAA 100 mg/kg, todos em um volume de 200ul foram aplicados
por via intraperitoneal (ip). O grupo SHAM né&o recebeu nenhum tipo de administragéo, apenas
sendo manipulado fisicamente para se induzir uma resposta de estresse que mimetizasse a dos

demais grupos.

29



Durante o estudo, em dias alternados, a contar do segundo dia até o vigésimo quarto,
todos os grupos (com excecdo do SHAM) receberam 0 agente pro-convulsivante
Pentilenotetrazol (PTZ) na dose de 35mg/kg. Essa dosagem € considerada subterapéutica e é
utilizada para se reduzir o limiar convulsivo dos individuos testados. Assim, 0s animais eram
sensibilizados a epileptogénese desencadeada, evoluindo ao longo do processo quimico de

abrasdo neuroldgica (THAPLIYAL et al., 2023), como descrito na Figura 3.

Figura 3: Delineamento experimental do protocolo abrasivo
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Fonte: Autoria propria

O numero de animais utilizados nesse estudo estd justificado na garantia de
confiabilidade estatistica e reprodutibilidade analitica dos resultados obtidos, ja que a
metodologia se baseia na observacdo comportamental dos camundongos e no grau

epileptogénico por eles apresentado.

4.7. Avaliacao da atividade anticonvulsivante
Apos a administracdo do agente pré-convulsivante, os grupos foram observados durante
30min para verificar quaisquer alteracfes em suas condi¢cBes comportamentais. Esse periodo de
observacao possibilitou acompanhar a evolucéo epiléptica, caso ocorresse, a depender do grupo,

sendo avaliada de acordo com a escala de Racine (1972) e apresentada conforme a Tabela 2.
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Essa abordagem padronizada foi essencial para a andlise sistematica e objetiva dos efeitos
provocados pelo agente pro-convulsivante nos animais de cada grupo.

Tabela 2: Escala de Racine
ESTAGIO ALTERAQAO COMPORTAMENTAL

0 Normal, sem anormalidade

Imobilidade, movimentos orais e faciais (mild)
Movimentos na cabeca, mioclonia parcial
Mioclonia continua do corpo inteiro, cauda erguida rigidamente

Efeito cl6nico das patas dianteiras, convulséo tonica, cair de lado

g B~ W N P

Convulséo tonico-clonica, cair de costas, correr e pular
descontroladamente
6 Obito

Fonte: RACINE, 1972.

No contexto de inducdo de crises convulsivas, como por pentilenotetrazol (PTZ), os
animais podem ser considerados epilépticos quando apresentarem crises persistentes e
recorrentes, a partir do estagio 3 ao 4 da escala de Racine. Nesse estagio, os animais apresentam
crises clbnicas bilaterais nas patas anteriores, que sdo seguidas por crises tonico-clonicas
generalizadas no estagio 5 (AKYUZ, 2020).

4.8. Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). A
normalidade e a homogeneidade das variagOes foram verificadas por meio do uso dos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. As comparagdes entre grupo controle
negativo e outros grupos nas analises comportamentais das crises foram realizadas usando
ANOVA de uma via e pds-teste de Tukey. O nivel minimo de significancia foi estabelecido em

p <0,05 em todos os casos. O software GraphPad® Prism 8.0 foi utilizado para todas as analises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo do conjunto de &cidos graxos e das amidas graxas produzidas
A anélise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
revelou que os trés principais componentes do conjunto de &cidos graxos foram o &cido oleico
(70,80%), acido palmitico (22,07%) e acido linoleico (6,57%) (Tabela 3).

Tabela 3: Composi¢do das acidos graxos do 6leo de Olea europaea, por analise CG-EM?.

. b . Concentragao
Amida Graxa Pico Relativa® (%)
Palmitico 1 22,07
Oleico 2 70,80
Linoleico 3 6,57
Vacénico 4 0,56
> Saturado — 22,07
> Insaturado - 71,36
> Polinsaturado - 6,57

3Banco de dados do EM (NIST 5.0); "% do &cido graxo correspondente pela integracio da area dos picos

A cadeia alquilica dos desses acidos graxos constituiram na elaboracdo das amidas
graxas, resultando em propor¢oes semelhantes na composicdo final das amidas produzidas.
Diversas amidas graxas como a oleiletanolamida oriunda da cadeia graxa do acido oleico tém
ganhado destaque por apresentar potenciais caracteristicas neuroprotetoras (MURRU et al.,
2021)(FAHEEM et al., 2022).

A Figura 4 corresponde ao cromatograma das amidas graxas obtidas a partir da reacao
de amidacdo direta dos acidos graxos presentes no 6leo (&cidos oleico, palmitico e linoleico),
onde no Pico n° 2 (t.r. 26,5min) corresponde a oleiletanolamida, uma vez que a presenca de seu
acido precursor, o acido oleico, no azeite de oliva, € de 70,80%, inferindo que a por¢édo
majoritaria do produto final de amidacdo é derivada deste acido graxo saturado, com o seu
tempo de retencdo sendo compativel com compostos de cadeia longa saturados (VIAU &
MEYNIER, 2024).
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Figura 4: Cromatograma do conjunto de amidas graxas obtidas a partir da reacdo de amidacéo direta do azeite de
oliva. * impureza.

2

o

i 7 i g i i ; : T T 1 T T T 1 7 T 1 7 7 T T T
2.5 250 275 300 325

rs 200

. | \i 4
\ . N \Lﬁm

Fonte: Autoria Propria

O écido oleico, representando 70,80% das amidas graxas biossintetizadas, € um &cido
graxo monoinsaturado conhecido por suas propriedades neuroprotetoras, com registros na
literatura, a qual tem demonstrado que o &cido oleico desempenha um papel singular na
modulacgéo da plasticidade sinaptica e na protecdo neuronal contra estresses oxidativos, sendo
estes, fatores criticos na progresséo da epileptogénese (VESGA-JIMENEZ et al., 2022).

