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RESUMO

A espécie Bauhinia ungulata pertence a familia Fabaceae, popularmente conhecida como
pata-de-vaca, encontra-se entre as espécies de uso medicinal no Brasil, utilizada
principalmente no tratamento da diabetes. Neste trabalho, o objetivo foi estudar a interagéo
dos constituintes quimicos presentes no 6leo essencial de B. ungulata (OEBU), coletada no
Municipio de Boa Vista, Roraima, Amazonia Legal, e seus os efeitos sob a enzima
acetilcolinesterase (AChE), com énfase no tratamento do Alzheimer. Avaliou-se também o0s
aspectos qualitativo e quantitativo por cromatografia gasosa (CG-EM e CG-DIC) dos
constituintes quimicos do OEBU, bem como andlises de RMN de *H, ancoragem molecular,
predicdo de toxicidade in silico, analise de enriquecimento e predicdo de alvos de interacdo
bioldgica, determinacdo da atividade antioxidante, como atividade antioxidante total (CAT),
sequestro de radical livre (DPPH), poder redutor e quelacdo de Fe?* Nas atividades bioldgicas
in vivo utilizou-se a cepa selvagem N2 do organismo modelo Caenorhabditis elegans (C.
elegans), os quais foram submetidos a testes de sobrevivéncia, batimento faringeo e inibicao
da enzima AChE. A analise cromatografica revelou 25 componentes, dos quais 0s
majoritarios foram o a-bisabolol (27,2%) B-cariofileno (12,5%), epi-y-eudesmol (13,6%), o-
humuleno (4,5%) 6xido de cariofileno (4,3%), y- muuroleno (3,4%). Nos testes in vitro para
avaliacdo inibitéria da enzima AChE o 0&leo essencial obteve inibicdo de 100%. O
componente volatil majoritario a-Bisabolol apresentou maior deslocamento quimico no
espectro de RMN H. Nos testes da atividade antioxidante, 0 OEBU apresentou valor de CAT
na concentracdo de 0,1mg.mL? aproximadamente de 618,79 mg de é&cido ascorbico
equivalente, nas concentracdes de 0,25 mg.mL* e 5 mg.mL™ apresentou capacidade de
sequestro de radicais livres em torno de 43% e 65% respectivamente. O OEBU apresentou
capacidade quelante Fe?* nas concentracOes testadas: possui em torno de 96% de fenois totais
e um poder redutor em torno de 77% na concentracdo de 0,5 mg.mL™. N&o apresentou
diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle na toxicidade ao C. elegans nas
concentracdes testadas (0,0125 - 0,75 mg.mL1). No ensaio na avaliacdo do OEBU em relagéo
ao batimento faringeo do C. elegans, houve uma reducdo na taxa de alimentacdo do verme
podendo indicar a inibicdo da AChE a qual foi constatada no ensaio de inibicdo de AChE
usando o nematddeo de até 74,45% na concentracdo de 0.025 mg.mL1. Os resultados deste
trabalho mostraram que OEBU agiu como um inibidor da enzima AChE tanto nos ensaios in

vitro como in vivo bem como apresentou atividade oxidante. As formulacfes obtidas do
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OEBU apresentaram diferencas significativas em relacdo aos surfactantes DMSO e TW80,
podendo ser utilizado no tratamento da doencga do Alzheimer na forma de naoemulsao.

Palavras-Chave: a-Bisabolol; Alzheimer; Bauhinia; Antioxidante.
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ABSTRACT

The species Bauhinia ungulata belongs to the Fabaceae family, popularly known as pata-de-
vaca, and is among the species used medicinally in Brazil, mainly in the treatment of diabetes.
In this work, the objective was to study the interaction of the chemical constituents present in
the essential oil of B. ungulata (OEBU), collected in the municipality of Boa Vista, Roraima,
Legal Amazon, and their effects on the enzyme acetylcholinesterase (AChE), with emphasis
on the treatment of Alzheimer's. The qualitative and quantitative aspects by gas
chromatography (GC-MS and GC-DIC) of the chemical constituents of OEBU were also
evaluated, as well as 1H NMR analyses, molecular docking, in silico toxicity prediction,
enrichment analysis and prediction of biological interaction targets, determination of
antioxidant activity, such as total antioxidant activity (CAT), free radical scavenging (DPPH),
reducing power and Fe?* chelation. In vivo biological activities were performed using the
wild strain N2 of the model organism Caenorhabditis elegans (C. elegans), which were
subjected to survival, pharyngeal beating and AChE enzyme inhibition tests.
Chromatographic analysis revealed 25 components, the major ones being a-bisabolol
(27.2%), p-caryophyllene (12.5%), epi-y-eudesmol (13.6%), a-humulene (4.5%),
caryophyllene oxide (4.3%), and y-muurolene (3.4%). In in vitro tests to evaluate the
inhibitory effect of the AChE enzyme, the essential oil showed 100% inhibition. The major
volatile component a-Bisabolol showed the highest chemical shift in the *H NMR spectrum.
In the antioxidant activity tests, OEBU presented a CAT value at a concentration of 0.1
mg.mL" of approximately 618.79 mg of ascorbic acid equivalent, at concentrations of 0.25
mg.mL* and 5 mg.mL™ it presented a free radical scavenging capacity of around 43% and
65% respectively. OEBU presented a Fe?* chelating capacity at the concentrations tested, has
around 96% of total phenols and a reducing power of around 77% at a concentration of 0.5
mg.mL. It did not present a significant difference in relation to the control group in toxicity
to C. elegans at the concentrations tested (0.0125 - 0.75 mg.mL™?). In the assay evaluating
OEBU in relation to the pharyngeal beating of C. elegans, there was a reduction in the worm's
feeding rate, which may indicate the inhibition of AChE, which was observed in the AChE
inhibition assay using the nematode of up to 74.45% at a concentration of 0.025 mg.mL"L. The
results of this work showed that OEBU acted as an inhibitor of the AChE enzyme in both in
vitro and in vivo assays, as well as presenting oxidative activity. The formulations obtained

from OEBU presented significant differences in relation to the surfactants DMSO and TW80,
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and can be used in the treatment of Alzheimer's disease in the form of non-emulsion.

Keywords: a Bisabolol, Alzheimer, Bauhinia, essential oil.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o pais que possui a maior parte da biodiversidade mundial, sendo as plantas
a matéria-prima para a producdo de fitoterapicos. Além de substrato para a producdo de
medicamentos, sdo usadas como remedios caseiros e comunitarios em praticas populares e
tradicionais, processo esse conhecido como medicina tradicional. A populacdo Brasileira é
rica em diversidade cultural e étnica, na qual se obteve um acumulo apreciavel de
conhecimentos e tecnologias tradicionais, que foram passados de geracdo a geracdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Contudo, a utilizacdo de plantas como fitoterapicos é
influenciada por crengas populares, ou seja, uma das principais fontes de informacéo sobre a
indicacdo de uso de espécies vegetais € o conhecimento tradicional (SCHWAMBACH,;
AMADOR, 2007).

O crescimento da investigacao cientifica na &rea da Fitoterapia, que a milénios utiliza
plantas medicinais como terapia alternativa e complementar no tratamento de doencas e
sintomas tem sido evidenciado e tem ganhado interesse global (ATAKA, 2020),
principalmente estudos relacionados ao tratamento de doencgas neurodegenerativas (VIERO;
DOMBROWSKI, 2022).

Muitas das plantas utilizadas como fitoterapicos possuem Oleos essenciais
armazenados em suas células secretoras que sdo constituidos principalmente por classes de
substancias tais como esteres de acidos graxos, fenilpropanoides mono e sesquiterpenos
(ALMEIDA, 2020). Sdo também conhecidos e utilizados desde os tempos antigos por
apresentarem propriedades bioldgicas tais como bioinseticida, antibacteriana (SOUZA et al.,
2010), antifungica (MAJOLO et al., 2016), antioxidante (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015)
e antiviral (KUBICAL et al., 2015). Muitos desses metabolitos secundarios, tais como 0s
compostos fenolicos (HUI LI et al., 2020; MALAR et al., 2020), terpenos, polissulfetos,
quinonas, poliaminas, compostos organossulfurados podem estender a longevidade de
organismos heterétrofos como o nematédeo Caenorhabditis elegans (C. elegans), incluindo
um modelo transgénico para doenga de Alzheimer (LEONOV et al., 2015). Atualmente, 0leos
essenciais e seus constituintes tém sido alvo de estudos por seus possiveis efeitos
neuroprotetores e como inibidores da Acetilcolinesterase (AChE) (MEDEIROS et al., 2016;
POSTUA et al., 2019; HRITCU et al., 2020; YAN LU, 2020; CHEM, 2020).

Um imenso conjunto de doencas humanas, tais como, diabetes, cancer, doencas do
sistema cardiovascular e neurodegenerativas geralmente estdo associadas ao envelhecimento

que é considerado um caminho inevitavel para o desenvolvimento de enfermidades e
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conforme a populagdo vai envelhecendo em todo o0 mundo, 0 aumento no aparecimento dessas
doencas é extremamente grande acarretando um sério problema social e econdmico
(BRUNET; BERGER, 2014). Entretanto, as doencas neurodegenerativas (DN) merecem
destaque, pois sdo patologias reconhecidas pela destruicdo permanente de certos neurdnios,
levando a perda gradual da capacidade cognitiva e das fungdes do sistema nervoso (FALCO et
al., 2016; FREITAS; OLIVEIRA, 2015).

Uma das doencas neurodegenerativas relacionadas ao envelhecimento e abordada
neste trabalho é a doenca de Alzheimer (DA) que atualmente representa a forma mais
frequente de deméncia que vem aumentando ao longo dos tempos (SERENIKI; VITAL, 2008;
BRUNET; BERGER, 2014; GARRE-OLMO, 2018). Esta é caracterizada por uma diminuicao
cronica da atividade dos neurénios, ocasionadas por uma neuroinflamacdo (DECANDIA et
al., 2023), particularmente relacionadas a reducdo cognitiva (BRUNET; BERGER, 2014), no
entanto, ainda ndo se tem totalmente desvendados os mecanismos que envolvem a evolugéo
da doenca, porém, trés caracteristicas fisiopatoldgicas marcantes sdo observadas em pacientes
com DA que sdo: A existéncia de placas senis extracelulares compostas de agregados
filamentosos da proteina B-amildide (AP) e emaranhados neurofibrilares intracelulares,
formadas principalmente pela proteina tau, assim como um quadro gradativo de
neurodegeneracdo (TRUSHINA; MIELKE, 2014; PAULA et al., 2009). Categoricamente,
muitos estudos relatam que a falha nos mecanismos que eliminam a A do cérebro pode ser a
principal causa da DA (BRUCKMANN, 2017). Por outro lado as sinapses colinérgicas estdo
amplamente distribuidas no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), sendo
importantes para a manutengdo de inumeras fungdes fisiol6gicas humanas e neste contexto a
enzima acetilcolinesterase (AChE) tem uma valor significativo para o efetivo funcionamento
dessas sinapses colinérgicas, pois, quando bloqueada ela € incapaz de hidrolisar a ACh, que é
um neurotransmissor que atua na transmissdo de informagGes de um neurdnio a outro e assim,
este neurotransmissor tende a permanecer ativo por um periodo maior na fenda sinaptica, fato
este que melhora a transmissdo colinérgica (SILVA; GONSALVES, 2016). Além disso,
diferentes estudos mostram relagdes citotoxicas causando o aumento dos agregados [3-
amiléide quando complexados com a enzima AChE. A agregacdo de AP40 foi influenciada
pela adicdo da enzima AChE, acelerando significativamente o status de agregacao e aumento
a toxicidade associada com a formacéo dos complexos AChE-amildide (BARTOLINI et al.,
2003; REYES et al., 2004).

O uso de inibidores da colinesterase (IChE) sdo as principais drogas atualmente
licenciadas para o tratamento especifico da DA. Hoje no mercado existem alguns
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medicamentos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration), como Tacrina,
Donepezil, Rivastigmina e Galantamina, capazes de reduzir os efeitos causados pela doenca.
No entanto, alguns destes podem causar efeitos indesejaveis aos pacientes em tratamento,
dentre eles distarbios gastrointestinais e cardiovasculares como nauseas, vomitos, diarreia,
anorexia, dispepsia, dor abdominal, aumento da secrecdo acida, pressdo arterial flutuante,
sincope, arritmia, bradicardia, tontura, dor de cabeca, agitagdo, insénia, cdlicas, sudorese e
aumento da secrecdo brénquica (VIEGAS Jr., 2004; FORLENZA, 2005; OLIVEIRA et al.,
2018). Além disso, os farmacos aprovados para o tratamento dessa patologia, apenas retardam
0s sintomas cognitivos e sua evolucdo natural, o qual promovem estabilidade ou melhora
temporaria do quadro clinico, porém, alguns individuos ndo respondem ao tratamento (NETO
etal., 2014; VIDAL; ZHANG, 2021).

Um dos setores da nanotecnologia com maior potencial de aplicacdo séo os sistemas
de carregamento e liberagdo de drogas (BERGMANN, 2008). Nesse contexto as
nanoparticulas, vem adquirindo énfase no meio tecnol6gico, pois possuem tecnologia
controlada de farmacos (FERREIRA, 2018) e pode contribuir para 0 avan¢o da saide humana
(LINDNER, 2014). Medicamentos nanoencapsulados possuem a capacidade de efeito de
permeacdo e retencdo aumentados em tecidos acometidos por tumores e outros processos
inflamatorios, de maior permeacdo transdérmica, além de ultrapassar a barreira
hematoencefalica (BHE), entre outras vantagens (APOLINARIO et al., 2020), embora esta
altima seja o maior desafio encontrado pela industria farmacéutica (FERREIRA, 2018),
dentre os sistemas de nanoparticulas, daremos énfase as nanoemulsdes.

Entre as incontaveis espécies de plantas com fins fitoterapicos destaca-se a espécie em
estudo Bauhinia ungulata (BU) pertencente a familia Fabaceae, muito estudada pela sua acdo
hipoglicemiante, ou seja, sua capacidade de reduzir os niveis de glicose (LORENZI, MATOS
2008, VAZ; TOZZI 2003, VAZ, 2020). No Brasil esta espécie é conhecida popularmente
como pata-de-vaca (SILVA; CECHINEL, 2002; LORENZI; MATQOS, 2002; VAZ, 2020).
Além da
acao hipoglicemiante, sdo utilizadas no controle do colesterol, como diurético, expectorante
(CORREA, 1998), atividade antioxidante, anti-inflamatéria (RODRIGUES, 2019), atividade
larvicida contra o mosquito Aedes aegypti (SILVERIO et al., 2020), antiinflamatdria e
antiacetilcolinesterase (MEDEIROS, 2016; SANTOS et al., 2011).

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo analisar as interagdes de
nanoemulsdes do 6leo essencial de Bauhinia ungulata, e seus possiveis efeitos de inibicdo da

enzima Acetilcolinesterase (AChE), in vivo e in vitro, bem como seu potencial bioldgico no
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tratamento da DA, utilizamdo como organismo 0 nematédeo C. elegans, que é um verme de
vida livre que possui 80% do genoma humano e tem se destacado como organismo modelo
para uma gama de processos biologicos, como morte celular programada, neurobiologia,
interferéncia de RNA, desenvolvimento e envelhecimento (RIECKER; LOPES, 2016).

1.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral deste trabalho é avaliar a atividade protetora do 6leo essencial de
Bauhinia ungulata (Fabaceae) in vitro e in vivo por meio de modelos de Alzheimer utilizando

0 nematddeo Caenorhabditis elegans.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
< Extrair o 6leo o éleo essencial de Bauhinia ungulata e caracterizar a composi¢do quimica
do OEBU;

< Avaliar a capacidade inibitoria da enzima AChE in vitro e in vivo do OEBU;

< Analisar a interacdo entre os compostos presentes no OEBU e a enzima AChE por meio
dos métodos de titulacdo em RMN de *H;
< Realizar a ancoragem molecular para verificar a interacdo entre os compostos do OEBU e

0s sitios ativos da enzima AChE e CATSs para corroborar os resultados;

< Determinar a atividade antioxidante do OEBU;

< Avaliar a atividade biologica do OEBU por meio de ensaios in vivo utilizando o
nematodeo Caenorhabditis elegans.

