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“Tente uma, duas, trés vezes e se possivel tente a
quarta, a quinta e quantas vezes for necessario. So
néo desista nas primeiras tentativas, a persisténcia é
amiga da conquista. Se vocé quer chegar aonde a

maioria nao chega, faca o que a maioria nao faz.”

Bill Gates
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APRESENTAGAO

A doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa,
caracterizada pelo acumulo de proteina beta-amiloide (AB), emaranhados
neurofibrilares de proteina tau e neurodegeneracdo. Atualmente existem apenas 7
medicamentos aprovados para o tratamento da doenca que ndo levam a cura, 5
deles objetivam aliviar os sintomas, e os demais retardam a deterioragao cognitiva
e funcional em Alzheimer precoce. Assim, destaca-se a importancia de avaliar
novos candidatos terapéuticos para o tratamento, e, se possivel, a cura da DA. Os
produtos naturais, em especial os 6leos essenciais (OE) e manteigas vegetais,
sao o enfoque deste trabalho na busca de novos tratamentos, e por meio da
nanotecnologia e das nanoformulagées, as propriedades destes produtos podem
ser aprimoradas em formulagdes estaveis, seguras e eficazes.

No capitulo | é fornecida uma reviséo teorica abordando temas de principal
relevancia para a compreenséo do trabalho. E descrita a fisiopatologia da doenca
da DA e a necessidade de novas terapias eficazes para seu tratamento. Os
produtos naturais sao destacados como a principal fonte para o desenvolvimento
de novos candidatos terapéuticos, com enfoque para os OE e os Oleos e
manteigas vegetais. Os OE apresentam caracteristicas como alta volatilidade,
hidrofobicidade, toxicidade e baixa biodisponibilidade, que podem ser melhoradas
por meio da nanoencapsulacdo, especialmente em carreadores lipidicos
estruturados (NLC). E por ultimo sdo exibidas as caracteristicas que fazem da
mosca Drosophila melanogaster um excelente modelo para o estudo de
neuroldgicas doengas humanas, em especial a DA.

No capitulo Il é apresentado, na forma de artigo cientifico, o
desenvolvimento de formulacbes de NLC que encapsulam 6leo essencial de
copaiba e olibano. Os sistemas sdo avaliados quanto a estabilidade fisico-
quimica a longo prazo, nanotoxicidade e atividade antineurodegenerativa, usando
como modelo a mosca Drosophila melanogaster. O intuito € obter potenciais
candidatos terapéuticos, seguros, eficazes e de baixo custo como um futuro

tratamento da DA.



Capitulo |



1 DOENCA DE ALZHEIMER

Com o aumento da expectativa de vida ocasionado pelo avango da ciéncia
médica, doencgas neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer (DA)
aumentardo entre a populacdo, devido ao envelhecimento da mesma
(DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019). Além disso, mudangas no estilo de vida
e nos habitos alimentares, aumento do estresse e condicdes ambientais
influenciam ainda mais no aumento de tais doengas neurodegenerativas
(DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019).

A DA é uma doenga neurodegenerativa altamente prevalente, sendo a
causa mais comum de deméncia (DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019;
ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2020). Entre as pessoas com 65 anos ou mais,
12,5 % tém Alzheimer, este indice aumenta para 50 % em idosos acima de 85
anos (WILLIAMSON et al., 2009).

A DA é caracterizada por um acumulo de placas de proteina beta-amiloide
entre neurbnios, emaranhados neurofibrilares de proteina tau intraneurénios e
perda de neurdnios (HARDY & SELKOE, 2002; MATTSON, 2004; DESHPANDE,
GOGIA & SINGH, 2019; ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2020). Varias hipéteses
explicam sua etiologia. Dentre elas destaca-se a hipotese amiloide, que afirma
que a maioria das patologias da DA sdo causadas pela deposi¢do do peptideo
amiloide-p42 (AB42), que é gerado pelo processamento proteolitico da proteina
precursora amiloide (APP) pela enzima [(-secretase (BACE1) (HARDY &
SELOKOE 2002; LANE et al., 2018).

Outra alteragao cerebral que pode ocorrer em portadores da DA ¢é a atrofia
desse tecido, devido a morte celular (SARKAR et al., 2016; ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2020). A funcao cerebral é também comprometida pela
diminuicdo da capacidade de metabolizar a glicose e gerar energia para os
neurdnios (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2020).

O aparecimento dos sintomas ocorre somente apds anos de alteracdes
cerebrais, uma vez que os neurdnios relacionados ao pensamento, aprendizado e
memoria sdo danificados ou destruidos (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2020;
DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019). Ao passo que a doenca progride, sao
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afetadas também fungbes corporais basicas, como andar e engolir
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2020).