Como segundo constituinte em maior concentracdo no conjunto de acidos graxos que
elaboram as amidas graxas, o Pico n° 1 (22,5min) possibilita identificar a palmitoiletanolamida,
oriunda do acido palmitico, uma vez que sua presenca no azeite de oliva é de 22,07%, o que
sugere que uma porc¢do significativa do produto de amidacéo é derivada deste acido graxo
saturado, com o seu tempo de retencdo (22,5min) compativel com compostos de cadeia longa
saturados (KATSUWON; ARYUSUK; KRISNANGKURA, 2006).

O éacido palmitico (C16:0), em especifico, € um &cido graxo saturado que, quando
amidado forma a palmitoiletanolamida (PEA), amplamente estudada por suas propriedades
anti-inflamatorias e neuroprotetoras (DA SILVA et al., 2021).

Ja o Pico n® 3 (27,8min) corresponde ade isdmeros ou subprodutos menores que surgem
durante o processo de amidacdo, ou uma forma de amida intermediaria, que possivelmente se
refere a linoleiletanolamida, oriunda do &cido linoleico, representando 6,57% do pool original
de &cidos graxos. Como o0 &cido linoleico é um acido graxo poli-insaturado, sua presenga em
menores quantidades e seu comportamento diferenciado podem explicar a localizacéo e a
intensidade relativa do pico, como descrito por Christie et al. (2001).

Embora presente em menor proporcdo, o &cido linoleico é um &cido graxo poli-
insaturado, que desempenha um papel critico na modulacdo de vias neuroprotetoras,

principalmente devido a sua capacidade de formar derivados oxigenados bioativos, como 0s
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endocanabinoides, metabdlitos estes que tém mostrado potencial para reduzir a
excitotoxicidade e a inflamagdo (KOMARNYTSKY et al., 2021), exibindo também
propriedades neuroprotetoras (OKORONKWO; OGUKWE; OKEREKE, 2023).

No tocante a formacdo de subprodutos, o Pico n® 4 (29,4min) pode indicar um
subproduto ou amida de menor significancia em termos de proporcao, representando talvez
outros &cidos graxos de menor expressdao que estdo constituidos no azeite de oliva, como 0
acido Vacénico, servindo como substrato para a formacéo da vacenoiletanolamida, a menor
intensidade deste pico pode estar associada a acidos graxos de cadeias menores ou
intermediarios formados no processo de reacdo (YOO et al., 2024).

A reacdo de amidacdo direta, catalisada pela lipase de Candida antartica, converte
predominantemente os acidos graxos presentes nos triglicerideos do azeite de oliva em suas
respectivas amidas graxas, esse processo enzimatico é favorecido pela alta especificidade da
enzima, permitindo uma eficiente conversdo de acidos graxos como o oleico, palmitico e
linoleico (LIMA; ANJOS; PORTO, 2022).

A estrutura quimica das amidas resultantes, € embasada por espectrometria de massa,
onde o ion base de 98m/z, atribuido ao rearranjo de McLafferty, destaca-se como um marcador
distintivo, particularmente observado nos espectros (70eV) para a oleoiletanolamida. Esse
comportamento é notavelmente diferente quando comparado aos espectros de massa de ésteres
etilicos, nos quais o pico base corresponde a 55m/z, associado a perda da porc¢édo etoxido, com
jons menos abundantes ao redor de 264m/z, tipicos de sua estrutura etilica (ARAUJO et al.,

2018), como apresentando pela Figura 5.

Figura 5: Espectro de massa dos compostos oleato de etila (A) e oleoiletanolamida (B).
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Fonte: Autoria Propria

Esse resultado confirma a precisdo da biocatélise, evidenciada pela seletividade da

34



lipase no processo de amidacdo dos acidos graxos, e como isso difere das reacfes com ésteres,
cujos espectros de fragmentacdo refletem a influéncia da porcéo alcodlica na estabilidade dos
fragmentos formados. A comparagdo com a oleoiletanolamida destaca ndo apenas a eficiéncia
da biocatalise, mas também o potencial farmacéutico das amidas graxas, que possuem

propriedades biologicas distintas em comparagdo com 0s ésteres.

5.2. Caracterizacdo da nanoemulsdo carreada com as amidas graxas

A caracterizacdo das nanoemulsdes obtidas é essencial para assegurar a eficacia e
garantia de suas atividades farmacoldgicas, devido a sua natureza submicrométrica e alta area
superficial dessa técnica de encapsulamento, as nanoemulsdes apresentam propriedades Gnicas
como melhor solubilidade de farmacos lipofilicos ou hidrofilicos, biodisponibilidade
aprimorada em meios biologicos diversos e estabilidade prolongada (LIU et al., 2022).

Em parédmetros de controle de qualidade como o potencial zeta, a distribuicdo do
didmetro de particula e o indice de polidispersividade influenciam de maneira ativa no
comportamento dessas nanoestruturas no organismo humano, de maneira que a sua interacao
com 0s mais diversos produtos celulares, tais como proteinas e enzimas podem anular o efeito
de incorporacdo dessa técnica (RAl; SHARMA; THAKUR, 2021), tornando-se imperioso 0
controle desses parametros com fim de garantir que as nanoemulsdes ndo apenas alcancem o
local-alvo de forma eficiente, como mantenham a estabilidade e a liberacdo controlada dos
compostos ativos, minimizando potenciais efeitos adversos e maximizando os beneficios

terapéuticos.