1.3 JUSTIFICATIVA

O tratamento ndo invasivo eficaz de doencgas neurologicas é muitas vezes limitado
pelo acesso deficiente de agentes terapéuticos ao sistema nervoso central (SNC). A maioria
das drogas e agentes biotecnolégicos nao penetra facilmente no parénquima cerebral devido a
presenca de barreiras dindmicas anatbmicas e bioquimicas: a barreira hematoencefalica.
Portanto, um dos desafios mais significativos enfrentados pelo desenvolvimento de
medicamentos para 0 SNC ¢é a disponibilidade de uma tecnologia de direcionamento cerebral
eficaz. Avancos recentes em nanotecnologia forneceram solugfes promissoras para esse
desafio. Varios nanocarreadores que vao desde os sistemas mais estabelecidos, por exemplo,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas , lipossomas, micelas para os sistemas

mais novos, por exemplo, dendimeros, nanogéis e nanoemulsdes e nanosuspensdes tém sido
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estudados para a entrega de terapéuticas do SNC. A espécie Bauhinia ungulata, € uma planta
muito utilizada na medicina tradicional para o tratamento do diabetes, entretanto pesquisas
mostraram efeitos eficazes de extratos dessa planta para doencas relacionadas ao estresse
oxidativo. Portanto este trabalho tem como intuito produzir nanoemulsdes do 6leo essencial

de Bauhinia ungulata que possam ser utilizadas no tratamento do Alzheimer.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 GENERO Bauhinia

Este género é considerado o mais complexo da tribo Cercideae, com aproximadamente
160 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Austrélia,
América Central e do Sul. No Brasil ocorrem 61 espécies, das quais 39 sdo endémicas e
apresentam grande plasticidade fenotipica, e diferentes tratamentos taxonémicos foram
propostos. As principais caracteristicas deste género sdo habitos arboreo ou arbustivo, as
vezes possuem espinhos intra estipulares, porém nunca com gavinhas, seu calice é espataceo
ou apresenta-se dividindo o hipanto em 2 a 5 lobos ( PEREIRA, 2018).

2.1.1 Espécie Bauhinia ungulata

A espécie Bauhinia ungulata pertence a familia fabaceae, Caesalpinioideae,
Cercideae. S0 arbustos que podem medir de 2 a 7 m de altura (COLIN; STEFANO, 2009),
Figura 1.

Figura 1. Espécie Bauhinia ungulata em seu habitat natural.

Fonte: Autora.
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No Brasil esta espécie se estende desde a floresta amazodnica até as florestas de refugio
no estado do Ceara, Regido Centro-Oeste e parte da regido Sudeste (VAZ, 2003; TOZZI,
VAZ, 2020), conforme Figura 2. Seu nome em latim, significa casco ou pata de bovino,
devido ao formato de suas folhas que se assemelham ao casco da pata do boi (LORENZI;
MATQS, 2008). Possui como habitat, margens de rios, floresta com campos, floresta seca de
savana, cerrado, na encosta da serra da Lua, campos alagados periodicamente, area de
carrasco, caatinga arborea, cerrad@es entre outras (VAZ; TOZZI, 2003; VAZ, 2020).

Figura 2. Distribuicdo geografica da espécie Bauhinia ungulata no Brasil.

# REGIAO NORTE

REGIAO NORDESTE

+ REGIAO SUDESTE

REGIAO CENTRO-OESTE < i ’

Fonte: Adaptado de Flora e Funga do Brasil (2022). Estende-se desde a regido Nordeste em laranja (Ceard,
Maranhdo e Piaui), Regido Centro-Oeste em amarelo (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do sul e Mato
Grosso, Regido Norte em verde (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondo6nia, Roraima, Tocantins) e Regido

Sudeste em vermelho (Minas Gerais e Séo Paulo).

Esta espécie apresenta caracteristicas tais como folhas bifoliadas, mesofilo
dorsiventral, epiderme com superficie abaxial papilosa, estbmatos anomociticos ao nivel da
epiderme e tricomas tectores (PEREIRA et al., 2018) entre 3,8 e 17 cm de comprimento
medindo de 3 e 10 cm de largura, sdo lobadas até o meio do seu comprimento, ovalada-
lanceolada, o apice dos lobos sdo agudos, subcordado de base para arredondado; possuem de
7 a 9 veias. Suas inflorescéncias (flores) tem racemos curtos, com 10 a 30 flores, as flores sdo
bissexuais e hipanto de 8 a 17 mm de comprimento, 4 a 9 mm de largura, tubular, ferruginoso;
calice de 3 a 4 cm de comprimento, espataceo, com 2 a 4 partes, lobos em espiral, estrigulose,
ferruginosos, reflexos, na antese; as pétalas possuem de 2 a 3 cm de comprimento, 0,2 cm de

largura, séssil, linear, patente, branca. Estames férteis, de 2,8 a 4 cm de comprimento, sem
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estaminodios; ovario tomentoso, ferruginoso, e as flores masculinas sdo semelhantes. A
Leguminosa (fruto) mede de 10 a 17 cm de comprimento e 1 cm de largura, elasticamente
deiscente, linear, estriculose; as sementes possuem 6 mm de comprimento, 4 mm de largura,
oblongo-eliptico (COLLIN et al., 2009), possuem estdbmatos anomociticos ao nivel da
epiderme, tricomas tectores (Pereira et al., 2018). A Figura 3 representa o arbusto e partes da

espécie Bauhinia ungulata.

Figura 3. Arbusto e partes da planta Bauhinia ungulata.

Fonte: Autora. (A) arbusto medindo de 2 a 7m de altura, em (B) folhas verdes pontiagudas € a sua principal
caracteristica, em (C) o fruto com sementes e sua flor na cor branca em (D).

Estudos corroboram que esta espécie possui um grande potencial biolégico, além de
baixar o nivel de glicose, diminui também o colesterol e os triglicerideos, assim como foi
relatado a presenca de insulina nos cloroplastos das células foliares desta planta (LORENZI;
MATOQS, 2008).

2.2 DOENGCA DE ALZHEIMER
Um dos primeiros estudos que descreveu essa patologia foi publicado ha mais de um
século pelo psiquiatra e neuropatologista alemdo Alois Alzheimer. Muitos dos sintomas

relatados abrangiam falhas na memoria recente, perturbacdes psiquicas e desordens
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comportamentais e de linguagem, bem como um cérebro atrofiado e com evidéncias de
deposicBes proteicas andmalas, sendo estes dois Ultimos observados em exames post-mortem
e posteriormente denominadas placas senis e emaranhados neurofibrilares (FALCO, 2016).

A Doenga de Alzheimer (DA) € a forma mais frequente dentre as deméncias
existentes, em torno de 50% a 60% do total delas (ALMEIDA; PEREIRA, 2020) e afeta
principalmente a regides do cérebro relacionadas a cogni¢do, como o clrtex cerebral e o
Hipocampo e sua predominancia esta entre a populacdo idosa (HOFRICHTER, 2013), pois
estudos revelam que 0,7% das pessoas com sintomas da DA possuem entre 60 e 64 anos ,
5,6% estdo entre 70 e 79 anos e em torno de 38,6% esté entre os idosos acima de 90 anos. No
mundo, aproximadamente 50 milhGes de pessoas apresentam deméncia e € previsto um
numero de 65,7 milhdes de casos no ano de 2030 (ALMEIDA; PEREIRA 2020) e em 2050
passe para 150 milhGes de pessoas afetadas. (VIDAL; ZHANG, 2021).

A DA pode ser dividida em duas formas: a DA de inicio tardio (LOAD - do inglés,
Late Onset Alzheimer Disease) e a DA familiar (FAD - do inglés, Familial Alzheimer's
Disease). A FAD é caracterizada pelo surgimento antecipado, e, por tanto também é chamada
de DA de inicio precoce (do inglés, Early Onset Alzheimer's Disease), sucedendo antes dos
60 anos, € menos estudada, porém tem forte indicio de mutacBGes genéticas (transmissao
mendeliana autossémica dominante), e representa de 1 a 6% de todos os casos de DA. A
LOAD, representa a forma mais comum da doenca e é caracterizada por surgir tardiamente
apos os 60 anos (BEKRIS, 2010; UDDIN et al., 2020).

A dificuldade na linguagem e a perda de memoria recente, como ndo lembrar de agdes
do cotidiano, ou reconhecer parentes e amigos, sdo 0s principais sintomas que surgem na DA.
Estudos com a utilizagdo de ressonancia magnética e biomarcadores da f-amiloide, mostram
que a perda de volume no cérebro implica no comprometimento da memoria e a degeneracao
do cortex entorrinal (SCHMITZ et al., 2016). A Figura 4 mostra o cérebro normal e com
Alzheimer, além das areas do cérebro responsaveis pela linguagem e a memoria, que séo
afetadas nos individuos acometidos pela doenca e o cérebro de um paciente de 62 anos com
DA, com diminuigdo do hipocampo esquerdo em relacdo ao direito passando de 4393 mm

para 3651 mm.



25

Figura 4. Desenho e imagem das regides do cérebro normal e com Alzheimer.
A B

NORMAL ALZHFIMER NORMAL ALZHFIMER

Fonte: Adaptado, MORENA; KIHARA (2016) e ROJAS et al. (2016). Em (A) as &reas que sdo afetadas pela
doenga, como a linguagem e a memoria e em B imagem de um cérebro de um paciente de 62 anos com DA,
exibindo uma diminui¢do do hipocampo esquerdo em (amarelo) em relagdo ao direito em (azul), passando de
4393 mm para 3651 mm.

2.2.1 A hipdtese da cascata amildide

Duas caracteristicas patologicas da DA envolvem o acimulo de placas amil6ides
extracelulares e os emaranhados intraneuronais de uma forma agregada da proteina Tau
(VIEIRA et al., 2014; DREW, 2018).

A hipdtese que mais predominante no campo da DA é a hipotese da cascata amildide
que alega que a deposicao de peptideo B-amildide (AP) no Sistema nervoso central (SNC)
inicia uma cascata de fendmenos moleculares que causam neurodegeneracdo celular, levando
ao aparecimento e progressdo da Doenca (ERIKCSON; BANKS, 2013).

O AP possui de 36 a 43 aminodcidos de comprimento e ¢ um produto do
processamento proteolitico da proteina APP (FALCO, 2016). A protedlise da APP por a-
secretase ou [- secretase leva a secrecdo de fragmento solGvel peptideo amildide-a ou
amildide-p de fragmento soltvel, esses fragmentos podem ser quebrados pela y-secretase
liberando extracelularmente o peptideo AP e intracelularmente um fragmento citoplasmatico
identificado como precursor amildide (BEKRIS et al., 2010).

O equilibrio na produgao e depuragdo do peptideo AP ¢ um processo importante para
desvendar a complexa hipo6tese da cascata amiloide (DELANOGARE et al., 2019). Esta
hipoGtese deve-se ao processamento proteolitico da proteina precursora da Af (APP) por B- e
v- secretases no qual resulta na produgao de AP, estd se agrega dando origem a um ntimero de
espécies AP potencialmente toxicas. A agregacdo da AP forma fibrilas amiloides, que
constituem o nucleo de placas senis, que € a principal caracteristica da doenca, na Figura 5

observa-se os neur6nios sadios sem DA e com agregacgdo da 3-amildide.
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Figura 5- Neuronios normais € com agregacao dos peptideos Ap.

Neurdnio com
Neurdnio Normal Alzheimer

Depaosito de
proteina B-
amiloide.

Fonte: Adaptado de SANTOS, V. S. "Alzheimer"; Brasil Escola. Disponivel em:
https://brasilescola.uol.com.br/doencas/alzheimer.htm. Acesso em de janeiro de 2024.

As espécies de monomeros e oligbmeros da AP sdo toxicas para 0s neurdonios e
independe da formacdo de placas, sendo assim, embora haja um nimero maior de placas
senis, isto ndo implica no aumento do grau de deméncia clinica em pacientes, contudo o nivel
de AP42 no cérebro esta extremamente associado com os sinais clinicos de deméncia. A
degeneracdo dos neurdnios e a disfunc¢do sinaptica desencadeada por AP neurotoxicas,
acarreta atrofia do cérebro de pacientes acometidos pela DA levando ao comprometimento
cognitivo, comportamental e social (HOFRICHTER, 2013). Além disso, a aglomeragédo de
peptideos AP no cérebro esta correlacionada a uma enorme resposta inflamatéria e ao longo
do tempo, também sdo observadas condi¢Oes de estresse oxidativo, homeostase ibnica
alterada e uma serie de mudangas bioquimicas adicionais. Esta cascata patologica acarreta na
disfuncéo sinaptica neuronal generalizada e morte celular (DELANOGARE et al., 2019).

Atualmente, os alvos mais evidentes de tratamento da DA € a intervencdo na cascata
AP que integra a inibicdo do processamento de APP e produgdo de AP (HOFRICHTER,
2013), na qual consiste em bloquear a sua agregacéo e o processo inflamatdrio, resultando na
inibicao da inflamagao e neurotoxicidade induzida pela Ap.

Apesar dessa hipdtese ser 0 mecanismo mais aceito para explicar a DA, na qual foi
formulada a partir de evidéncias patologicas (DELANOGARE et al., 2019), até agora,

nenhum farmaco mostrado no momento conseguiu reverter, bloquear ou mesmo retardar o
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avanco da doenca (DREW, 2018).

2.2.2 Hipotese colinérgica

A hipotese colinérgica defende varias caracteristicas, uma delas, € o baixo nivel na
concentracdo da colina acetiltransferase (ChAT) que é a enzima responsavel pela sintese da
acetilcolina (ACh), no cértex e no hipocampo, bem como uma notavel reducdo variavel de
neurdnios colinérgicos localizados no nucleo basal (SERENIK, 2008; FALCO, 2016).

Segundo Morais et al (2013) a restauracdo da funcdo colinérgica € base para o
tratamento da DA, sendo seu objetivo principal a estabilizacdo dos niveis de (ACh) que € um
neurotransmissor essencial para 0s processos cognitivos (Ministério da Saude, 2013, PENIDO
et al., 2017) e para que isto ocorra deve haver uma diminuicdo na degradacdo da ACh
promovido por inibidores da enzima AChE, pois esta é a enzima responsavel pela degradacdo
da ACh (PENIDO et al., 2017).

A enzima AChE tem a funcdo de hidrolisar o neurotransmissor ACh nas sinapses
colinérgicas e apresenta trés ramificacdes, ligadas por pontes dissulfeto, fixadas a membrana
celular por coldgeno. Cada ramificacdo € uma unidade enzimética formada por quatro
subunidades de proteinas, capazes de hidrolisar a ACh, resultando desta forma, num total de
12 sitios ativos por enzima (ARAUJO; SANTOS; OLIVEIRA, 2016), como mostra a Figura
6.

Figura 6 - Esquema da enzima AChE.

&
?

B SN

®
?
S\..\ ;

S s

Membrana celular

Fonte: adaptado de ARAUJO; SANTOS; OLIVEIRA (2016). Esta enzima apresenta trés ramificacdes, ligadas
por pontes dissulfeto (S-S) fixadas a membrana celular por coldgeno (roxo). Cada ramificacdo é uma unidade
enzimatica formada por quatro subunidades de proteinas.

2.3 PLANTAS MEDICINAIS E ALZHEIMER
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As plantas medicinais hd muito tempo séo vistas como uma reserva de saude e estdo
sendo utilizadas no tratamento e prevencao de doencas e enfermidades humanas. Atualmente,
muitas delas sdo alvos de investigacdo como fonte de novos compostos naturais
biologicamente ativos e avaliadas quanto as suas atividades farmacoldgicas (ARYA, 2021;
MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

Dietas ricas em antioxidantes ou o uso de plantas antioxidantes a partir de tratamentos
fitoterapicos, constituem uma tendéncia atual no tratamento de doencas neurodegenerativas.
Isto se deve ao estresse oxidativo, que também é um importante representante causador da
DA. O estresse oxidativo pode aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS),
além do proprio envelhecimento que também contribui para essa elevacdo (RAPAKA et al.,
2019).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo liquidos odorantes imisciveis em &gua de composi¢do
complexa provenientes de vegetais aromaticos, e podem ser obtidos por conducéo de vapor de
agua, destilacdo a seco ou por métodos mecanicos adequados. Podem ser biossintetizados
como metabdlitos secundarios em diferentes partes da planta, tais como flores, bot6es, folhas,
frutos, galhos, cascas, sementes, rizoma e raizes. Sdo habitualmente lipofilicos de natureza
hidrofobica, soliveis em solventes organicos e possuem densidade em geral inferior a da agua
(ASBAHANI et al., 2015). Quanto ao rendimento depende da parte do vegetal utilizada, dos
fatores sazonais, como estacdo do ano, horarios de coleta, assim como a espécie da planta em
estudo (RIBEIRO; BONILLA; LUCENA, 2018) sendo geralmente inferior a 1%, fato este

que os torna economicamente valiosos (ASBAHANI et al., 2015).

2.5 NANOTECNOLOGIA

Recursos terapéuticos para tratar as enfermidades do sistema nervoso central (SNC)
sdo um desafio para muitos pesquisadores. A existéncia de barreiras fisioldgicas,
especialmente a barreira hematoencefalica (BHE) que limita a entrada ao cérebro de
substancias e impede a eficacia de muitas terapias medicamentosas. Portanto é essencial
direcionar o farmaco para o cérebro, sobretudo especificamente para as células doentes e que
ultrapassem as barreiras fisioldgicas. A nanotecnologia tem revolucionado a muitas areas da
ciéncia, em especial a nanotecnologia farmacéutica, apresentando inimeras técnicas com
vantagens promissoras na producdo de novos medicamentos. Por exemplo, o0s

nanocarreadores como lipossomas, nanoparticulas, nanogéis, dendrimeros, nanoemulsdes, polimeros,
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e pontos quanticos para entregar medicamentos ao cerebro que visam melhorar e tornar eficaz,
bem como minimizar os efeitos colaterais da terapéutica cerebral além de serem capazes de
transportar ativos ao sistema nervoso central e ultrapassarem a BHE (ALEXANDER, 2019,
PANTEL, 2017). Esses sistemas de carreamento e liberacdo de drogas detém um dos maiores
potenciais de aplicacdo da nanotecnologia para melhoria e eficécia terapéutica de farmacos e é
uma das &reas da industria farmacéutica mais promissoras (SILVA et al., 2021), levando-se
em conta o alto custo do desenvolvimento de novas moléculas ativas, haja visto que uma nova
formulacdo em nanoparticulas pode resgatar drogas com potencial bioldgico, que foram
descartadas ap6s grandes investimentos por causarem possiveis efeitos colaterais ou por terem
baixa biodisponibilidade, além de gerar novas patentes (BERGMAN, 2008). Apresenta a
estrutura geral de alguns sistemas nanocarreadores utilizados para entrega de medicamentos

até o cérebro estdo representadas na Figura 7.

Figura 7 - Estrutura geral de nanocarreadores utilizados para direcionar 0s agentes

farmacoldgicos ou principio ativo até o cérebro.

Fonte: ALEXANDER et al. (2019). Sistemas de nanogel (A), nanoemulsdo(B), dendrimero (C), pontos
quanticos (D), lipossomas (E), nanoparticulas poliméricas (F), nanoparticulas inorgénicas como o 6xido de
ferro(G) e (H) nanoparticulas de ouro.

Frente dos potenciais efeitos beneficios obtidos com o uso da nanotecnologia, a
industria farmacéutica tem sido incentivada a utiliza-la principalmente para a producdo de
nanomedicamentos voltados para o tratamento de doencas tais como o Alzheimer (AMORIM
2014; SILVA 2020, ZUGLIANELLO, 2021), Parkinson entre outras, uma vez que 0s atuais
tratamentos para essas doencgas ocasionam varios efeitos colaterais e nem sempre possui a
eficicia desejada (SILVA, 2020).

Este trabalho terd como foco o sistema nanoestruturado de nanoemulsées que possuem

didmetro médio de gota em tamanho nanométrico, os quais sao classificadas como dispersdes
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coloidais estaveis com sistema constituido por dleo e 4gua, e um ou mais agentes surfactantes,
formando sistemas multifasicos, podendo ser dleo em agua (o/a) ou agua em oOleo (a/o)
(DALT et al., 2013; PORTO., 2015, APOLINARIO, 2020), além de apresentarem uma boa
estabilidade cinética, em virtude do tamanho da gota ser reduzida. A fase aquosa pode conter
componentes ativos e conservante hidrofilicos, farmacéuticos ou cosméticos, enquanto a fase
oleosa é habitualmente composta por éleo mineral, dleo de silicone, éleo vegetal, ésteres,
4cidos graxos ou ingredientes ativos lipofilicos (DALT et al., 2013, APOLINARIO, 2020).
As nanoemulsdes, podem aumentar a permeabilidade de um ativo pouco soltvel (DALT et
al., 2013), bem como encapsular, proteger e liberar componentes bioativos lipofilicos e vem
sendo cada vez mais utilizados nas inddstrias farmacéuticas (BRUXEL, 2012; PIRES;
MOURA, 2017). Séo constituidas por particulas inferior a 200 nm (SPERANDIO, 2020). A
Figura 8 representa esquematicamente a escala nanométrica comparando o tamanho de

moléculas atbmicas e estruturas bioquimicas.

Figura 8 - Faixa de escala manométrica.
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Fonte: APOLINARIO et al. (2020). Comecando desde a &gua, passando por proteinas e células virais até a
escala macrométrica de células humanas.

Para a producdo de nanoemulsdes é sempre requerido a aplicacdo de alguma energia
externa para converter os componentes separados em uma dispersdo coloidal, pois sdo
sistemas termodinamicamente instaveis. Ao menos, uma entrada de energia que exceda a
energia livre positiva associada ao aumento da area de contato entre as fases de 6leo e agua. A

forma como a energia externa € aplicada para formar uma nanoemulsdo depende do método
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de preparagdo utilizado. Os métodos a serem aplicados podem ser amplamente categorizados
como de alta ou baixa energia, dependendo do mecanismo fisico-quimico usado para a
ruptura das goticulas (BRUXEL, 2012).

Os métodos de alta energia utilizam dispositivos mecanicos como 0S
homogeneizadores que sdo capazes de gerar intensas for¢as que misturam as fases de dleo e
agua para que haja a formagdo de pequenas goticulas, tais mecanismos podem ser
performados por homogeneizadores de valvula de alta pressdo, os microfluidizadores e 0s
sonicadores. Os métodos de baixa energia dependem da formacédo espontanea de minusculas
goticulas de 6leo em sistemas mistos surfactantes — 6leo e d4gua quando a solucdo ou as
condigBes ambientais sdo alteradas como, métodos de inversdo de fase e emulsificagdo
espontanea (MCCLEMENTS, 2012).
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CAPITULO 1 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO E IN SILICO E
CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Bauhinia ungulata

1INTRODUCAO

Espécies reativas de oxigénio (ROS), como oxigénio singleto (O2), radical hidroxila
(OH"), anion superoxido (O") e peroxido de hidrogénio (H202), bem como espécies reativas de
nitrogénio (RNS), incluindo 6xido nitrico (NO), diéxido de nitrogénio (NO>), tribéxido de
dinitrogénio (N203), anion nitroxila (NO"), cation nitroxila (NO*) e peroxinitrito (ONOO"),
sdo produtos de reacBes bioldgicas ou fatores exdégenos (MARTEMUCCI et al., 2022). A
producdo desproporcional de ROS/RNS em comparacdo com as capacidades do sistema
antioxidante pode levar a niveis elevados de radicais livres. Estas moléculas prejudiciais
podem danificar componentes biolégicos cruciais, como ADN, proteinas, lipidos e agUcares,
impactando negativamente a satde das células e dos tecidos, muitas vezes levando a doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares (YADAV et al., 2023; LI et al., 2023)

E possivel que em muitas situacdes esses danos ainda possam ser reversiveis e
prevenidos, principalmente através de mecanismos antioxidantes mecanismos como a a¢ao de
antioxidantes naturais como a vitamina C ou por meio de enzimas como a Catalase humana
(CATh), responsavel pela conversdo de HO2em Oz e H20, a superoxido dismutase (SOD) e a
glutationa peroxidase (GPx). O mau funcionamento destas enzimas esta frequentemente
associado ao desenvolvimento e progressao de doencas crénicas como Alzheimer, Parkinson
e AVC (HALLIWELL, 2023; NANDI et al., 2019; MAITI et al., 2021).

Tendo esse pensamento em mente, 0s produtos e moléculas naturais surgiram nos
ultimos anos como potenciais protagonistas na prevengdo e protecdo contra espécies reativas
originadas do estresse oxidativo celular, especialmente devido as suas propriedades
antioxidantes (MENDONCA-JUNIOR et al., 2021; KIM et al., 2023). Entre esses produtos
naturais, os Oleos essenciais tém recebido cada vez mais atencdo nos grupos de pesquisa
devido a sua baixa toxicidade e natureza hidrofébica, propriedades que permitem maior
biodisponibilidade e melhor absorcdo em comparacdo com outros extratos. Muitos deles ja
estdo documentados na literatura como potentes antioxidantes, como a citronela
(Cymbopogon nardus), canela (Cinnamomum zeylanicum), gengibre (Zingiber officinale), e
manjericdo (Origanum). majorana) (ANDRADE et al., 2012; BUKHARI et al., 2022,
CAPPELLI et al., 2023; LIMA et al., 2020).

Bauhinia ungulata € uma espécie de planta medicinal encontrada na floresta

amazonica brasileira. Comunidades tradicionais, como o povo indigena Tapebas no estado do
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Ceard, utilizam o cha da folha de B. ungulata por suas propriedades benéficas, como agéo
hipoglicemiante (BORIM et al., 2023; MORAIS et al., 2005). Estudos revelaram que B.
ungulata possui propriedades antioxidantes, antimicrobianas, larvicidas, propriedades
antiinflamatorias, citotoxicas, antiproliferativas e antiacetilcolinesterasicas, alem de efeitos
hipoglicémicos (FORTUNATO; NORES, 2022; RODRIGUES et al., 2020). As plantas do
género Bauhinia apresentam diversos fitoquimicos com atividades antioxidantes descritos na
literatura, caracterizados por altos niveis de compostos fenolicos e flavondides (MONTEIRO
etal., 2021; CHAVEZ-BUSTOS et al., 2022).

Embora os mecanismos por tras da atividade antioxidante desta espécie permanegam
obscuros, os efeitos antioxidantes do 6leo essencial de Bauhinia ungulata (OEBU) ndo foram
abordados. Com essa premissa, 0 trabalho visa rastrear os diferentes compostos bioativos em
OEBU coletados durante o periodo chuvoso em Boa Vista, Roraima — Brasil. As propriedades
antioxidantes dos principais compostos, bem como as interacfes entre eles e a enzima

antioxidante humana CATh, foram determinadas in vitro e in silico, respectivamente.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTEN(;AO DE FOLHAS DE Bauhinia ungulata

Folhas frescas de B. ungulata foram coletadas durante o periodo chuvoso (julho a
setembro) no municipio de Boa Vista, Roraima, Brasil, com o0s seguintes
georreferenciamentos localizados em 2°51'11.03976 N, 60° N de latitude e 60° 38'26 de
longitude W e levado ao laboratério do Programa de PoOs-Graduacdo do NPPGCT na
Universidade Federal de Roraima. Um exemplar foi devidamente identificado pela Dra.
Amélia Tuler e tombada no Herbario da UFRR, com numero 9685 e registrada no SISGEN
namero A789974.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O material vegetal escolhido foi limpo com agua destilada e depois transferido para
um frasco de fundo redondo. Em seguida foi submetido a hidrodestilacdo em aparelho do tipo
Clevenger com condensador duplo Spell por 2 horas continuamente para obtencdo do OEBU.
As folhas frescas foram cortadas em pedacos de cerca de 1 cm™ e transferidas para um frasco
de fundo redondo na proporc¢do de 1000 g e 6 L de agua destilada. O frasco foi aquecido em
uma manta de aquecimento a 100°C. O hidrolato foi removido do OEBU pela adi¢do de
sulfato de sddio anidro e armazenado em freezer a -20 °C (MESQUITA, et al., 2016).
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2.3 CROMATOGRAFIA
2.3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

A andlise foi realizada em um cromatégrafo gasoso GC-MS (QP2010) ULTRA
(Shimadzu) equipado com um Rxi-1 ms (30 m 0,25 mmx0,25 um) Coluna (Restek) em
variacGes de temperatura de 50 °C (3 min), aumentando 3 °C.min", até 230 °C. A 1 pL de
OEBU a amostra foi diluida a 1% em cloroférmio que também foi injetado com temperatura
inicial de 250 °C, juntamente com uma propor¢do de modo dividido (1:10), interface GC-MS
a 250 °C e um MS de ionizacdo eletrénica detector operado com energia de ionizacao de 70
eV a 250 °C. O gas Hélio foi utilizado como carreador com vazéo de 2,0 mL.min. Os dados
foram adquiridos utilizando o software GC-MS Solution (Shimadzu) de cada OEBU, onde
foram analisados e comparados com espectros da colecdo de bibliotecas de componentes
espectrais (NIST11) do Instituto Nacional de PadrBes e Tecnologia (NIST).

2.3.2 Cromatografia gasosa com detector de ionizacao de chama (CG-DIC)

O Cromatografo Gasoso HP 7820 A (Agilent), equipado com coluna capilar medindo
30 mx0,32 mmx0,25 um (Agilent), foi utilizado para identificar os constituintes do 6leo a 50
°C (0 min), 3 °C. min'. Depois foi até 230 °C. A 1 pL de amostra OEBU diluida a 1% em
cloroférmio foi injetada, com temperatura inicial de 250 °C na proporcao Split (1:30). O
detector DIC, com temperatura de 250 °C e gas de arraste, Hz, a 3 mL.min. O software de
aquisicdo de dados foi escolhido: com EZChrom Elite Compact (Agilent). A analise

quantitativa foi realizada utilizando areas padrdo dos cromatogramas obtidos por CG-DIC.
2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DE OEBU

2.4.1 Teste de capacidade antioxidante total (CAT)

Esses ensaios compreendem a reducdo de Mo (VI) a Mo (V) por polissacarideos
sulfatados, seguida pela formagdo do complexo fosfato verde/Mo (V) em pH &acido. Uma
aliquota de OEBU (1 mg. mL™) foi adicionada a uma solucéo reagente composta de acido
sulfurico (0,6 mg. mL1), também fosfato de potassio (28 mmol. L) e molibdato de amonio
(4 mmol. L) (COSTA et al., 2010). A solucéo foi agitada num misturador vortex durante 90
minutos a 100°C. Apds resfriamento, a absorbancia de cada amostra foi determinada a 695

nm usando um espectrofotdmetro. O CAT foi expresso como equivalente de acido ascérbico.

2.4.2 Reduzindo o teste de poténcia

OEBU em concentracdes de 0,05 a 0,5 mg. mL"* foram incubadas com tampéo fosfato
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0,2 mol. L* (pH 6,6) e ferricianeto de potassio a 1% (m/v) por 20 minutos a 50 °C. Apds o
periodo de incubagdo, foi adicionado &cido tricloroacético a 10% (m/v) para encerrar as
reacoes, seguido pela adicdo de cloreto de ferro a 0,1% (m/v). Em seguida, as amostras foram
analisadas em espectrofotdmetro a 700 nm. O &cido ascorbico foi considerado o padrdo para
calculos, e os resultados foram expressos como uma porcentagem do poder redutor em

comparacao ao cido ascérbico (PRESA et al., 2018).