5.2.1 Avaliacao do potencial Zeta

O valor do potencial zeta é um parametro crucial para avaliar a estabilidade das
nanoemulsdes. No caso da nanoemulsdo produzida, o potencial zeta obtido foi de -68,7mV +
6,68mV, como apresentado pela Figura 6 (Pag. 34), sugerindo boa estabilidade coloidal devido
a forte repulsdo eletrostéatica entre as particulas, prevenindo sua agregacado (FAN et al., 2020),
0 que implica dizer que a nanoemulsdo de amidas graxas possui boa estabilidade, reduzindo

significativamente a probabilidade de floculagdo ou coalescéncia ao longo do tempo.
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Figura 6: Distribuicdo do potencial Zeta via equipamento Zetasizer
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Fonte: Autoria Propria

Guldorum et al. (2024) investigaram o uso de nanoparticulas de ferrita de bismuto
carreadas com ethosuximida como um sistema de liberacdo controlado de farmacos para o
tratamento da epilepsia, haja vista que sistemas nanoemulsionados tém ganhado destaque
devido a sua capacidade de encapsular e liberar medicamentos de forma eficiente, além de
possibilitar a administracdo, seja por via intranasal, quanto por vias alternativas como
intraperitoneal, permitindo a passagem de maneira otimizada dos farmacos pela barreira
hematoencefalica (BHE). Neste trabalho, foi obtido um potencial zeta de -34,5mV dessas
nanoparticulas, onde ensaios indicaram que esse potencial as mantiveram estaveis devido a
repulsdo eletrostatica, sendo que valores de potencial zeta negativos séo indicativos de boa
estabilidade coloidal, o que é essencial para evitar a agregacao das particulas e garantir a
eficdcia do tratamento durante o tempo de administracdo, com o valor dentro dos padroes tipicos
para sistemas de nanoparticulas, que geralmente apresentam estabilidade dentro de um intervalo
ideal entre -15 a -31mV de potencial zeta (BONI, 2022).

Comparando com o potencial zeta de -68,7mV da nanoemulsdo de amidas graxas, esse
parametro permite assumir que a nanoemulsdo tem uma estabilidade eletrostatica confiavel, o
que € benéfico para evitar floculacdo e garantir que as particulas permanecam dispersas durante
0 processo de entrega e liberacdo do farmaco, sendo uma vantagem em caso de uso a longo
prazo, ja que sistemas mais estaveis reduzem o risco de formacdo de agregados e perda das

propriedades farmacoldgicas e farmacocinéticas.
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5.2.2 Distribuicao de Diametro de Particula

De acordo com a Figura 7, o tamanho médio de particula (Z-Average) da nanoemulséo
foi de 325,8nm. Para a concepcdo de sistemas nanoestruturados € relevante avaliar este
parametro, pois infere diretamente acerca de sua capacidade de penetracdo e biodisponibilidade
no SNC (MALODE et al., 2021).

Figura 7: Distribuicdo de tamanho de particula, por intensidade, da nanoemulsdo carreada de amidas graxas

produzidas a partir dos acidos graxos de Olea europaea
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Fonte: Autoria Propria

Nanoemulsdes com tamanhos de goticulas abaixo de 500nm sdo amplamente utilizadas
em formulagdes farmacéuticas devido a sua capacidade de aumentar a area de superficie para
interacdo com células, melhorar a solubilidade de compostos lipofilicos e favorecer uma
absorcdo mais eficiente em tecidos biolégicos (ZHOU, 2022).

O tamanho médio de 325,8nm, obtido nas aferi¢Bes, é apropriado para garantir boa
dispersdo ao longo dos meios bioldgicos, particularmente em aplicagdes topicas ou
intravenosas, onde a penetracdo em barreiras bioldgicas como a pele ou a barreira
hematoencefalica pode ser facilitada (JUSRIL et al., 2022). Esse tamanho permite um
comportamento dinamico em circulacdo sistémica, possibilitando que as particulas
permanegam em suspensdo por mais tempo, aumentando a possibilidade de entrega controlada
dos compostos ativos.

Nos ensaios de Laurindo et al. (2023), observou-se que as nanoemulsdes carreadas com
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curcumina no intervalo de tamanhos de particula entre 200 e 300nm otimizou a
biodisponibilidade de compostos terapéuticos em tecidos bioldgicos, especialmente para
tratamentos neurologicos, permitindo uma liberacao eficiente das substancias ativas atraveés das
barreiras biolégicas, como evidenciado pelos autores, a barreira hematoencefalica, um fator
essencial para o tratamento de patologias que comprometem o SNC como a epilepsia, sendo
que a pesquisa também elucidou que o tamanho das particulas afetou diretamente a
permeabilidade e a biodisponibilidade do principio ativo.

5.2.3 Indice de polidispersividade

A polidispersividade (PDI) é um indice crucial para analisar a variagdo dos tamanhos
das particulas distribuidas em uma nanoemulsdo, o que desempenha papel significativo na
estabilidade do produto elaborado. Durante as analises realizadas, foi obtido um indice de
polidispersédo (PDI) de 0.216 para as nanoemulsdes utilizadas no estudo, sugerindo que o
sistema apresenta distribuicdo bastante uniforme de tamanhos, uma caracteristica desejavel em
formulagdes farmacéuticas (ALGAHTANI et al., 2022). Um PDI inferior a 0,3 é considerado
indicativo de uma nanoemulsdo monodispersa, ou seja, com particulas de tamanho
uniformemente padronizado. Esse parametro classifica um ponto altamente sensivel e positivo
de estabilidade e confiabilidade das nanoemulsdes produzidas.

A distribui¢do de tamanho homogéneo minimiza o risco de instabilidade fisica, como a
coalescéncia de particulas menores ou maiores, e pode assegurar uma liberacdo mais controlada
dos principios ativos das amidas graxas, a homogeneidade da formulacdo também é crucial para
garantir a reprodutibilidade do efeito terapéutico, uma vez que tamanhos uniformes permitem
uma melhor absorcéo e biodisponibilidade dos compostos ativos em comparagédo a sistemas
com alta polidispersdo, principalmente quando considerados parametros de “grandes filtros
bioldgicos’’, como € o caso da barreira hematoencefalica (LEE & MINKO, 2021).

Sistemas lipidicos e vesiculares, incluindo lipossomas e nanoparticulas solidas lipidicas,
também apresentam PDIs semelhantes aos obtidos de 0.216 que, como discutidos por Atre &
Rizvi (2024), sdo valores ideais (ja que sdo abaixo de 0.3) para garantir a estabilidade das
particulas em suspensdo, evitando agregacdo ou sedimentacdo, além de proporcionar uma
liberacdo controlada e uma absorcdo eficiente dos compostos ativos, sendo essencial para
aplicacfes em doencas neuroldgicas, onde a precisdo na entrega de farmacos pode melhorar
significativamente os resultados terapéuticos esperados.

As nanoemulsbes de amidas graxas utilizadas neste trabalho apresentaram PDI

homogéneo, indicando que o sistema também possui propriedades altamente favoraveis para
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aplicacfes no SNC, a uniformidade no tamanho das particulas é particularmente relevante para
a entrega controlada e sustentada de farmacos, potencializando seu uso em abordagens

terapéuticas como o controle de crises epilépticas.

5.3 Avaliacdo da atividade anticonvulsivante
Os resultados da avaliagdo anticonvulsivante demonstraram que tanto as amidas graxas
em sua forma livre, quanto sua nanoemulsao apresentaram resultados satisfatorios em relacédo

a diminuicdo da evolucdo das crises convulsivas dos grupos experimentais (Figura 8).

Figura 8: Evolucdo epileptogénica dos grupos observados, ap6s o tratamento com as amidas graxas livres
produzidas a partir do 6leo de Olea europaea e sua hanoemulsdo. * = representa diferenca significativa com o

PBS; # = representa diferenca significativa com DZP e NFAA
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Fonte: Autoria Propria

O grupo PBS demonstrou inicio do quadro epileptogénico no 5° dia de aplicagdes, com
diferenca estatistica em relagdo aos demais grupos, apresentando valores médios de 0,6 + 0,16
pontos na escala de Racine (1972), sendo o grupo gue apresentou e evoluiu o quadro epiléptico
geral de maneira mais rapida, com média de scores de 5 no 12° dia de aplicacdo, apresentando
todos os sintomas da epileptogénese.

Esse grupo estabeleceu 0 modelo convulsivo de abrasamento animal ao permitir — no
estagio 5 da escala de Racine, alcangado na décima aplicacao de pentilenotetrazol — o método

proposto para o estudo das propriedades anticonvulsivante dos tratamentos testados, por se
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aproximar ao maximo possivel de uma crise convulsiva completa, passando desde as crises
iniciais de auséncia até a “Convulsdo tonico-clonica, cair de costas, correr e pular
descontroladamente’’, e apoés a crise, retornar & consciéncia.

Ja o grupo FAA apresentou 0s sinais comportamentais do inicio epileptogénico apenas
no sétimo dia de aplicagdes com PTZ no protocolo abrasivo, com média de escores de 0,6 +
0,16 e diferenca significativa em relagdo aos grupos PBS (1,7+0,15) , NFAA e Diazepam
(ambos ainda sem nenhuma manifestacdo de convulsdo até esta aplicacdo; logo, estando os
mesmos na escala 0 de Racine), com o aparecimento das primeiras crises convulsivas menos
intensas, somente no décimo dia de administracdo do agente pré-convulsivante, diferentemente
do grupo PBS, apresentando evolugdo mais rapida e agressiva do quadro epileptogénico.

A oleiletanolamida, que representa 70,8% da composi¢do do conjunto de acidos graxos
utilizados, exerce efeitos neuroprotetores por interagir com o sistema endocanabinoide, em
especial os receptores canabinoides (CB1), regulando funcbes neuroldgicas que incluem o
controle de convulsdes, agindo concomitantemente como modulador dos receptores
GABAérgicos (KRISHNA KUMAR et al., 2023), reduzindo a excitabilidade neuronal, um
fator critico na prevencéo de crises epilépticas (FAHEEM et al., 2022), propondo por esse meio
a capacidade do grupo FAA de retardar o inicio epileptogénico e reduzir a gravidade das crises
convulsivas obtidas pelo modelo de abrasamento quimico animal.

Em condicdes de estresse neurologico, como em epilepsias, a PEA atua promovendo a
regulacdo dos mastdcitos e da microglia, células do sistema imune que desempenham um papel
importante na neuroinflamacdo, também interagindo com o receptor nuclear PPAR-a (receptor
ativado por proliferador de peroxissoma alfa), que esta envolvido na regulacdo de processos
inflamatdrios e neurodegenerativos, sendo que na ativacdo, 0 PPAR-a, a PEA diminui a
inflamacdo no tecido nervoso, protegendo contra o dano neuronal e contribuindo para a
neuroprotecdo em quadros epilépticos (MELIK-KASUMOV et al., 2022).

Estudos sugerem que os FAA derivados do &cido linoleico (correspondendo a 6,57%
dos FAA obtidos) podem influenciar na atividade oriunda das vias de sinalizacdo celular
associadas a neuroinflamacéo e a citotoxicidade. Esses dois processos estdo constantemente
presentes durante a exacerbacdo das crises epilépticas, além de que o &cido linoleico é um
precursor de mediadores anti-inflamatdrios conhecidos como prostaglandinas, que podem
ajudar a controlar a inflamagdo no SNC (DONG et al., 2023).