2.4.3 Teste de capacidade quelante de fons de ferro (Fe?*)

O teste de quelacdo de ferro foi realizado conforme metodologia de COSTA et al.,
(2010). A mistura reacional, contendo amostras de FeCl, (0,05 mL, 2 mM) e ferrozina (0,2
mL, 5 mM), foi bem agitada e incubada por 10 min em temperatura ambiente. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro a 562 nm, e 0 EDTA foi utilizado como padrdo. OEBU foram
utilizadas em concentragdes de 0,5 e 0,1 mg. mL™. Os resultados foram expressos acordocom

a equacdo 2.

Y de sequestro = Absorbancia do controle—Absorbincia da amastra * 100 (2)

Absorbiancia do controle—Abzorbancia do branco

Py

2.4.4 Capacidade de eliminacgéo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (dpph)

A capacidade da OEBU de eliminar radicais livres foi analisada pelo método de
Brand- Williams e colegas de trabalho (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
OEBU a 0,25 mg. mL%, 0,5 mg. mL* e 5 mg. mL"* foram adicionados a 2,0 mL de 0,1 mmol.
L Solucdo etandlica DPPH. Apés 30 min de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida a 517 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de
eliminacdo de radicais de acordo com a equagéo 3.

Eliminacgéo de radicais DPPH (%) = [1 — (As/A0)] x 100 3

2.4.5 Constituicao fendlica

A dosagem dos compostos fenolicos OEBU foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SHEN, 2009). Os experimentos foram realizados a
temperatura ambiente no escuro. Os compostos fendlicos reduzem o reagente Folin-
Ciocalteau, mudando a cor de amarelo para verde. As amostras foram lidas por

espectrofotometria a 765 nm. O &cido galico foi utilizado como controle positivo.
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2.5 ANALISE IN SILICO
2.5.1 Ancoragem molecular

Os fitoquimicos em OEBU e Maltol (B-cariofileno e a-bisabolol) foram obtidos no
PubChem com os respectivos descritores: a-bisabolol (CID: 1549992), B-cariofileno (CID:
5281515) e maltol (CID: 8369) (KIM et al., 2022). A estrutura tridimensional do CAT
humano foi obtida no Protein Data Bank (ID: 1TGU), com resolugdo de 2,80 A. Para definir
locais de ligacdo adequados para acoplamento molecular, foi utilizado o software GRASP.
Este programa se baseia no aprendizado de maquina para identificar esses locais, avaliando a
acessibilidade dos residuos ao solvente, bem como considerando as caracteristicas fisico-
quimicas e as interagdes estabelecidas (SANTANA et al., 2020). Testes de docking molecular
foram realizados usando Software Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2009). A caixa de grade
definida tem tamanho 50x60x50 com espacamento de 0,375 A, com centro de massa 40,583,
39,019 e 24,834. As interacOes moleculares entre ligantes e aminoacidos foram demonstradas

e analisadas usando o visualizador BIOVIA Discovery Studio.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os desfechos foram expressos em graficos como média e desvio padrdo. A andlise
estatistica foi realizada pelo Teste T de Student e ANOVA seguido pelo teste de Tukey-
Kramer e Bonferroni (p<0,05) usando o software GraphPad Prism 8.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos sobre produtos naturais tém sido impulsionados pela sua ampla gama de
propriedades para a saude e pela base de uso tradicional. Formulagdes de 6leos essenciais
podem aumentar a biodisponibilidade de seus componentes antioxidantes, tornando-os um
potencial tratamento para doengas que envolvem estresse oxidativo. Nesse sentido, o presente
estudo analisou os componentes bioativos da OEBU da Amazénia brasileira, determinando

assim sua composicao quimica e atividade antioxidante tanto in vitro quanto in silico.

3.1 DESEMPENHO E COMPOSICAO QUIMICA DO OEBU
Apos a extragdo do OEBU por hidrodestilacdo, foi possivel obter o rendimento de 6leo

através da seguinte equacdo 1. O OEBU apresentou rendimento de aproximadamente 0,07%.

Rendimento = massa do dleo obtido (g) x 100% 1)
Massa do 6leo vegetal (g)

O rendimento da extracdo do OEBU tem sido superior ao trabalho realizado por
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4 CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos medicamentos nesta linha de pesquisa é de extrema
importancia para a elucidacdo dos fatores causadores da doenca de Alzheimer, bem como
para a obtencdo de um tratamento ou cura eficaz para esta doenga. Nossos estudos realizados
na Regido Amazonica de Roraima, mostraram que o sesquiterpeno o - Bisabolol , principal
componente presente no Oleo essencial de Bauhinia ungulata (OEBU), pode se tornar um
forte candidato a medicamento como inibidor da acetilcolinesterase e pode ser usado no
tratamento da doenca de Alzheimer. Nesse sentido, sdo necessarios estudos continuos. Devido
a extensa diversidade estrutural dos compostos identificados no OEBU, podemos antecipar
gue novas descobertas podem e ainda nao foram feitas como resultado. O OEBU deve ser
avaliada quanto aos seus efeitos de aprimoramento neural. As interagdes entre o a - Bisabolol
e 0s principais compostos de 6leos essenciais com o receptor AChE foram significativas,
assim como os parametros ADME,( Absor¢do, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxicidade) onde dados sobre sua farmacocinética podem contribuir para uma melhor
compreensdo fisiologica do uso de OEBU. Se a maior integracdo do OEBU na dieta regular
ou a ingestdo de suplementos pode estabilizar a funcdo da AChE ainda precisa ser explorada.
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1 Material Suplementar:

1.1 Figuras suplementares:

Figura S1 . Analise de validacdo do Verify3D. 90,54% do Electrophorus electricus
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Fonte autor: Analise de validacdo do Verify3D. 90,54% do Electrophorus electricus Os residuos de AChE tém

uma pontuagdo média 3D-1D > 0,1 e o Verify3D recomenda que a estrutura tenha pelo menos 80%.



1.2

Tabelas Suplementares

Tabela S1 . AChE Humana resultados de reenquadramento.

83

Molécula Pontuacdo OURO RMS (A)
Aromadendreno 52,15 0,162
Canfeno 40,60 1.745
Oxido de 54,44 0,606
Cariofileno

Copaene 53,84 0,331
Cubenol 62,64 0,252
Epi -y- eudesmol 59,33 0,904
Eucaliptol 40,53 1.536
Farnesol 75,42 0,604
Linalol 50,60 1.885
Nerolidol 73,72 1.750
Espatulenol 56,74 0,506
Valenceno 57,65 0,393
a — Bisabolol 64,15 0,827
o -Bisabolol Oxide A 57,57 0,661
o Bisabolol Oxido B 61,51 0,575
a — Cadineno 60.08 0,381
o — humuleno 52,23 0,252
a — Pineno 39,73 0,486
a— Tujeno 45,59 1.356
[ — Cariofileno 50,93 0,369
B — Elemeno 58,48 0,334
B —Pineno 39,62 0,439
v — Elemeno 51,96 0,450




84

v — Muuroleno 57,76 0,698
0 — Cadineno | 61,31 0,523
Donepezil 2 102,83 0,565
Galantamina 2 | 71,33 0,807
Huperzina A 2 | 53,41 0,263
Neostigminea @ | 64,34 1.558
Fisostigmina 2 | 63,73 0,419
Piridostigmina @ | 46,42 1.685
Rivastigmina @ | 56,48 1.045
Tacrina 2 | 58,29 0,979

@ Medicamentos inibidores 3 gcetilcolinesterase aprovados pelo FDA.



Tabela S2 . E. elétricus resultados de reenquadramento .

Molécula Pontuacdo OURO RMS (A)
Aromadendreno 57.03 0,200
Canfeno 40,76 0,363
Oxido de Cariofileno 54.04 0,183
Copaene 56,90 0,249
Cubenol 63.12 0,330
Epi -y- eudesmol 41,61 0,520
Eucaliptol 41.17 0,179
Farnesol 67.03 1.805
Linalol 52,97 1.817
Nerolidol 68,55 0,859
Espatulenol 59,32 0,412
Valenceno 60,15 0,519
a — Bisabolol 66,67 0,656
o — Bisabolol Oxido A 57,95 1.938
o — Bisabolol Oxido B 68,44 0,429
a — Cadineno 61,88 0,715
o — humuleno 49,37 0,251
a — Pineno 36h30 1.909-
a— Tujeno 45,92 0,547
[ — Cariofileno | 50.18 0,174
B — Elemeno | 62,83 0,384
B —Pineno | 38,48 0,305
vy — Elemeno | 58.01 0,796

v — Muuroleno 57.06 0,185
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& — Cadineno 64,87 0,408

Donepezil @ 54,69 1.245-
Galantamina 2 | 58,34 0,346
Huperzina A 2 | 65,79 0,237
Neostigminea @ | 59,84 0,866
Fisostigmina @ | 51,23 0,798
Piridostigmina @ | 52,98 1.782
Rivastigmina @ | 56,79 1.669
Tacrina 2 | 66,38 0,264

@ Medicamentos inibidores 3 gcetilcolinesterase aprovados pelo FDA.
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CAPITULO 3 - ATIVIDADE BIOLOGICA DO OLEO ESSENCIAL DE Bauhinia
ungulata EM NANOEMULSAO UTILIZANDO O MODELO IN VIVO Caenorhabditis

elegans

1 INTRODUCAO

A experimentacdo in vivo em organismos como modelos de mecanismos humanos é
complexa, podendo consumir tempo e ser economicamente inviavel. Desta forma, 0 modelo
in vivo utilizando o nematdédeo Caenorhabditis elegans (C. elegans) vem sendo
frequentemente utilizado e destaca-se por proporcionar mecanismos semelhantes aos
humanos, podendo ser utilizando como modelo para estudo de inimeras doencas, inclusive as
de ordem neurodegenerativa (ALEXANDER et al., 2014).

O C. elegans é um nematddeo mindsculo, multicelular medindo aproximadamente no
estagio adulto 1 mm de comprimento e sua larva recém-nascida 0,25 mm (CORSI;
WIGHTMAN; CHALFIE, 2015). E um organismo muito bem compreendido a nivel de
desenvolvimento celular, tem um sistema nervoso muito simples que compreende 302
neurdnios e 56 glias, possui corpo transparente que possibilita visualizar mudancas que
ocorrem no interior de suas células e corpo, além disso foi o primeiro organismo multicelular
que teve seu genoma sequenciado e células neurais descritas apresentando o mapeamento total
de todas as interacGes e neurotransmissores (KAIT, 2021). Esta distribuido por todas as partes
do globo terrestre e vive no solo ou em frutas podres alimentando-se de bactérias (FERRARI
et al., 2015). No laboratorio, séo tradicionalmente cultivados em Escherichia coli OP50 (E.
coli OP50) como alimento, com uma dieta de aproximadamente 55% de proteina (GAVA,
2014; DIMINOV; MORRIS, 2019). O seu ciclo de vida é curto, pois se desenvolve de ovo a
adulto em média em 3 dias em perfeitas condicdes e € apto a produzir grande quantidade de
ovos geneticamente idénticos em virtude devido ao seu dimorfismo sexual ser
hegemonicamente hermafrodita. E um organismo ndo patogénico e sua vida Gtil € em média
de 15 a 22 dias a 25 °C (HALL; ATUM, 2006; TISSENBAUM, 2012). Esse modelo de
organismo possui a vantagem de ser um animal simples, com um sistema nervoso, reprodutor
e digestivo presentes em um pequeno verme e tem sido muito utilizado em uma gama de
investigacOes, tais como atividade nematicida, estudo de sistema funcional de parasitas
(GAVA, 2014), modelos para as doengas como Huntington e Alzheimer (BOASQUIVIS et
al., 2018; ALMEIDA et al., 2018; MENG et al., 2017; LEITE, 2018; SOUZA et al., 2012;
VIEIRA et al., 2014; PAIVA et al., 2015), modelos de mecanismos de estresse oxidativo
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(BONOMO, 2014), triagem de drogas quanto a eficacia e toxicidade (CHARAO, 2015;
RACZ et al., 2017; SOUZA et al., 2018). Diante do exposto, este capitulo tem como objetivo
estudar o potencial antiacetilcolinesterasico do 6leo essencial de B. ungulata no modelo

Caenorhabditis Elegans como alternativa para o tratamento da doenca do Alzheimer.

1.1 Caenorhabditis elegans COMO FERRAMENTA DE ESTUDO NA DOENCA DE
ALZHEIMER

Embora o C. elegans seja muito diferente dos humanos, possui um sistema nervoso
altamente conservado, construido por um terco das células humanas. Isso o torna uma
ferramenta de investigacdo a respostas antioxidantes induzidas por produtos naturais no
sistema nervoso, incluindo processos de neuroinflamacéo, tais como a doenca de Alzheimer,
Parkinson, entre outras. A neurotoxicidade dos vermes pode ser monitorada de acordo com
parametros comportamentais, como locomocédo e capacidade de forrageamento, parametros
morfoldgicos e fisioldgicos, como estrutura neuronal, neurodegeneracdo e neuroinflamacéo,
parametros moleculares, como atividade da acetilcolinesterase, expressao génica relativa e
estresse oxidativo. (ZHU et al., 2022). Muitas cepas transgénicas de C. elegans tem sido
estudo dos efeitos de produtos naturais com énfase na toxicidade da amiloide-f (Ap) (FONTE
etal., 2011, PANDEY et al., 2020, YUEN et al., 2021).

Durante o seu desenvolvimento o nematoide hermafrodita passa por quatro estagios
larvais L1, L2, L3 e L4 até chegar a fase adulta, porém em condices em que haja
desequilibrio no ambiente, como falta de alimento este pode dar uma pausa em seu
desenvolvimento entrando em estado de larva Dauer, porém, ao restabelecer essas condicdes,
podem progredir com o ciclo normalmente, Figura. 1.

Figura 1. Ciclo de vida do nematodeo C. elegans a 20 °C.
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Fonte: adaptado de Wormbook (CORSI et al., 2015). O verme hermafrodita gravido expele os ovos e ap6s eclosao,
passa por quatro estdgios larvais (L1, L2, L3 e L4) até chegar a fase adulta. Em condi¢fes ambientais
desfavoraveis ao seu desenvolvimento, como auséncia de alimento, os vermes em L1 pode tornar-se larvas

Dauer.

O sistema digestivo do C. elegans compreende uma faringe simples (es6fago),
intestino e intestino posterior (reto). O intestino é um tubo simples composto por 20 células
que percorre cerca de 80% do comprimento do animal, Fig. 2, além de servir como o principal
local de digestdo e absorcdo de nutrientes, o intestino também exerce as funcdes do figado,
além de ter papéis centrais na infeccdo por patdgenos, imunidade, longevidade e
desintoxicacdo de metais (DIMINOV; MORRIS, 2019).

Figura 2. Principais caracteristicas da anatomia do nematoide C. elegans.
A

anel nervoso CND espermateca

Fonte: Adaptado de: Wormbook (CORSI et al., 2015). (A) visdo lateral do verme, mostra o corddo nervoso
dorsal (CND) e o corddo nervoso ventral (CNV), que se estende ao longo de todo o comprimento do animal a
partir do anel nervoso e localizagdo da parede dos musculos, espermateca, embrides, ovdcitos, gbnadas e vulva,

(B) O sistema nervoso e os musculos sdo omitidos nesta visdo, revelando a faringe, o intestino e o anus.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 REAGENTES QUIMICOS

Polissorbato 80 (Synth, 99,9%), dimetilsulfoxido (Synth, 99,9%), reagente de
Bradford (Sigma-Aldrich), 5,5'-Ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (Sigma-Aldrich), iodeto de
acetiltiocolina (> 98%) (Sigma-Aldrich). Todos os reagentes eram de grau analitico e

utilizados sem purificagao adicional.

2.2 OLEO ESSENCIAL DE Bauhinia ungulata

As folhas frescas de Bauhinia ungulata foram coletadas no periodo chuvoso (julho a
setembro), entre 7h e 9h e georreferenciadas para analise fenoldgica no local 2° 51'11.03976
N 60° 3823.63172 W no municipio de Boa Vista, no estado de Roraima, Brasil.
Aproximadamente 1000 g de folhas recém-cortadas (1cm) foram adicionadas a um aparelho
Clevenger com 6 L de &gua destilada. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo por um
periodo de 2 h sob aquecimento (100 £ 2 °C). A &gua foi retirada pela adi¢do de sulfato de

sodio anidro e posteriormente o 6leo essencial foi armazenado em freezer a -20 £ 2 °C.

2.3 PREPARACAO DAS FORMULAC}OES CONTENDO O OLEO ESSENCIAL DE B.
ungulata

Emulsbes 6leo em 4&gua foram produzidas pelo método de alta energia nas
concentracdes de 0,75, 0,25, 0,025 e 0,0125 mg. mL* e nanoemulsdes nas concentracdes de
0,75 e 0,25 mg.mL1. Polissorbato 80 (Tween 80) a 1% foi utilizado para as nanoemulsdes e o
dimetilsulfoxido (DMSO) 2% para a construcdo das emulsdes. Os solventes foram
adicionados a fase oleosa sob agitacdo e em seguida foi adicionada agua deionizada tipo 2
(MiliQ®) para produzir a formulacdo priméaria. A homogeneizacdo da emulsdo foi obtida por
meio de forcas de cisalizagdo geradas pelo ultrassonicador (Eco-sonics, S&o Paulo, Brasil). As
emulsdes foram sonicadas por 30s a 50% de poténcia, enquanto as nanoemulsdes foram
sonicadas por 5 e 10 min. As formulacdes finais foram utilizadas para testes de estabilidade

fisico-quimica e as melhores formulagdes foram selecionadas para as andlises in vivo.

2.3.2 Tamanho de particula, potencial Zeta e indice de polidispersidade da nanoemulséo

Uma amostra da nanoemulsdo foi diluida em &gua ultrapura tipo 2 (MiliQ®) na
proporcao de 1:9. Em seguida, o sistema foi equilibrado por 20 s a 22 ° C e entdo o tamanho
das gotas e o indice de polidispersidade (PDI) foram determinados utilizando o equipamento
Zetasizer (Malvern Nano ZS, Malvern, UK). O potencial Zeta foi analisado diluindo 50 KL da
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nanoemulsdo em 950 ML de solucdo de NaCl 0,6 mg/mL .0 sistema foi equilibrado por 20 s
a 22 °C. Todas as analises foram realizadas em triplicata e representadas como média (xDP)
(GOH et al., 2021).

2.3.3 Ciclo de resfriamento de aquecimento da nanoemulsdo

A formulagéo preparada foi caracterizada pelo ciclo resfriamento-aquecimento para
avaliar a estabilidade termodinamica das nanoemulsdes. A amostra foi armazenada a 4°C por
24 horas e mantida a 48°C por 24 horas. O ciclo de aquecimento-resfriamento foi repetido trés
vezes consecutivas. (ULLAH et al., 2022 ).

2.3.4 Ciclo de congelamento-descongelamento da nanoemulséo

As nanoemulsdes foram congeladas a -20 °C por 24 h, ap6s serem removidas e
descongeladas em temperatura ambiente. O ciclo de congelamento-descongelamento foi
repetido trés vezes e depois submetido a centrifugacdo para observar a separacdo de fases
(RASHAD et al., 2020).

2.3.5 pH da nanoemulséo
O pH das nanoemulsdes foi medido com pHmetro previamente calibrado em temperatura
ambiente (20 + 2 °C). As nanoformulag¢bes foram investigadas sem dilui¢bes e diretamente

apos o processo de formulagdo (HE et al., 2021).

2.3.6 Estabilidade macroscopica da nanoemulséo

A estabilidade das nanoemuls6es foi avaliada pelo método de HE et al. (2021). As
formulacBes foram submetidas a centrifugacdo para verificar a cinética de estabilidade. As
formulagcGes foram centrifugadas a 1.000, 2.000 e 3.000 rpm por 15 min. Em seguida, foi
determinada uma caracteristica macroscopica comparando as formulacGes antes e depois do

ciclo de centrifugacéo.

2.3.7 Fotomicrografia da nanoemulséo

A morfologia e dispersdo das nanoemulsdes foram investigadas por microscopia
Optica utilizando um Carl Zeiss Imager.M2m (Carl Zeiss Light Microscopy, Géttinger,
Alemanha). As amostras foram preparadas colocando as nanoemulsGes diretamente em
laminas de vidro (SOUZA et al., 2014).

2.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS FORMULACOES com Bauhinia ungulata em C.

elegans
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Para a realizacdo das analises in vivo, 0s experimentos seguiram os protocolos e
literatura estabelecidos pelo laboratério de neuroimunogenética, localizado no Instituto Keizo
Asami (iLIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob a direcdo da professora

Doutora Priscila Gubert.

2.4.2 Estirpes e Cultura de C. elegans

Todas as cepas sdo derivadas da cepa N2 Bristol. A cepa transgénica CL2006 (dvis2 [
pCL12 ( unc-54/peptideo Abeta humano 1-42 minigene ) + rol-6 ( sul006 )]), foi obtida do
Caenorhabditis Genetic Center (CGC, Universidade de Minnesota, EUA), sendo esta
gentilmente cedida pela professora Dr® Riva de Paula responsavel pelo Laboratério de
Bioguimica e Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Os animais
utilizados nos experimentos foram cultivados em placas de Petri de (60 mm) com (Meio de
Crescimento para Nematédeo (NGM: 3 g L * NaCl; 17 g L * 4gar; 2,5 g L * peptona; 1 M
CaCl 2; 5 mg L - ! colesterol; 1 M MgSO4) e a bactéria E. coli (OP50), como fonte de
alimento (BRENNER 1974). A cepa selvagem N2 foi mantida a 20 °C + 2 e a cepa
transgénica CL 2006 que expressa o peptideo B amiloide nos musculos do verme, a 15 °C £+ 2
até o momento dos experimentos. Todos 0s ensaios foram realizados usando animais
hermafroditas.

A populacdo sincronizada de vermes foi obtida pelo método do hipoclorito alcalino
(branqueamento) em vermes adultos prenhes (STIERNAGLE 2006). Aproximadamente doze

horas ap0s a sincronizacdo, os animais L1 foram expostos ao tratamento.

2.4.3 Sincronizagdo dos nematodeos

Para cada experimento os nematoides foram sincronizados por meio de lise alcalina,
com o objetivo de deixar todos no mesmo estado larval.

A lise alcalina consistiu no tratamento de animais hermafroditas adultos gravidos com
solucdo de lise composta por 1000 uLL de hipoclorito de sddio a 2% mais 250 uLL de NaOH 10
mol. L, por até no maximo 8 minutos sob agitacdo constante para quebrar a cuticula do
verme. Os ovos, resistentes a esse processo, foram centrifugados e ressuspendidos em meio
liqguido com M9 por trés vezes para evitar que a solucdo de lise continue ativa, apds esse
processo 0s ovos foram colocados em placas de petri de 60 mm, os quais foram mantidos na
BOD sob agitacdo em homogeneizador durante a noite, na temperatura de 20 °C e na auséncia
de alimento. Apods a eclosdo dos ovos, 0s animais permaneceram no estagio larval L1 devido a

auséncia de alimento até o inicio dos experimentos.
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2.4.4 Preparo de placas de petri com meio de cultura (NGM) para rescimento de
nematoides

Para o preparo de uma solucdo de 200 mL de meio NGM, foram pesados 3,4 g de
Bacto Agar, 0,59 de Bacto Peptona, 0,6g de NaCl e diluidos em &gua destilada até completar
200 mL em frasco de reagente graduado. Posteriormente esta solucdo foi autoclavada e a ela
foi pipetado 5 mL de tampdo KPO#* (1 mol. L?), 200 uL de CaCl? (1 mol. L), 200 pL de
MgSO* (1 mol. L?), 200 uL de Colesterol (5 mg. mL? em 95% de EtOH), e 200 pL da
solucéo de

Estreptomicina (200 g.L™1), em cabine de fluxo laminar. Todos os materiais e reagentes
utilizados no processo, com excec¢do da estreptomicina e do colesterol, foram esterilizados em
luz UV antes do procedimento. Ao término do preparo da solucdo de meio NGM, esta foi
vertida nas placas de Petri, conforme quantidade adequada para cada experimento, em seguida
apos secagem do meio, foi pipetado o caldo Luria Broth (LB) contendo a bactéria E. coli -
(OP50) viva, e deixadas no fluxo até estarem completamente secas. ApOs secagem das
bactérias, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C, overnight (CALDICOTT; LARSEN;
RIDDLE, 1994). Para a exposi¢do do 6leo essencial de Bauhinia ungulata e manutencgdo dos
animais foi considerado o tamanho de placas de Petri para cada experimento, respeitando a
quantidade adequada para cada tamanho de placa utilizada, sempre se preocupando em

adicionar 15% a mais de meio NGM, devido a evaporacao dos reagentes.

2.4.5 Exposi¢do cronica a emulsdo e nanoemulséo

Vermes no primeiro estagio larval (L1) foram expostos a tratamentos em diferentes
concentragdes de emulsdo e nanoemulsdo. Como controles, foram considerados os grupos
tampdo M9 e DMSO 0,1% (concentragéo final em placas) para as emulsfes, enquanto para as
nanoemulsdes foram considerados os grupos tampdo M9 e Tween 80 0,05% (concentragdo
final nas placas). As placas NGM foram semeadas com E. coli OP50 inativada (radiacdo UV
por 15 min) e entdo as formulagGes foram adicionadas ao meio de cultura. Os vermes em
estagio larval L1 foram transferidos diretamente para a superficie do meio NGM e tratados até

72 horas a 20 °C (HUANG et al., 2021). Ao final das exposicdes, os vermes foram analisados.

2.4.6 Analise de sobrevivéncia
Os vermes foram expostos a emulsdo e nanoemulsdo e a sobrevivéncia foi avaliada

pelas proximas 72 horas. Os vermes foram contados (n = 30) e classificados como vivos ou
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mortos com base na presenga ou auséncia de movimento corporal, resposta ao toque ou
bombeamento faringeo. Todos os grupos foram analisados em trés experimentos
independentes em triplicata (HUANG etal., 2021),

2.4.7 Anélise comportamental: comportamento alimentar, ritmo de defecacdo e
movimento

Apds 44 h de tratamento com a emulsdo e nanoemulsdo até o estagio larval L4 (dia 3)
para avaliacbes comportamentais. Tais observacdes foram estabelecidas na fase larval L4
devido esta fase preceder a idade adulta, 0 que pode impactar estes comportamentos pela
presenca de ovos e progénies no prato. As taxas de alimentacdo foram medidas considerando
a frequéncia da bomba faringea do verme no protocolo anterior (WANG, 2008).
Resumidamente, as segundas contracGes do bulbo da faringe foram contadas manualmente
nos vermes em estagio larval L4 na comida durante 10 s e normalizadas para contragGes/min,
em triplicatas. Foram observados dez vermes de cada condicdo de tratamento. O tempo entre
as defecacBes foi utilizado como parametro de toxicidade. O intervalo entre as contracGes
intestinais, que representa uma medida indireta do trafego intestinal, foi registrado trés vezes
em seis vermes em bactérias de cada grupo ( WANG, 2008 ). A avaliacdo do movimento
consistiu na contagem do nimero de movimentos de cabega. Os vermes L4 foram transferidos
para uma placa NGM (60 mm) sem bactérias e com 3 mL de tampdo M9 e deixados por 1 min
para aclimatacdo. O nimero de movimentos de cabeca de cada verme durante 20 s foi contado
e os valores de 10 vermes foram calculados. A média da contagem foi normalizada para um
minuto para analise estatistica. Trés experimentos independentes foram conduzidos. A anélise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software,
Boston, Estados Unidos). A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05, utilizando Anova
One-way, seguida do teste de Bonferroni ( YAMASAKI et al., 2021).

2.4.8 Analise de reproducéo

A producédo de ovos foi realizada por meio de testes previamente estabelecidos na
literatura (GUBERT et al., 2013 ). Foram utilizados animais gravidos (dia adulto 1, 72 h ap06s
o tratamento). O nimero de ovos no utero dos vermes foi determinado por contagem apds
cada animal ter sido lisado com a solucdo branqueadora. Os testes foram realizados com 10

animais por grupo a 20 °C + 2 em triplicado.

2.4.9 Analise do comprimento corporal

O comprimento corporal de C. elegans foi avaliado 44 horas ap0s exposi¢do a emulsao
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e nanoemulséo. Os vermes foram colocados em uma lamina de vidro de agarose a 2% e, em
seguida, foi adicionada azida de sodio 1 M para paralisar 0s animais. As imagens
microscopicas foram obtidas pelo Carl Zeiss Microscope GmbH (Axio Imager M2m)
acoplado a cdmera AxioCam HRc (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). O comprimento corporal
foi medido usando o software de cddigo aberto ImageJ. Os experimentos foram realizados em
triplicata com trés amostras independentes (total n=30 vermes por grupo) ( HARADA et al.,
2016).

2.4.10 Atividade da acetilcolinesterase em C. elegans

Para avaliar os possiveis efeitos de inibicdo do 6leo essencial de Bauhinia ungulata
sobre a enzima Acetilcolinesterase (AChE) em C. elegans, a atividade enzimatica foi
determinada pelo método de Bradford (1976), adaptado por Sedmak e Grossberg (1977) com
algumas modificaces.

Animais N2 do tipo selvagem foram sincronizados em larvas de primeiro estagio L1 e
cerca de 1.000 animais por grupo foram transferidos para placas de 100 mm e tratados com as
seguintes concentracdes de dleo essencial de Bauhinia ungulata (0,0125 mg. mL*; 0,025
mg.mL™? ; 0,25 mg.mL; 0,75 mg.mL!) e controles M9 e DMSO. Apds 0s animais atingirem
0 estagio larval L4, as placas foram lavadas e os vermes transferidos para microtubos para
obtencdo do homogeneizado por meio de sonicagdo utilizando ponta sonicadora com
amplitude de 50%, por 10s com pausas de 10s até completar um ciclo de 80s. Apos a
sonicacao, o homogeneizado foi centrifugado por 30s a 125¢g (40°) (Fig. 3 ). Apos a obtencédo
do homogeneizado de cada grupo tratado ou ndo com OEBU, foi realizada a quantificacdo das
proteinas, em seguida foi preparada a placa de 96 micropocos adicionando 10 pL de TRIS-
HCI 0,5 mol. L a cada micropoco, pH 7,4 e 10 pL do homogeneizado (250 p.mL™) e a placa
foi incubada por um periodo de 1 hora. Apds o periodo de incubagdo, foram adicionados 200
pL de DTNB em cada micropogo e, para inicio da reacdo de atividade enzimatica, 20 pL de
substrato (acetiltiocolina 62 mmol. L?). As medidas foram realizadas em leitor de
microplacas, com excitacdo de 412 nm por 5 min com intervalos de 30 s. Os valores médios

foram calculados.
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Figura 3. Etapas do experimento da AChE in vivo.

Fonte: Autora. (A) Sincronizagdo de nematodides N2, ( B) ap6s 24 horas 0s ovos eclodiram em estagio larval L1,

(C) placas com NGM e OP50 morta, sendo tratadas com OEBU, (D) Obtencdo do homogenato do verme, (E),
eppendorfs com 200 pL de homogenato foram centrifugados, ( F) sonicador de ponteiras, (G), sonicacdo do
homogenato com com amplitude de 50%, homogenato, de vermes N2 tratados ou ndo com OEBU, (I) preparo da
placa de 96 pocos apds o periodo de incubacéo, adicionou-se DTNB e Acetiltiocolina, mudando a cor de amarelo

para azul. (J) Leitura da placa de 96 pogos no Leitor de Elisa.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Instat® (versdo 5.0 para
Macintosh OSX, GraphPad Software, San Diego, CA). Diferencas significativas entre as
médias foram avaliadas por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de

comparagéo post-hoc com o teste de Bonferroni.