Embora os mecanismos de acgdo da linoleamida ainda ndo estejam completamente
elucidados, ha indicios de que ela interage com o sistema endocanabinoide de maneira

semelhante a oleiletanolamida, embora em menor grau, a presenca de duplas ligagdes no acido
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linoleico possam influenciar sua interacdo com enzimas de metabolizacdo, 0 que poderia
conferir a essa amida propriedades Unicas em termos de modula¢do do SNC.

O efeito neuroprotetor do grupo tratado com as amidas graxas (FAA) ndo apresentou
uma sustentacéo ideal dos efeitos neuroprotetores, com a rapida evolucéo clinica epiléptica apds
a nona inducdo com pentilenotetrazol, alcangando o ponto mais alto apds os 24 dias de
tratamento no nivel 5 do score de Racine (1972).

A maior diferenca significativa observada nos grupos amostrais foi dos individuos
tratados com a nanoemulséo das amidas graxas (NFAA) utilizadas. Ao ser comparado com 0s
individuos tratados somente com as amidas, apresentaram um tempo de tolerancia muito maior
até o aparecimento dos primeiros sintomas da epileptogénese, dentro do periodo de 24 dias de
protocolo abrasivo, ndo evoluindo além do primeiro estagio da escala de Racine.

No 12° dia de aplicacédo, o grupo NFAA apresentou média de scores de 0.857 + 1.215,
apresentando diferencas significativas tanto em relacdo ao grupo PBS quanto ao grupo FAA,
porém, sem diferencas significativas ao grupo tratado com BDZ (controle positivo), sendo o
unico grupo ndo-controle a manter os animais estaveis ao longo de todo o periodo estudado.

Os resultados apresentados evidenciam que as nanoemulsdes de amidas graxas (NFAA)
mostraram-se mais eficazes no controle da evolucdo do processo epileptogénico em
comparagdo com os tratamentos controle negativo (PBS) e com o uso de FAA. Essa
superioridade pode ser atribuida as caracteristicas fisico-quimicas da formulagéo
nanoemulsionada, como o menor tamanho de particula (Z-Average: 325,8d.nm), baixa
polidispersidade (PDI: 0,216) e elevado potencial zeta negativo (-68,7mV), que contribuem
para maior estabilidade coloidal, homogeneidade e maior eficiéncia na penetragdo das barreiras
bioldgicas, como a barreira hematoencefalica, retardando significativamente o aparecimento
dos sintomas e mantendo 0s animais em estagio inicial na escala de Racine.

Essas propriedades favorecem a liberacéo controlada e sustentada das amidas graxas no
sistema nervoso central, potencializando os efeitos neuroprotetores ao passo que a modulam
vias bioguimicas estimuladas pelas amidas graxas.

Dessa forma, os animais tratados com as nanoemulsdes mantiveram a estabilidade
comportamental semelhante ao grupo controle positivo, tratado com o fa&rmaco de referéncia
para o controle das crises convulsivas, o Diazepam, demonstrando que a estratégia
nanoemulsionada se traduz em uma abordagem promissora para 0 manejo de condi¢bes
relacionadas a epileptogénese.

O grupo PBS foi 0 que apresentou maior duragdo convulsiva ao longo dos periodos

observados, com tempo médio, em segundos, de 26,34 + 3,821 em estado convulsivo total no
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12° dia de aplicacdo, demonstrado através da Figura 9, permitindo aferir que o ndo tratamento

dos individuos culminou em maiores danos ao SNC.

Figura 9: Duracéo das crises convulsivas dos animais tratados com as amidas graxas oriundas dos
triglicerideos de Olea europaea e sua nanoemulsdo frente a epilepsia induzida por abrasamento quimico com

pentilenotetrazol. * = representa diferenca significativa com o PBS
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Fonte: Autoria Propria

Em comparacdo ao grupo de controle negativo, o grupo FAA apresentou a menor
duracdo convulsiva total ao longo dos periodos observados, com média de 11.231 + 7.570
segundos de crises convulsiva total no 12° dia de aplicacéo.

A laténcia convulsiva, induzida por pentilenotetrazol (PTZ), representa o periodo entre
a administracdo do agente pré-convulsivante e o inicio da primeira manifestacdo
comportamental de atividade epiléptica em modelo animal, sendo esse parametro um dos
principais indicadores da eficicia de substancias com potencial anticonvulsivante, pois um
prolongamento na laténcia sugere uma maior resisténcia neuronal ao desencadeamento da crise
em questdo (CHEN et al., 2023).

O PTZ pertence a classe farmacoldgica de antagonistas ndo competitivos dos receptores
GABA-A, operando na reducédo da inibicdo neuronal, favorecendo a excitabilidade sinaptica e
a inducéo de convulsdes. Assim, substancias capazes de modular a neurotransmissao inibitoria,
seja por meio da potencializacdo de atividades GABAérgicas ou da reducdo da liberacédo de
neurotransmissores excitatorios, podem aumentar significativamente a laténcia convulsiva,
demonstrando seu potencial neuroprotetor (LI et al., 2020). Esse parametro é frequentemente
avaliado em conjunto com a severidade das crises, permitindo uma anélise mais robusta do

efeito terapéutico das moléculas estudadas.
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Considerando o parametro de laténcia convulsiva, os grupos de tratamento foram
avaliados do intervalo até o inicio das primeiras convulsdes, com o objetivo de analisar a
capacidade das formulagdes em retardar o estabelecimento da atividade epiléptica (PUTRA et
al., 2020).