2.6 MODELAGEM DE PROTEINAS E VALIDACAO DE ESTRUTURA

Para gerar a estrutura 3D da AChE de C. elegans usamos o SSWISS-MODEL
(WATERHOUSE et al., 2017). A sequéncia completa de aminoacidos da AChE foi
recuperada do UniProtKB. O BLASTP contra 0 RCSB Protein Databank foi realizado para
encontrar um modelo adequado para modelagem de homologia (BURGOYNE et al., 2006). A
estrutura cristalina de (PDB ID: 4EY7) foi selecionada como modelo com base na identidade
maxima com porcentagem de gaps mais positivos e mais baixos. Em seguida, o modelo
preditivo foi validado utilizando diversas técnicas de validacdo como Verify3D (BOWIE et

al., 1991, LUETHY et al., 1992), que determina a compatibilidade de um modelo atdmico
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(3D) com sua sequéncia de amino&cidos.

2.7 ACOPLAMENTO MOLECULAR

As moléculas EOBU foram obtidas no PubChem com os respectivos identificadores:
o- Cadineno (CID:12306048), o-Bisabolol (CID: 1549992). a-Bisabolol Oxido A (CID:
6431314), a-Bisabolol Oxido B (CID: 6432283 ), a-humuleno (CID: 5281520), o-pineno
(CID: 440968), a-tujeno (CID: 637518), aromadendreno (CID: 91354), B-cariofileno (CID:
5281515), B-elemeno (CID : 9859094), B-pineno (CID: 440967), canfeno (CID: 6616),
copaeno (CID: 12303902), cubenol (CID: 11770062), &-cadineno (CID: 441005), espatulenol
(CID: 92231), Eucaliptol (CID: 2758), Epi-y-Eudesmol (CID: 6428429), y-Elemeno (CID:
6432312), y- Murolene (CID: 12313020), Linalol (CID: 6549), Nerolidol (CID: 5284507),
Vanlenceno (CID: 9855795), (2E,6Z)-farnesol (CID: 1549109), Oxido de Cariofileno (CID:
1742210), Donepezil (CID: 3152), Galantamina (CID: 9651), Huperzina A (CID: 449069),
Neostigmina (CID: 4456), Rivastigmina (CID: 77991) e Tacrina (CID: 1935).

A estrutura da proteina apds modelagem e validacdo foi utilizada para docking
molecular. Os aminoacidos em formacdo de bolsa ativa foram determinados utilizando o
software GRASP, programa baseado em aprendizado de maquina que busca sitios de ligacédo
calculando a acessibilidade dos residuos ao solvente, caracteristicas fisico-quimicas e
interacdes estabelecidas (SANTANA et al., 2020). Os testes de docking molecular foram
realizados no software Autodock Vina e o ajuste dos seus respectivos parametros, como
remocdo de &gua e adicdo de hidrogénios polares, nas ferramentas Autodock v. 1-5-7 (
TROTT; OLSON et al.,, 2011). Durante a preparacdo da AChE para docking, todas as
moléculas de agua foram removidas do meio, hidrogénios polares foram adicionados aos
aminoacidos e as cargas de Kollman foram adicionadas as proteinas. As interacoes
moleculares entre os ligantes e os aminoacidos foram demonstradas e analisadas utilizando o
visualizador BIOVIA Discovery Studio.

2.7.1 C. elegans condic¢des de crescimento e preparacdes de amostras

Cerca de 15.000 vermes foram mantidos em meio NGM a 20 °C semeado com E. coli
OP50 inativada por radiagcdo UV, por 44 h na presenga da nanoemulséo. Os animais N2 e
CL2006 foram lavados com agua ultrapura tipo 2 (MiliQ®) repetidamente, a fim de remover
as bactérias vermes e evitar a interferéncia de metabdlitos bacterianos nas analises. Ao final
do processo, os vermes foram transferidos para tubos criogénicos e congelados a -80°C, a fim

de interromper a atividade metabdlica dos animais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 PRODUCAO DAS FORMULACOES

Objetivando obter nanoemuls@es estaveis (sem separacdo de fases) e com didmetro das
goticulas de oOleos essenciais na escala nano, formulacdes de nanoemulsdes do tipo 6leo em
agua (O/A) foram produzidas com o 6leo essencial B. ungulata e tensoativo Tween 80, nas
concentragdes de 0.5% e 1%, respectivamente, realizando-se as combinacdes dos fatores:
tempo de homogeneizagdo de 5 e 10 e poténcia do homogeneizador ultrassonico de 50% de
poténcia. As formulacbes foram avaliadas por analises macroscopicas (visuais), estresse

térmico e diametro de goticulas.

3.2 CARACTERIZAGAO DAS NANOEMULSOES

Na avaliacdo das nanoemulsdes OEBU foram avaliados o tamanho de particula,
potencial zeta, indice de polidispersidade (Pdl) e pH das formulacBes com os tensoativos
DMSO, tween 80 a 1% e 0,5%, sonicadas por um periodo de 5 e 10 min. As maiores
concentragdes de 15 e 5 mg.ml " nas nanoformulagdes foram utilizadas para avaliar possiveis
relacbes com efeitos bioldgicos presentes quando os animais foram expostos a emulsdo e
nanoestruturas de mesma concentragao.

As nanoemulsdes de 5 mg.ml -* formuladas com 1% de DMSO apresentaram pH entre
4,9 e 5,9 e tamanhos médios de particula de 489 e 432 nm quando sonicadas por 5 e 10 min,
respectivamente, com diferencas significativas, uma vez que a sonicacdo por periodos mais
prolongados promoveu uma diminuicdo no tamanho de particula (p < 0,05) (Fig. 4).
Aumentos no tamanho de particula foram observados em formulacbes com maiores
concentracdes de 6leo de 15 mg.ml * a 700 e 675 nm quando sonicadas por 5 e 10 min,
respectivamente. Mesmo quando sonicadas por 5 min, as nanoemulsdes de 5 e 15 mg.ml?
apresentaram diferencas significativas, aumentando as particulas na formulagdo de maior
concentragdo (p < 0,0001). Semelhante foi observado em ambas as concentra¢fes quando
sonicadas por 10 min, onde apresentaram diferencas significativas com o aumento do
tamanho das particulas na concentracdo de 15 mg.ml - (p < 0,0001).

O Pdl das nanoemulstes, embora diferente entre os periodos e concentragdes de
sonicacdo, manteve-se dentro dos padrdes esperados para formulagbes polidispersas.
Entretanto, as nanoemulsdes de 5 mg.ml? sonicadas por 10 min apresentaram maior Pdl
quando omparadas a formulacdo de 15 mg.ml -t com 0,2 e 0,04, respectivamente (p < 0,05). A
cargasuperficial das particulas foi negativa, variando entre -55 a -46 mV, e ndo apresentou

diferencas significativas entre os grupos.
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As nanoemulsées formuladas com DMSO 0,5% apresentaram pH entre 4,8 e 5,3, além
de tamanhos médios de particulas maiores. As nanoformulacées de 5 mg.ml?, quando
sonicadas por 5 e 10 min, apresentaram tamanhos de 566 e 713 nm e ndo apresentaram
diferencas significativas no tamanho de particula. Algo semelhante foi observado nas
concentracdes de 15 mg.ml* sonicadas por 5 (699 nm) e 10 (713 nm) min. No entanto, néo
houve diferencas significativas. O Pdl permaneceu abaixo de 0,4. O potencial zeta apresentou
negatividade entre -58 e -50 mV e ndo apresentou diferencas significativas quando foram
feitas comparacdes entre as mesmas concentracGes em periodos diferentes.

As nanoemulsdes formuladas com 1% de tween 80 apresentaram pH entre 4,6 a 5,8 e
0s menores tamanhos de particula quando comparadas as formulacbes com DMSO e tween
20, (Fig. 5). Quanto ao tamanho de particula, a concentragdo de 5 mg.ml % obteve tamanhos
de 104 e 67 nm quando sonicado por 5 e 10 min, respectivamente, com diminuicdo de
tamanho durante o periodo de sonicacdo mais prolongado (p <0,0001). DiminuicGes
semelhantes entre os tempos de sonicacdo foram observadas em nanoemulsdes de 15 mg.ml -
com 177 e 89 nm aos 5 e 10 min de sonicacdo (p < 0,0001), respectivamente. O Pdl
permaneceu dentro dos padrBes esperados para nanoemulsdes polidispersas abaixo de 0,4,
com nanoemulsdes de 5 mg.ml * entre 0,2 e 0,1, 5 e 10 min apds a sonicacdo,
respectivamente (p < 0,0001). As nanoformulagdes de 15 mg.ml -1 também apresentaram
diminuicdo do Pdl ap6s sonicacdo por 10 min, de 0,2 para 0,1 (p < 0,001). O potencial zeta
das nanoemulsdes com 1% de tween 80 apresentou cargas proximas da neutralidade em torno
de-5mV.

As nanoformulagbes com 0,5% de tween 80, quando sonicadas por 5 e 10 min,
apresentaram valores de pH entre 101, 46 nm e 173 e 156 nm nas concentra¢Oes de 5 e 15
mg.ml, respectivamente. Nas nanoformulacdes de 5 mg.ml?, o maior tempo de sonicacéo
promoveu reducdo significativa de particulas (p < 0,0001), enquanto nas formulacGes de 15
mg.mlt, ndo foram detectadas diferencas significativas de tamanho entre os tempos.
Entretanto, as nanoemulsdes de 5 mg.ml* sonicadas por 5 min ndo atingiram os valores
esperados abaixo de 0,4 para amostras polidispersas. Contudo, as demais concentracdes e
periodos permaneceram dentro dos intervalos apropriados. O potencial de superficie
permaneceu negativo e proximo da neutralidade como observado nas nanoemulsdes com 1%
de tween 80.

As nanoemulsdes com 1% de tween 20, quando sonicadas por 5 e 10 min,
apresentaram pH entre 3,5 e 3,6 e tamanhos de 201 e 166 nm e 223 e 205 nm, nas

concentracdes de 5 e 15 mg.ml, respectivamente. Nas formulacoes de 5 mg.ml*, 10 min de
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sonicacdo promoveram diminuicdo no tamanho das particulas (p < 0,001), e algo semelhante
foi observado nas concentracfes de 15 mg.ml * (p < 0,05). No Pdl as nanoemulsdes
permaneceram abaixo de 0,4, e o potencial de superficie foi negativo com valores de -9 a -11
mV. O comportamento das particulas com 0,5% de tween 20 mudou, pois as sonicagdes de 5
e 10 min promoveram tamanhos de 201 e 192 e 240 e 225, nas concentragdes de 5 e 10
mg.ml, respectivamente. Porém, ndo observamos diferencas significativas entre os tempos
nas formulagGes de 5 mg.ml, o que ja foi observado nas concentragdes de 15 mg.ml - com
diminuicdo do tamanho das particulas apés 10 min de sonicacdo (p < 0,05). O Pdl
permaneceu abaixo de 0,4, o potencial zeta das particulas foi negativo e o pH das
nanoemulsdes foi 6.

Figura 4. Caracterizacdo de nanoemulsées em DMSO do OEBU em diferentes tempos

de sonicacdo (5 e 10 minutos) e concentracdes.
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Fonte Autora:Tamanho das nanoparticulas (A, D), indice de polidispersidade (Pdi) (B, E) e potencial Zeta (C, F)

em nanoemulsdes preparadas em 1% e 0,5% de DMSO como surfactante. Os dados sdo representados como mim

e +SEM. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Bonferroni.
*p<0,05,**p<0,01,****p<0,0001.

Figura 5. Caracterizacdo de nanoemulsdes em tween 80 de OEBU em diferentes tempos de

sonicacdo (5 e 10 minutos) e concentracgdes.
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Fonte: Autor. Tamanho das nanoparticulas (A, D), indice de polidispersidade (Pdi) (B, E) e potencial Zeta (C, F)
em nanoemulsdes preparadas com Tween 80 a 1% e 0,5% como surfactante. Os dados sdo representados como
mim e +SEM . A significancia estatistica foi determinada por ANOVA unidirecional seguida pelo teste de
Bonferroni. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 .

3.3 ESTABILIDADE DAS NANOEMULSOES

As nanoformulacBes de 5 e 15 mg.ml! apresentaram aspectos macroscopicos
consistentes com nanoemulsdes, onde ndo houve cremacdo, craqueamento ou separacdo de
fases apds o preparo. As nanoemulsdes foram submetidas a tensdes geradas por forca
centrifuga para observar suas estabilidades cinéticas.

Nanoemulsdes formuladas com 1% de DMSO apresentaram clara instabilidade nas
simulagdes de estabilidade cinética. A centrifugagdo a 5 mg.ml* por 1000 rpm gerou uma
pequena camada de creme, embora a formulacdo permanecesse branca com pequenas
alteracdes. Contudo, quando foi gerada uma forca de 2.000 rpm, a formulagcdo mostrou sinais
claros de separacdo com aumento de cremacdo e separacdo. A maior centrifugacdo de 3000
rom gerou aumento na cremacdo. Nas formulaces de 15 mg.ml?, 1000 rpm geraram
cremacao, seguida de modificacdo do aspecto macroscopico da nanoemulsdo. Além disso,
quando submetida a 2.000 rpm, a formulacdo sonicada por 5 min (Fig.6,E.1) apresentou
aumento significativo na cremacdo, enquanto a nanoemulsdo sonicada por 10 min apresentou
aparente craqueamento com a separacao das fases oleosa e aquosa. O mesmo fenémeno foi
observado em ambos os tempos de sonicacao apds centrifugagdo a 3000 rpm (Fig.6)

O papel da concentracdo de DMSO na estabilidade das nanoemulsdes ficou evidente.
A menor concentracdo de 0,5% de DMSO também apresentou instabilidade e separagédo de
fases. Apos centrifugacdo a 1000 rpm, foi gerada cremacdo na superficie. Além disso,
centrifugacdes de 2.000 e 3.000 rpm apresentaram craqueamento das formulacgdes(Fig.7).

Nanoemulsdes com 0,5% e 1,0% de tween 80 apresentaram alta estabilidade cinética
apos centrifugacdo, sem sinais de cremagéo ou rachaduras (Fig.8 e 9). As nanoformulacdes de
5 e 15 mg.ml* apresentaram aspectos macroscopicos consistentes com nanoemulsdes, onde
ndo houve cremagéo, craqueamento ou separacdo de fases apos o preparo das formulagdes. As
nanoemulsdes foram submetidas a tensdes geradas por forca centrifuga para observar suas
estabilidades cineticas.

A menor concentracdo de 0,5% de DMSO também apresentou instabilidade e
separacao de fases. Apos centrifugacdo a 1000 rpm, foi gerada cremacéo na superficie. Além

disso, centrifugacdes de 2.000 e 3.000 rpm apresentaram craqueamento das formulacgdes. A
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estabilidade das nanoemuls6es com 1% e 0,5% de Tween 80 foi elevada apos a centrifugacéo,
sem sinais de cremacdo ou rachaduras. Porém, a estabilidade das nanoemulsdes com tween 20
ndo foi alcangada devido a sua natureza &cida, fator que deve ser considerado em estudos

futuros, uma vez que C.elegans ndo suporta fisiologicamente pH &cido.

Figura 6. Estabilidade de nanoformulacdes compostas por DMSO a 1% ap0s centrifugacao

Fonte Autora: Em (A) 5 mg.ml - DMSO a 1% 1000 rpm. (A.1) 5 mg.ml ** 5 min. (A.2) 5 mg.ml -1 10 min. (B)
5 mg.ml - DMSO a 1% 3000 rpm. (B.1) 5 mg.ml - 5 min. (B.2) 5 mg.ml ** 10 min. (C) 5 mg.ml - DMSO a
1% 2000 rpm. (C.1) 5 mg.ml - 5 min. (C.2) 5 mg.ml - 10 min. (D) 15 mg.ml - DMSO a 1% 1000 rpm. (D.1)
15 mg.ml 1 5 min. (D.2) 15 mg.ml * 10 min. (E) 15 mg.ml - DMSO a 1% 2000 rpm. (E.1) 15 mg.ml 1 5
min. (E.2) 15 mg.ml X 10 min. (F) 15 mg.ml -* DMSO a 1% 3000 rpm. (F.1) 15 mg.ml - 5 min. (F.2) 15
mg.ml 1 10 min.