O grupo tratado com Diazepam nado apresentou convulsdes, como esperado, assim como
0 grupo que recebeu as nanoemulsdes de amidas graxas (NFAA), sugerindo um efeito
anticonvulsivante robusto. Por outro lado, o grupo tratado com amidas graxas livres (FAA)
apresentou um tempo médio de laténcia convulsiva de 1.144 £ 0.702 minutos no apice das crises
convulsivas, registradas no 12° dia de aplicagbes com PTZ, como visto na Figura 10. Em
comparacao a esses, 0 grupo controle negativo (PBS) apresentou uma laténcia convulsiva média
de 2.148 £ 1.473 minutos no mesmo periodo. Esses dados indicam que embora as amidas graxas
livres (FAA) tenham conferido certo grau de neuroprotecdo, retardando o inicio das convulses,
sua eficécia foi inferior & da formulagdo nanoemulsionada, evidenciando, assim, a importancia
da nanoestruturacao para otimizar a biodisponibilidade e o efeito terapéutico desses compostos

na modulacéo da epileptogénese.

Figura 10: Laténcia das crises convulsivas dos animais tratados com as amidas graxas oriundas dos triglicerideos
de Olea europaea e sua nanoemulsdo frente a epilepsia induzida por abrasamento quimico com pentilenotetrazol.

* = representa diferenca significativa com o PBS
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Fonte: Autoria Propria

Os ensaios propostos por Melin et al., (2019) demonstraram a atividade neuroprotetora
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de uma terapia génica baseada na superexpressdo do neuropeptideo Y (NPY) e do receptor Y2
cerebrais, os quais demonstram ser eficazes em aumentar o limiar convulsivo ao reduzir a
excitabilidade sinaptica, com o NPY, ao ativar os receptores Y2, inibindo a liberagdo excessiva
de glutamato e diminuindo a excitabilidade neuronal, tornando os circuitos do hipocampo mais
resistentes a indugdo de crises.

Tanto o estudo das amidas graxas nanoestruturadas quanto a pesquisa sobre terapia
génica NPY/Y2 compartilham um objetivo central: aumentar o limiar convulsivo e prolongar a
laténcia convulsiva como estratégia terapéutica para epilepsia. Ambas as abordagens exploram
mecanismos distintos, mas convergentes, para modular a excitabilidade neuronal e reduzir a
frequéncia e a severidade das crises epilépticas, onde a modulacédo dos receptores CB1 e CB2,
envolvidos na reducdo da atividade excitatoria e no aumento da neurotransmissao inibitéria
GABAérgica, influenciam diretamente na menor excitabilidade neuronal e no aumento da
resisténcia do cérebro a inducdo de crises epilépticas.

O aumento da laténcia convulsiva e a reducdo da frequéncia das crises ndo apenas
representam um controle sintomatico da epilepsia, mas também desempenham um papel
fundamental na protecdo e manutencéo da integridade neuronal a longo prazo, a hiperatividade
neuronal tipica da epilepsia, por exemplo, leva a uma liberacdo excessiva de glutamato, o
principal neurotransmissor excitatorio do SNC, este, quando em excesso, hiperativa 0s
receptores ionotropicos NMDA e AMPA, resultando em entrada excessiva de calcio (Ca?*) nas
células neurais, ativacdo de cascatas de morte celular e producdo exacerbada de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (POSTNIKOVA et al., 2022).

Cada episodio convulsivo induz a neuroinflamacgdo ao estimular a ativacdo de células
da microglia e astrdcitos reativos, os quais liberam citocinas pré-inflamatorias como IL-1p,
TNF-a e IL-6. Essas moléculas aumentam a permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BHE), contribuindo para a excitabilidade neuronal excessiva e promovendo neurotoxicidade
através da morte celular exacerbada (JAVAID et al., 2023). Ao aumentar a laténcia convulsiva
e reduzir a frequéncia das crises, o ciclo inflamatdrio € interrompido, resultando em uma menor
ativacdo de microgliocitos e astrocitos, o que, por sua vez, reduz a inflamac&o cronica e melhora
a integridade da BHE.

A epilepsia pode induzir uma reorganizagdo patologica da circuitaria neural,
promovendo o brotamento aberrante de axdnios (sprouting), como visto no circuito hipocampal
de Mossy Fibers, perda de interneurdnios inibitdrios, especialmente os que liberam GABA e a
reducdo da densidade sinaptica em regides afetadas (DENG et al., 2020). Com o aumento da

laténcia convulsiva e a reducdo das crises, a plasticidade sinaptica passa a ocorrer de forma
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menos destrutiva, favorecendo um ambiente mais equilibrado para a reorganizacéo neuronal.

Tanto os parametros de laténcia, quanto de duracdo das crises ndo constituem apenas
experimentalmente, mas também representam indicadores fisiologicos criticos da protecédo
neuronal, de forma que, quando as crises sdo menos frequentes e mais espagadas tém-se menos
neurdnios perdidos por excitotoxicidade, diminuigdo da neuroinflamacao decorrente das crises,
havendo melhora da plasticidade sinaptica de forma mais ordenada e benéfica, bem como a
neurotransmisséo inibitoria é preservada e a homeostase neuronal é restaurada (MENG & YAO,
2020). Esses fatores combinados interrompem a progressdo da epileptogénese, protegendo o
cerebro a longo prazo, o que reforca o potencial de abordagens inovadoras por meio da
modulacéo de neurotransmissores inibitorios atraves de vias que os sinalize.

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi avaliado o potencial
neuroprotetor deste mesmo conjunto de amidas graxas (AG) na modulacdo das convulsbes
graves com pentilenotetrazol (PTZ). Neste contexto, demonstraram potencial para aumentar a
laténcia das crises mioclonicas e tonico-clonicas e reduzir a duragdo destas crises, sugerindo
uma eficécia significativa no controle de convulsdes refratarias (SMOLYAKOVA et al., 2020).