Figura 7.Estabilidade de nanoformulagdes compostas por 0,5% de DMSO ap0s centrifugacao.

El ’ ] l E.2
E )

Fonte autor: (D) 15 mg.ml - DMSO 0,5% 1000 rpm. (D.1) 15 mg.ml ** 5 min. (D.2) 15 mg.ml "1 10 min. (E) 15
mg.ml 1 DMSO 0,5% 2000 rpm. (E.1) 15 mg.ml * 5 min. (E.2) 15 mg.ml ** 10 min. (F) 15 mg.ml " DMSO
0,5%,3000rpm.(F.1) 15mg.ml* 5 min. (F.2) 15mg.ml"* 10min.
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Figura 8. Estabilidade das nanoformulacBes compostas por tween 80 a 0,5% apds

centrifugacdo.

| I
L

Figura 6 - Estabilidade das nanoformulaces compostas por Tween 80 a 0,5% apds centrifugacdo. (A) 5 mg.ml 1
Tween 80 0,5% 1000 rpm. (A.1) 5 mg.ml "t 5 min. (A.2) 5 mg.ml 1 10 min. (B) 5 mg.ml ** Tween 80 0,5% 2000
rpm. (B.1) 5 mg.ml -1 5 min. (B.2) 5 mg.ml * 10 min. (C) 5 mg.ml -t Tween 80 0,5% 3000 rpm. (C.1) 5 mg.ml !
5 min. (C.2) 5 mg.ml -t 10 min. (D) 15 mg.ml * Tween 80 0,5% 1000 rpm. (D.1) 15 mg.ml * 5 min. (D.1) 15
mg.ml ** 10 min. (E) 15 mg.ml * Tween 80 0,5% 2000 rpm. (E.1) 15 mg.ml 1 5 min. (E.1) 15 mg.ml ! 10 min.
(F) 15 mg.ml * Tween 80 0,5% 3000 rpm. (F.1) 15 mg.ml ** 5 min. (F.1) 15 mg.ml -* 10 min.

Figura 9. Estabilidade de nanoformulag6es compostas por Tween 80 a 1% apds centrifugacéo

L e
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Fonte Autora: Em (D) 15 mg.ml ** Tween 80 1% 1000 rpm. (D.1) 15 mg.ml 1 5 min. (D.2) 15 mg.ml !
10 min. (E) 15 mg.ml -1 Tween 80 1% 2000 rpm. (E.1) 15 mg.ml -2 5 min. (E.2) 15 mg.ml 1 10 min.
(F) 15 mg.ml * Tween 80 1% 3000 rpm. (F.1) 15 mg.ml 1 5 min. (F.2) 15 mg.ml -* 10 min.

3.4 MICROSCOPIA OPTICA

As imagens exibem uma dispersdo relativamente homogénea, sugerindo que as
nanoparticulas estdo bem distribuidas. A variagdo nas concentracdes (5 mg.mL™* e 15 mg.mL-
1) e no tempo de exposicdo (5 min e 10 min) nédo apresentaram grandes aglomeragdes visiveis,

0 que pode indicar estabilidade das nanoformulacgdes (Fig. 10).

Figura 10. Fotografia de microscopia Optica de placas contendo nanoformulagdes de OEBU

50 um 100 um

C D o E

100 um PO - 00w m

Fonte autor: (A) 5 mg.ml ! 5 min, barra de escala em 50 um. (B) 5 mg.ml 10 min, barra de escala em 100 pm.
(C) 15 mg.ml ! 5 min, barra de escala em 100 um. (D) 15 mg.ml * 10 min, barra de escala em 100 pm. (E)

Branco, barra de escala em 200 pm.

As imagens mostram goticulas dispersas, tipicas de emulsfes.O tamanho e a
distribuicdo das goticulas variam de acordo com a concentracdo e o tempo de preparo.As
micrografias (A, B, C, D) indicam que a emulsdo forma goticulas maiores em comparacao
com as nanoformulacGes, o que pode impactar a estabilidade e biodisponibilidade do
OEBU.A imagem (D), correspondente & menor concentragédo (0,25 mg.mL), mostra uma
dispersdo mais fina e homogénea, 0 que pode indicar maior estabilidade da emulsdo nessa

condicéo.
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Figura 11. Fotografia de microscopia Optica de placas contendo emulsdo de OEBU.

Fonte Autora:. (A) 5 mg.ml !, barra de escala em 100 um. (B) 0,5, barra de escala em 100 um. (C) 15 mg.ml %,

barra de escala em 50 um. (D) 0,25, barra de escala em 50 pm.

3.5 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS FORMULAQC)ES de Bauhinia ungulata EM C.
elegans

Considerando os pardmetros de caracterizagdo, as nanoemulsdes preparadas com o
surfactante Tween 80 (0,05% de concentracao final) foram destinadas aos testes toxicoldgicos
in vivo e comparadas as emulsdes preparadas com DMSO (0,1% de concentracao final). A
sobrevivéncia de C. elegans ndo foi significativamente afetada em nenhuma formulagéo
testada (Fig. 12A e 12B). Isso indica que as concentracBes poderdo ser utilizadas nos
proximos ensaios. A concentragdo das nanoemuls@es escolhidas para os testes baseou-se na
maior concentracao que apresentasse estabilidade na caracterizacdo. Além disso, a emulsao de
0,25 e 0,75 mg.mL - ! de OEBU induziu alteracdes significativas em comparagdo ao grupo
controle de 0,1% de DMSO. Assim, buscamos se a nanoemulsdo OEBU poderia apresentar
perfil de toxicidade diferente da emulsdo OEBU.
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Figura 12. Sobrevivéncia de C. elegans ap6s exposi¢do a emulsdo e nanoemulsédo de OEBU.
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Fonte Autora: O grupo DMSO 0,1% foi utilizado como controle de veiculo para emulsdo (A) e TW80 0,05%
para nanoemulséo (B). Os animais (tipo selvagem, N2) foram mantidos a 20 °C e pontuados até 72 h. Os dados
sdo representados como percentagem de animais vivos (20-30 animais por placa em trés ensaios independentes),
me e £SEM . A significancia estatistica foi determinada por ANOVA unidirecional seguida pelo teste de

Bonferroni.

3.6 MUDANCAS COMPORTAMENTAIS

3.6.1 Ritmo de defecagdo e comportamento alimentar de C. elegans sob emulsdo e
nanoemulsdo de OEBU
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Figura 13. Ciclos de Defecacédo do C. elegans
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Fonte Autor: Os ciclos de defecacdo de C. elegans foram reduzidos sob exposi¢do a emulsdo e nanoemulséo do
6leo essencial de Bauhinia ungulata (OEBU). Os ciclos de defecacdo de animais do tipo selvagem no estagio
larval L4 (44 h, n=18) foram analisados apds emulsdo OEBU/0,1% de surfactante DMSO (A) e nanoemulsdo de
OEBU/0,05% de surfactante Tw80 (B). O tampao M9 foi usado como controle. Os dados sdo apresentados em
médias de trés intervalos de defecacdo + SEM e analisados utilizando ANOVA unidirecional seguido pelo teste
de Bonferroni. (*) Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle: ** p<0,01, ***
p<0,001 e **** p<0,0001 . (#) Denota uma diferenca estatisticamente significativa em comparagdo ao grupo
surfactante: #### p<0,0001 .

A exposicgdo dos vermes ao OEBU alterou 0 movimento peristéltico no trato intestinal

dos vermes. Os ciclos de defecacdo reduziram em 0,0125, 0,025, 0,25 e 0,75 mg.mL ! de
emulsdo OEBU ( p<0,001 ) em comparagdo ao controle (Fig. 13A). Quando comparado ao
grupo DMSO 0,1%, apenas 0,25 e 0,75 mg.mL * de emulsio de OEBU reduziram
significativamente os ciclos de defecacdo dos nematoides ( p<0,0001 ). As nanoemulsdes
também alteram o movimento peristéltico, reduzindo os ciclos de defecacdo. Ndo houve
diferenca significativa entre o surfactante tween 80 em comparagéo ao controle. No entanto,
houve uma diferenca significativa entre os grupos controle e 0,25 (5 min), 0,75 (10 min)
mg.mL* de nanoemulsdo de OEBU ( p< 0,0001 ) e 0,25 (10 min, p<0,01 ) e 0,75 (5 min, p<
0,001 ) mg.mL ! grupos de nanoemulsdo EOBU (Fig. 13B). Todas as concentracdes e tempos
testados, exceto a nanoemulsdo de 0,25 (10 min) mg.mL ! de OEBU, foram diferentes do
surfactante tween 80 ( p<0,0001 ). A reducédo nos tempos do ciclo de defecacéo significa que

0s nematoides defecam com mais frequéncia.
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A ingestdo € a via natural de exposi¢cdo mais comum para C. elegans, pois semelhante
aos humanos, seu processo de alimentacdo envolve a ingestdo de alimentos, digestéo,
absorcdo de nutrientes e defecacdo (ZI et al., 2021) . A defecacdo, por exemplo, € um
processo ritmico conhecido como ciclo de defecacdo, que € definido como o intervalo entre
duas contragbes musculares da parede posterior do corpo bem-sucedidas (ZHANG et al.,
2021) . Esse processo esté ligado a funcdo neural e, quando ndo funciona corretamente, pode
estar associado a disfuncéo neuroldgica mediada pelo célcio (JIANG et al., 2022).

Figura 14. Comportamento Alimentar de C. Elegans.
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Fonte autor: O comportamento alimentar de C. elegans foi reduzido sob exposi¢do a emulsdo e nanoemulsao de
oleo essencial de Bauhinia ungulata (OEBU). O bombeamento faringeo foi pontuado por 60 segundos em
animais do tipo selvagem no estagio larval L4 (44 h, n = 18) ap6s a exposi¢do a emulsdo OEBU/0,1% de
surfactante DMSO (A) e nanoemulsdo de EOBU/0,05% de surfactante Tw80 (B). O tampdo M9 foi usado como
controle. Os dados sdo apresentados em média + SEM e analisados utilizando ANOVA unidirecional seguido
pelo teste de Bonferroni. (*) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle: ** p<0,01,
*** p<0,001 e **** p<0,0001 . (#) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo surfactante:
##H p<0,0001 .

O tratamento com emulséo e nanoemulsdo do OEBU reduziu a taxa de bombeamento
faringeo. Na emulsdo OEBU, houve diferenca significativa entre o grupo controle e 0,0125 e
0,75 mg.mL * ( p<0,001 ), e 0,25 e 0,025 mg.mL * ( p<0,0001 ) (Fig. 14A). Além disso,
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todas as concentragdes testadas foram diferentes do grupo DMSO 0,1% (p<0,000 1). Ao
comparar as nanoemulsdes, houve diferenca significativa entre o surfactante 0,05% tween 80
e 0 grupo controle ( p<0,01 ). Todas as concentracfes de nanoemulsdo OEBU testadas
apresentaram comportamento alimentar reduzido em comparagdo com o controle e 0,05%
entre 80 grupos de surfactantes (Fig. 14B, p <0,0001 ).

O bombeamento faringeo esté relacionado ao comportamento alimentar de C. elegans
Reflete a deteccdo sensorial e subsequente sinalizacdo neuronal, resultando em um aumento
ou diminuicédo na frequéncia do ciclo de contracdo-relaxamento. Este processo serve como um
bioensaio rico para rastrear a modulacdo quimica (CALAHORRO; HOLDEN-DYE;
O'CONNOR, 2021) . A faringe depende da estimulacdo dos musculos faringeos pela
acetilcolina, conduzindo o ciclo de contracdo-relaxamento que facilita a ingestdo de
alimentos. Este comportamento, facilmente avaliado, oferece uma rota distinta para testar a

intoxicacéo e recuperacdo da acetilcolinesterase (IZQUIERDO et al., 2021) .

3.6.2 Comprimento corporal, desenvolvimento e reproducdo de C. elegans sob OEBU
em exposicao a emulses e nanoemulsdes

C. elegans progridem no ciclo de vida através de quatro estagios larvais (L1, L2, L3 e
L4) e na idade adulta. Todas essas mudancas ocorrem em 72 horas (ovo até a idade adulta).
No presente estudo, acompanhamos 0s vermes tratados até a idade adulta para verificar
quaisquer modificagdes no desenvolvimento larval e consideramos dois pontos finais
importantes: estagio larval e comprimento do corpo (Fig. 15).

Em relacdo ao comprimento corporal, a exposi¢cdo a 0,1% de DMSO diminuiu o
tamanho corporal de C. elegans em comparacdo ao grupo controle ( p<0,001 ), bem como aos
grupos tratados com 0,025 ( p<0,05 ), 0,25 e 0,75 mg.ml ** ( p<0,0001 ) Emulsdo OEBU (Fig.
15A). A exposicdo a nanoemulsdo OEBU reduziu o comprimento corporal em todas as
formulacBes testadas em comparagdo ao grupo controle (p<0,0001 ) e ao veiculo 0,05%
tween 80, bem como aos grupos tratados com 0,25 (5 min, p<0,0001 ), 0,75 (5 min e 10 min,
p<0,0001) e 0,25 mg.mL " (10 min, p<0,001) (Fig. 15B). O atraso no desenvolvimento de C.
elegans foi mais evidente em 44 h do que em 72 h quando tratado com OEBU tanto em
emulsdo quanto em nanoemulsdo com dose controle de 0,75 mg.mL ** (5 min e 10 min,
p<0,0001)(Fig.15C,15D,15Ee15F).



Figura 15. O comprimento corporal e o desenvolvimento de C. elegans
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Fonte Autora: O comprimento corporal e o desenvolvimento de C. elegans foram impactados pelas exposicdes a
emulsdo e nanoemulsdo do 6leo essencial de Bauhinia ungulata (OEBU). O comprimento corporal foi medido
em animais do tipo selvagem no estagio larval L4 (44 h, n = 18) ap6s a exposi¢do a emulsdo OEBU/0,1% de
surfactante DMSO (A) e nanoemulsdo de EOBU/0,05% de surfactante Tw80 (B). A progressdo larval (L1, L2,
L3, L4 e adulto) foi pontuada as 44 h (C, E) e 72 h (D, F). O tampao M9 foi usado como controle. Os dados séo
apresentados em média + SEM e analisados utilizando ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Bonferroni.
(*) Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle:* p<0,05 , ** p<0,01, *** p<0,001 e
**** p<0,0001. (#) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo surfactante: # p<0,05 , ##
p<0,01, e #### p<0,0001.

Quanto aos impactos na reproducdo de C. elegans expostos ao tratamento com o
surfactante DMSO 0,1%, ndo houve diferenca significativa em relacdo a emulsdo OEBU nas
concentragdes de 0,0125, 0,025 e 0,25 mg.mL 1, exceto para o grupo 0,75 mg .mL * (Fig.7A,
p<0,01 ). Por outro lado, a nanoemulsdo OEBU 0,05%/tween 80 (Fig.7B) apresentou
diferenca significativa em relacdo ao controle e aos grupos 0,25 mg.mL * (5 min, p<0,001),
0,25 mg.mL* (10 min, p<0,05 ), 0,75 mg.mL ! (5 e 10 min, p<0,0001 ), e em relacdo ao
surfactante, os grupos 0,75 mg.mL * (5 e 10 min, p< 0,0001 ) e 0,25 mg. mL ** (5 min,
p<0,05 ) apresentou diferenca significativa em relacdo ao surfactante, exceto para o grupo
0,25 mg.mL ! (10 min). A exposicdo a nanoemulsdo OEBU reduziu a producédo de ovos em

comparacao a emulséo.