Neste mesmo sentido, AG produzidas a partir do 6leo de Andiroba, também
apresentaram resultados positivos na prevencdo das crises convulsivas, aumentando o tempo de
laténcia para as convulsdes e reduzindo significativamente a duracgdo total das crises ténico-
clénicas, com alteragdes eletrocorticais, reduzindo a amplitude e a energia das ondas no ritmo
Beta nos camundongos com efeito relacionado a sua acdo direta aos receptores GABA-A (DE
OLIVEIRA et al., 2020), sugerindo que as AG produzidas a partir de &cidos graxos de 6leos
vegetais analogas a endocanabinoides sdo boas candidatas a farmacos anticonvulsivantes.

Para avaliar os efeitos anticonvulsivantes dos endocanabinoides ou dos seus compostos
anélogos, estudos tém empregado modelos de indugdo de convulsdo tanto agudos quanto
cronicos. Nos ensaios agudos, como o protocolo de indugdo por pentilenotetrazol (PTZ),
utilizado pelo grupo de pesquisa, buscava-se avaliar o efeito imediato de compostos sobre as
convulsdes induzidas, pois este agente convulsivante que age como um antagonista do GABA,
gera convulsBes através da inibicdo da neurotransmissdo mediada pelo GABA (LU &
MACKIE, 2021).

Em paralelo, 0 modelo de epilepsia cronica, utilizado no presente estudo, permite avaliar
os efeitos a longo prazo e a manutencdo da agdo neuroprotetora dos compostos
endocanabinoides ao longo do tempo, pois é o que simula melhor as condi¢des de epilepsia
resistente e refrataria encontrada em pacientes humanos, uma vez que a exposi¢ao prolongada

a agentes convulsivantes leva a alteracfes duradouras na excitabilidade neuronal e na
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organizacdo sinaptica, implicando em um nivel de neuroadaptacdo que torna o controle das
crises mais complexo.

Em ensaio para o desenvolvimento e caracterizagdo de um sistema carreador e de
entrega de farmacos por sistemas nanoemulsionados em modelo in vivo, proposto por
Abdelmonem et al. (2020), foi comprovado que 0 uso destes agentes de entrega se soma
positivamente como alternativa para o tratamento de doencas no SNC.

Foi analisado neste estudo que a apresentacdo com o uso do sistema nanoemulsionado
exprimiu os melhores resultados de liberacdo e biodisponibilidade quando comparado com as
outras elaboracdes utilizadas, além de melhor estabilidade a longo prazo da formulacéo e
diminuicdo da toxicidade.

Estudos recentes demonstram, como por Misra & Pathak (2023), que as hanoemulsdes
produzidas com técnicas de baixa energia tém se mostrado promissoras no tratamento de
doencas do sistema nervoso central, incluindo a epilepsia, sendo especialmente eficientes para
sistemas de liberacdo controlada, permitindo que os farmacos atravessem a barreira
hematoencefalica com eficacia, por sua estrutura e tamanho nanométrico conseguindo
promover uma maior biodistribuicdo e permeacdo no sistema nervoso central, otimizando a
entrega de farmacos anticonvulsivantes, ocorrendo isto devido a capacidade dessas
nanoestruturas de proteger os ativos de uma degradacdo enzimaética, além de melhorar a
solubilidade de compostos lipofilicos, como os utilizados no tratamento da epilepsia, além de
auxiliarem na passagem pela barreira hematoencefalica pela sua facilidade de promover um
melhor perfil de solubilidade nos mais diferentes meios bioldgicos.

Ao comparar com sistemas ndo nanoemulsionados, a combinagao de tamanho reduzido,
carga superficial adequada e capacidade de modulacdo da liberacdo tornam as nanoemulsdes
uma plataforma promissora para o tratamento de doencas neuroldgicas, como apresentado por
Chavda et al. (2024), a interacdo com receptores celulares pelo diminuto tamanho das goticulas
de nanoemulsédo (dentro do intervalo de 200 a 350nm) permite uma maior area superficial de
contato com as membranas celulares, aliando caracteristicas como o potencial zeta negativo
(criando uma interagdo mais favoravel com os receptores celulares e facilitando a internalizacéo
dos farmacos) e o grau de polidispersividade, influenciando positivamente na biodistribuicdo e
na captacdo preferencial em tecidos especificos como o cerebro, ao reduzir a agregagédo e
prolongar a estabilidade do sistema em circulacéo.

A integracdo dos parametros de controle de qualidade da nanoemulsdo — potencial zeta
(-68,7mV + 6,68mV), distribuicdo de tamanho de particula (325,8 nm) e indice de

polidispersividade (0,216) — demonstra uma formulacdo otimizada para a entrega eficaz das
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amidas graxas ao sistema nervoso central (SNC). A elevada estabilidade coloidal conferida pelo
potencial zeta permite uma maior tolerancia a passagem por tecidos biolégicos complexos,
como a barreira hematoencefalica; reduzindo, assim, o risco de degradagcdo ou agregacdo
prematura. J& o tamanho médio das particulas, proporciona um aumento significativo da area
de interacdo com os tecidos biologicos e melhora a penetracdo em barreiras bioldgicas,
maximizando a biodisponibilidade das amidas graxas; além disso, a homogeneidade do sistema
evidenciada pelo baixo PDI assegura uma liberacdo controlada e reprodutivel, otimizando a
integracdo com os receptores-alvo no SNC. Esses fatores convergem para potencializar as
capacidades farmacolodgicas das amidas graxas, garantindo uma melhor modulacéo da resposta
anticonvulsivante e ampliando a eficacia terapéutica no manejo da epilepsia.

Quando observada a Figura 8, é possivel compreender que a utilizacdo de uma
nanoemulsdo contendo os andlogos a endocanabinoides obteve melhores resultados de
potencial neuroprotetor do que apenas os analogos utilizados no ensaio, isto se justifica pelo
uso do sistema de entrega de farmacos, que permite a suspensdo das amidas graxas em goticulas
que aumentam a sua dispers@o no sistema ao passo que melhora sua atividade farmacoldgica,
potencializando sua func¢éo anticonvulsivante, diminuindo sua toxicidade.