Figura 16. Os impactos na reproducéo de C. elegans em OEBU

A B
254 254
T T
20 Il 20 .
w ; b
2 it 5 h—
o ELd 5 : o
= 154 = E 15+
L 1y
Z =z Ty
= o L1 11] it
= 10+ = 10+ T e
E 5 T
S’ P
5+ 5+
0- T T T T T 0- I I I I I
Y L=, ) . ) =
&= QY o RN S L
LC Y Q L 1 C_Q’! £ R .\\. o \-\
o 7 o3 -1y o o e e
OEBU emulsio (mg.ml™) o Q Qn’ o {;'::l

OEBU nancemulsio (mg ml ™)



113

Fonte Autora: Os impactos na reprodugdo de OEBU de C. elegans foram maiores na nanoemulsdo de 6leo
essencial de Bauhinia ungulata (OEBU) do que na emulsdao de OEBU. Os ovos no Utero foram pontuados em
animais adultos do tipo selvagem (72 h, n = 10) apés a exposicdo a emulsdao OEBU/0,1% de surfactante DMSO
(A) e nanoemulsdo/0,05% de surfactante Tw80 (B). O tampdo M9 foi usado como controle. Os dados sdo
apresentados em média + SEM e analisados utilizando ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Bonferroni.
(*) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle: * p<0,05 , ** p<0,01, *** p<0,001 ,
**** p<0,0001. (#) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo surfactante: # p<0,05 , ##
p<0,01, #### p<0,0001.

3.7 Inibigéo da enzima AChE com emulsédo do OEBU

A atividade da enzima AChE ap0s a exposicdo ao OEBU, foi caracterizada por uma
reducdo em todas as concentracdes testadas se comparadas ao grupo controle M9 (Fig. 17). O
OEBU, inibiu a atividade da enzima, correspondendo aos resultados positivos obtidos in vitro,
inibindo a enzima AChE em 74,4% na concentracdo de 0,025vmg.mL*, 58,4% em 0,0125
mg.mL™, 65,5% em 0,25 mg.mL* e 25,6% em 0,75 mg.mL™%, Figura 17, por conseguinte, foi
verificado que a inibicdo da atividade da enzima AChE produzida pelo OEBU ndo é
proporcional a concentracdo de enzimas que estdo ligadas pelo éleo, uma vez que nédo foi
possivel verificar um efeito dose-dependente entre as diferentes concentragdes do Oleo
avaliado in vivo. Em testes in vitro extratos de flores (SANTOS et al 2011) e o 6leo essencial
das folhas de Bauhinia ungulata (MEDEIROS et al 2016) foram relatados como inibidor da
acetilcolinesterase, no qual o dleo essencial das folhas de Bauhinia ungulata apresentou
inibicdo dessa enzima em torno de 95%, mostrando que nossos resultados estdo em
concordancia aos resultados reportados anteriormente. De acordo com a pressuposicao
anterior, pode-se sugerir que 0 OEBU apresentou eficacia na inibi¢do da atividade da enzima
AChE in vivo em todas as concentracdes testadas, uma vez que os resultados foram
significativos em trés das concentracOes testadas. No entanto, um aumento na concentragdo
do OEBU ndo produziu uma resposta inibitdria adicional significativa, ja que na concentracao
maior, ndo apresentou uma diferenga significativa em relacdo aos grupos ndo controle. Esse
estado pode ter sido habitualmente alcancado devido a ocupacgdo de todos os sitios alvos da
enzima responsavel pelo efeito do 6leo essencial. No entanto, este resultado indica que o

OEBU, tem potencial de inibicdo da enzima AChE, nas menores concentragdes testadas.
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Figura 17. Inibicdo da AChE pela emulséo do (OEBU).
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Fonte Autora; Emulséo do 6leo essencial de Bauhinia ungulata (OEBU). Os vermes ficaram expostos por 48
horas. Os dados representam a percentagem média de inibicdo da AChE. **** p<0,0001, ** p<0,0018

comparado ao grupo M9. #p< 0,0001. por ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Bonferroni.

3.8 ANCORAGEM MOLECULAR

A Figura 18 mostra a estrutura AChE de C. elegans obtida de AlphaFold e seu sitio de
ligacdo. O Verify3D apresentou escore S superior a 0,1 a 81,13% dos aminoacidos protéicos,
onde os residuos de 1 a 26 sdo as regides com menor escore (Figura 19). Verify3D indica que
proteinas com avaliacdo de geometria compativel in vitro tém pelo menos 80%, consistente
com a estrutura AChE de AlphaFold C. elegans ( BOWIE et al., 1991 ; LUTHY et al., 1992 ).
Além disso, a regido com a pontuagdo S mais baixa ndo esta dentro dos locais de ligacdo onde

0 OEBU foi encaixada. Assim isso ndo prejudicara esta analise.



115

Figura 18. Estrutura AChE de C. elegans obtida de AlphaFold (AF-P38433-F1).

Fonte: AlphaFold (AF-P38433-F1): O local de ligacdo est4 destacado em vermelho. A regido proteica com os
escores S mais baixos é destacada em amarelo.
Figura 19. Verificacdo dos resultados da validagdo 3D
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Fonte autor: Verificacdo dos resultados da validagdo 3D. Cada residuo proteico recebe um valor de pontuagdo S
gue, quando energeticamente estavel em sua conformagdo, deve ser > 0,1. 81,13% deste modelo AChE de C.

elegans corresponde a este valor de corte.

A analise MolProbity resultou em um escore Z de distribuicdo rama de -0,36 = 0,32 e
a plotagem ramachandran onde 100% dos residuos estavam dentro das regides permitidas. As
estruturas validadas geometricamente possuem estes parametros: -2> escore Z> 2, e pelo

menos 99,8% dos residuos estdo dentro das regides permitidas, o que também € compativel
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com C. elegans AChE do AlphaFold ( LOVELL et al., 2003 ).

A Figura 20 exibe o grafico das energias de ligacdo das OEBUs ao C. elegans AChE.
6xido de a-bisabolol A (-8,18+0,28 kcal/mol), copaeno (-8,14+0,28 kcal/mol), 8-cadineno (-
8,10+0,41 kcal/mol), 6xido de a-bisabolol B (-7,99+0,43 kcal /mol), y-muroleno (-7,94+0,24
kcal/mol), a-cadineno (-7,90 £ 0,42 kcal/mol), valenceno (-7,89+0,21 kcal/mol), y-elemeno (-
7,88+0,25 kcal /mol), aromadendreno (-7,86 £0,19 kcal/mol) e cubenol (-7,84+0,25 kcal/mol)
foram OEBUs com energias de ligacdo mais baixas estatisticamente significativas (valor de
p>0,05) do que a rivastigmina (-7,4+0,11 kcal/mol). mol). Por outro lado, B-pineno (-
6,31+£0,24 kcal/mol), a-pineno (-6,28+0,19 kcal/mol), eucaliptol (-6,19+0,15 kcal/mol), a-
tujeno (- 6,08+0,16 kcal/mol), canfeno (-6,07+0,17 kcal/mol) e linalol (-5,79£0,20 kcal/mol)
foram OEBUs com energias de ligacdo mais altas estatisticamente significativas (valor de p>
0,05) do que a rivastigmina. a-Bisabolol (-7,78+0,44 kcal/mol), B-cariofileno (-7,50+0,32
kcal/mol), espatulenol (-7,50+0,27 kcal/mol), a-humuleno (-7,28+0,31 kcal/mol), 6xido de
cariofeleno (-7,23+0,39 kcal/mol), epi-y-eudesmol (-7,23+0,30 kcal/mol) e B-elemeno (-
7,10£0,22 kcal/mol) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a rivastigmina.

Os resultados das energias de ligagdo mostrados como energia livre de Gibbs
correspondem a forga de ligacdo e estabilidade dos ligantes. Um valor de energia livre de
Gibbs mais baixo (mais negativo) indica uma ligacdo mais forte e maior estabilidade do
ligante. Os componentes do OEBU com energias de ligacdo maiores ou equivalentes a
rivastigmina sdo justamente aqueles que compdem a maior parte do 6leo. Isto mostra-nos que,

em geral, 0 OEBU tem como alvo a AChE para interagéo.

Figura 20. Resultados da energia de ligacdo de AChE de C. elegans e OEBU
(kcal/mol).

Binding Energy (Kcal.mol™)
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Fonte Autor: Inibidor de AChE de C. elegans , a energia de ligacdo foi de -7,4+0,11 kcal/moll. Os dados foram
analisados por meio de ANOVA unidirecional, onde * indica valor de p < 0,05, ** valor de p < 0,005, *** valor
de p < 0,0005 e **** valor de p < 0,0001.

A Figura 21 mostra o perfil de ligacdo da rivastigmina (controle positivo), a-bisabolol
(o principal componente da OEBU) e 6xido de a-bisabolol A (componente da OEBU com a
energia de ligacdo mais alta) a AChE de C. elegans. TRP138, TYR349 e PHE350 sdo
residuos que interagem com todos esses ligantes selecionados. Além disso, os tipos de
interagdes (ligagdes de hidrogénio, m-sigma, alquilas, van der Waals, ligagdes carbono-
hidrogénio e n-t em forma de T) formadas sdo diversificadas e demonstram ligagdo mais
eficiente.
Figura 21. Perfil de interacdo AChE C. elegans com rivastigmina, a-bisabolol e

oxido de a-bisabolol A.

A B TYR C
AT‘;)PO e gl SER ASP
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Figura 21: A rivastigmina interage com GLY135, GLN136, TRP138, SER216, TRP300, PHE306, PHE309,
GLY307, TYR349, PHE350, TYR353, GLN354, HIS468. a-Bisabolol interage com ASP87, TRP138, TRP300,
PHE306, GLY307, PHE309, TYR349, PHE350, TYR353, GLN354, HIS407 ¢ PHE428. O 6xido de a-bisabolol
A interage com ASP87, ASN100, GLY134, GLY135, TRP138, SER139, TYR147, GLU215, SER139, SER216,
TYR349, PHE350, HIS468, GLY469 e ILE472,
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4 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que OEBU agiu como um inibidor da enzima
AChE, nas menores concentragfes tanto nos ensaios in vitro como in vivo, mostrando
também que o OEBU tem a capacidade de ser formulado em escala nanométrica podendo ser
utilizado no tratamento da doenca de Alzheimer, porém mais estudos deverdo ser aprimorados

em virtude de avaliar os efeitos do OEBU no tamanho C. elegans aqui observados.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A Caracterizacdo do 6leo essencial da espécie Bauhinia ungulata, mostrou que havia
predominancia de compostos sesqueterpenos e o a-bisabolol foi 0 componente majoritario. Os
ensaios in silico da ancoragem molecular foram empregadas para avaliar varios aspectos da
interacdo entre o inibidor (6leo essencial) e a enzima acetilcolinesterase (AChE), o qual
mostrou que as substancias presentes no OEBU tiveram boas pontuacdes, especificamente,
em comparacao as drogas mais comuns aprovadas pela FDA para o tratamento do Alzheimer.
Nos ensaios de inibicdo espectrofotométrica com AChE de enguia elétrica (enzima
comercial), in vitro, o OEBU mostrou efeito inibidor pela diminuicdo significativa da
atividade enzimatica. Os resultados da titulacdo de RMN H sugerem que o componente
volatil majoritario a- bisabolol apresentou maior deslocamento quimico.

Os ensaios para determinar a atividade antioxidante in vitro revelaram que o OEBU
apresentou atividade antioxidante em todos os testes propostos neste trabalho.

O acoplamento molecular dos principais componentes do OEBU, com a Catalase
humana (CATh) mostrou boas interagdes com esta enzima.

Os resultados deste trabalho mostraram que o OEBU agiu como um inibidor da
enzima AChE, nas menores concentragdes tanto nos ensaios in vitro como in vivo, revelando
que este Oleo essencial pode ser um potente fArmaco no combate a doenca de Alzheimer no

entanto mais estudos deverao ser aprimorados.
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1 - In Vitro and In Silico Antioxidant Activity and Molecular Characterization of Bauhinia
ungulata L. Essential Oil.
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In Vitro and In Silico Antioxidant Activity and Molecular
Characterization of Bauhinia ungulata L. Essential Oil
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Bauhinia ungulata is an antioxidant medicinal plant that has
been manipuled in Brazil to lower glycemic index as well is for
altemative treatment for diabetes, Therefore, the present
hearch has aimed to investigates the antioxidant effects of the
essential oil of Bauhinia ungulata L. (EOBU) collected in Amazon
region better specified in Boa Vista, Roraima, Brazil, located in
the Amazon region. Gas chromatography had been used to
characterize the components, and antioxidant assays such as
DPPH, TAC, reducing power, Fe** chelation, and total phenols
had also been performed. The major constituents had molecu-
larly anchored with the human catalase (CAT) enzyme, and
maltol has showed as a positive control. Among the 25 revealed
components, the main ones have been a-bisabolol (27.2%), p-
Caryophyllene (12.5%) and Epi-y-eudesmol (13.6%). The EOBU

Introduction

Reactive oxygen species (ROS), such as singlet oxygen (O,)
hydroxyl radical (OH), superoxide anion (0;), and hydrogen
peroxide (H,0,) as well as reactive nitrogen species (RNS)
including nitric oxide (NO), nitrogen dioxide (NQ,) dinitrogen
trioxide (N,O,) nitroxyl anion (NO™), nitraxyl cation (NO*), and
peroxynitrite (ONOO™), are products of biological reactions or
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has comproved a TAC value of 618.79 mg of ascorbic add
equivalent, free radical scavenging capacity (DPPH) around
53.7% and 65.27%, Fe®* chelation capacity of 161+6 and
126.7+39.6, for 0.1 mg.mL"' and 0.5 mg.mL™", respectively. The
power around the EOBU has appeared percentages equals to
2866%, 44.6%, and 77.03% in the concentrations tested. As
well as, 96.5% of total phenols. The compounds a-bisabolol
{—5.7+ 0.4Kcalmal™) and  B-caryophyllene (—6.1%
05 Kcal.mol™") have showed good interaction with CAT com-
pared to Maltol (—4.4+ 0.4 Kcal.mol™"). The present work has
demonstrated that EOBU functions as a potent antioxidant,
capable of scavenging free radicals and reducing oxidative
stress damage.

exogenous factors™ The disproportionate production of ROS/
RNS compared to the capadties of the antioxidant system can
lead to elevated levels of free radicals. These harmful molecules
can damage cudal biological components such as DNA,
proteins, lipids, and sugars, negatively impacting cell and tissue
health, often leading to neurodegenerative and cardiovascular
diseases

Itis possible on many situations, those damages can still be
reversible and prevented, primarily through antioxidant mecha-
nisms such as the action of natural antioxidants like vitamin C
or through enzymes such as Catalase (CAT) responsible for
converting H,0, into O, and H,0, superoxide dismutase (SOD),
and glutathione peroxidase (GPx). The malfunctioning of these
erzymes is often associated with the development and
progression of chronic diseases such as Alzheimer’s, Parkinson’s,
and cancer™*9

Having this thought in mind, natural products and mole-
cules have emerged in recent years as potential protagonists in
preventing and protecting against reactive species originating
from cellular oxidative stress, especially due to their antioxidant
properties”® Among these natural products, essential oils have
been gained increasing attention in research groups due to
their low toxidty and hydrophaobic nature, properties that allow
for greater bioavailability and better absorption compared to
other extracts. Many of them are already documented in the
literature as potent antioxidants, such as citronella (Cymbopo-
gon nardus)™ cinnamon (Cinnamomum zeylanicum),"*'" ginger

Post-Graduate Program in Biolgy Applied in Health, Federal University of
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(Zingiber officinale)"* and basil (Origanum majorana).
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2 — Evaluation of Bauhinia ungulata essential oil as a new acetylcholinesterase inhibitor
from an in silico and in vitro perspective in the Northern Amazon of Brazil.
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