Os animais do grupo Diazepam além de ndo apresentarem evolucdo epileptogénica,
também ndo apresentaram evolucgdo do score de Racine (1972), tendo entdo como média deste
grupo o ponto 0 da escala em todos os periodos observados.

Através do protocolo abrasamento quimico (kindling), foi possivel obter excelentes
resultados advindos das indugbes realizadas pela metodologia de abrasamento. Os
camundongos tratados ndo apresentaram evolucdes perceptiveis durante as observacdes feitas
durante o periodo de 11 aplicacdes com o agente pro-convulsivante.

Este protocolo é registrado na literatura como método de Otima confiabilidade e
reproducdo, como visto em ensaios de Zhao et al. (2024), onde foi explorado o potencial
antiepilético do oridonin, um alcaloide neuroprotetor com propriedades anti-inflamatérias, em
modelo de epilepsia cronica induzida por PTZ em camundongos, com o oridonin (1 e 5mg/kg)
reduziu danos neuronais, aumentando a laténcia das convulsdes e diminuindo a duracdo das
crises, alcancando a epileptogénese méaxima, entre as administracdes 12° e 15°.

Ao longo dos 24 dias em que se transcorreram a administracdo dos tratamentos e
inducBes no modelo de abrasamento animal, o grupo de animais submetido ao benzodiazepinico
padrdo, Diazepam, ndo apresentou evolugdo no score de Racine como também nas convulsdes
em nenhum nivel de grandeza ou intensidade, demonstrando que o farmaco escolhido para

compor o controle positivo manteve o0s animais dentro das condigdes epilépticas esperadas, ndo
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demonstrando avango da piora do quadro nervoso, oriundo dos abrasamentos com
pentilenotetrazol.

A mistura complexa de &cidos graxos que compde o pool utilizado para a biossintese
das amidas graxas caracteriza-se como uma matriz lipidica rica, na qual diferentes acidos
graxos, como o &cido oleico, acido palmitico, &cido linoleico e tracos de outros interagem
sinergicamente para promover efeitos bioldgicos amplificados (LIU et al., 2022), estudos
evidenciam que sistemas compostos por misturas de acidos graxos frequentemente exibem
propriedades terapéuticas mais robustas quando comparados aos respectivos compostos
isolados. A utilizacdo dessas amidas oriundas dos &cidos de um pool complexo submetido ao
processo de amidacdo, permite a modulacdo simultdnea de mdltiplas vias de interesse,
maximizando o alcance dos efeitos neuroprotetores e anti-inflamatérios (BHAT et al., 2021)
presentes nas respectivas vias para o tratamento da epilepsia.

Essa complexidade é fundamental para justificar o uso do pool integral em vez de
componentes isolados, o &cido oleico, por exemplo, apresenta propriedades moduladoras de
receptores endocanabinoides e GABAérgicos (KUMARI et al.,, 2020), enquanto o acido
linoleico contribui com a geracdo de mediadores anti-inflamatdrios, o acido palmitico reforca
a estabilidade estrutural e funcional das membranas celulares. A interacdo entre esses acidos
graxos (e seus derivados obtidos via processo biocatalitico de amidacdo) cria um ambiente
bioquimico em que os efeitos complementares e sinérgicos podem atenuar mais efetivamente
0s processos de excitotoxicidade e inflamacdo exacerbados no sistema nervoso central durante
a epileptogénese (KOLLIPARA, 2023).

A preservacdo do pool completo de constituintes lipidicos nas formulacbes, como a
nanoemulsdo utilizada (NFAA), potencializa a eficacia terapéutica, permitindo uma
distribuicdo mais eficiente pelo organismo e uma interagcdo mais ampla com alvos moleculares
no SNC (ELISABETSKY & NUNES, 2020). Este efeito sinérgico também pode ser relevante
para melhorar a estabilidade das nanoemulsGes e otimizar a entrega no tecido cerebral,
aumentando a biodisponibilidade e a eficécia clinica, como observado nos resultados obtidos
no modelo experimental (PAREDES-RUIZ et al., 2021). Essa caracteristica ressalta a
importancia de considerar misturas lipidicas completas em estratégias terapéuticas para o

manejo da epilepsia e outros disturbios neurologicos.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as amidas graxas obtidas a partir do azeite de oliva,
bem como a sua incorporagdo em sistemas nanoemulsionados, apresentam significativo efeito
anticonvulsivante em modelo de epilepsia quimica, induzida por pentilenotetrazol (PTZ). A
biocatalise enzimatica permitiu a obtencéo de oleiletanolamida (OEA) e palmitoiletanolamida
(PEA) em proporc¢des majoritarias em relacéo as outras amidas graxas obtidas.

A caracterizagdo fisico-quimica da nanoemulsdo revelou um sistema estavel, com
potencial zeta altamente negativo e baixa polidispersividade. Esses fatores favorecem sua
estabilidade coloidal e, consequentemente, a biodisponibilidade do produto nanoemulsionado
elaborado. No modelo experimental, a administracdo das amidas graxas nanoemulsionadas
reduziu significativamente a severidade das crises convulsivas, conforme demonstrado pela
escala de Racine (1972), apresentando um efeito neuroprotetor superior as amidas graxas livres.

Os resultados obtidos reforcam o potencial das amidas graxas como candidatos a novos
farmacos anticonvulsivantes e lhes apresenta como possiveis abordagens para o0
desenvolvimento eficaz e seguro de medicamentos para pacientes epilépticos, proporcionando-
Ihes maior qualidade de vida sem renunciar a seu potencial terapéutico, especialmente para
pacientes que ndo respondem aos tratamentos farmacoldgicos convencionais, ou nao

farmacoldgicos.
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