Muitos estudos tém sido realizados para encontrar tratamentos eficazes
para a DA, no entanto, ao alcancar as diferentes fases dos ensaios clinicos,
muitos sao reprovados (CUMMINGS, MORSTORF & ZHONG, 2014;_GODYN et
al., 2016; KIM et al., 2022; KHAN et al., 2023). Atualmente existem apenas 7
medicamentos aprovados para o tratamento da doenga, sendo importante
destacar que eles ndo promovem a cura. Destes medicamentos, 5 aliviam os
sintomas, a saber, donepezil, rivastigmina, galantamina, memantina e memantina
em combinagcdo com donepezil, que aliviam os sintomas. E os outros 2,
aducanumabe e lecanemabe, eliminam o acumulo de B-amiloide do cérebro,
retardando a deterioragdo cognitiva e funcional em casos de Alzheimer precoce
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2023).

Visto o impacto mundial da DA e a necessidade de novas terapias eficazes
para seu tratamento, € de extrema importéncia entender sua patologia e avaliar
novos candidatos terapéuticos (CUMMINGS, MORSTORF & ZHONG, 2014; VAZ
& SILVESTRE, 2020).

2 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo a principal fonte para o desenvolvimento de
novos tratamentos (EKIERT & SZOPA, 2020; ZHANG et al., 2020). Ha mais de 4
mil anos seus efeitos terapéuticos tém sido utilizados na descoberta de
medicamentos (ZHANG et al., 2020). Tais produtos derivam de plantas, bactérias,
virus, fungos, algas e moléculas endégenas de humanos e animais (EKIERT &
SZOPA, 2022).

As atividades biolégicas dos produtos naturais despertam grande interesse
das industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos, e o nimero de
estudos cientificos nessa area cresce rapidamente (EKIERT & SZOPA, 2020;
EKIERT & SZOPA, 2022). E Com o avango de ferramentas tecnoldgicas e da
nanotecnobiologia, mais propriedades interessantes podem ser obtidas dos
produtos naturais e muitas caracteristicas deles podem ser melhoradas, como
aumento da solubilidade e da atividade (RIBEIRO et al., 2021).



Dentre os produtos naturais, o enfoque deste trabalho sdo os O6leos

essenciais e o0s 0leos e manteigas vegetais.

2.1 Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais (OE) sdo compostos volateis, naturais e complexos,
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas (BAKKALI et al., 2008).
Podem ser sintetizados por diferentes érgaos vegetais e sdo armazenados em
diferentes locais da planta (BAKKALI et al., 2008).

Eles podem ser extraidos de varias familias de plantas (BAKKALI et al.,
2008; VIGAN, 2010) e sao geralmente obtidos por vapor ou hidrodestilagao
(BAKKALI et al., 2008). Sao liquidos viscosos, volateis, lipossoluveis e soluveis
em solventes organicos (Bakkali et al. 2008). A composi¢cao de cada OE depende
nao s6 da familia, mas também da parte da planta da qual é extraido, do solo
onde a planta cresce, da época e condigdes de colheita e também da forma de
extragcao (VIGAN, 2010). Na natureza, os OE atuam na protegdo das plantas
contra bactérias, virus, fungos, insetos e herbivoros (BAKKALI et al., 2008). Além
disso, podem atrair insetos favorecendo a dispersao de pdlens e sementes
(BAKKALI et al., 2008).

Os OE apresentam diversas aplicagdes, sendo utilizados em perfumes,
aromatizantes de alimentos, produtos aromaticos, tintas, produtos de limpeza e
medicamentos (PLANT et al., 2019). Eles sdo conhecidos pela agédo antisséptica,
bactericida e fungicida (BONA et al., 2016; CARBONE et al., 2018; GUIDOTTI-
TAKEUCHI et al.,, 2022). Sado usados em embalsamamento, conservagao de
alimentos e como antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios,
espasmoliticos e anestésicos locais (BAKKALI et al., 2008). Sado também
utilizados no tratamento de diversas doencas, tais como da cavidade oral
(MANCONI et al., 2018), respiratorias (HEDAYAT, 2008), reumaticas (PAIXAO,
2021), inflamatdrias intestinais (JOSHI et al, 2022), cardiovasculares
(SALJOUGHIAN et al., 2018), cancer (BHALLA et al., 2013; PAVITHRA et al.,
2019;) e doengas neurologicas (WANG & HINBOCKEL, 2018; SATTAYAKHOM,
WICHIT & KOOMHIN, 2023; ZHOU et al., 2023), dentre outras. Dentre os OE com
potencial terapéutico, podemos citar os OE de copaiba e olibano.



2.1.1 Oleo essencial de Copaiba

O dleo essencial de copaiba (OEC) é proveniente de arvores de copaiba
(Copaifera spp.) pertencentes a familia Leguminosae e subfamilia
Caesalpinoideae (GOMES et al., 2012). As copaibas sdao amplamente distribuidas
no norte da América do Sul, especialmente na floresta amazbnica brasileira
(VEIGA & PINTO, 2002). O OEC é um liquido concentrado que pode ser
comumente obtido por destilagdo a vapor da oleorresina da copaiba (URASAKI et
al., 2020) e é composto por sesquiterpenos (ARRUDA et al., 2019).

O ¢dleo de copaiba € muito utilizado devido as suas atividades anti-
inflamatadria, cicatrizante e antisséptica (SILVA et al., 2012), além de apresentar
efeito antiasmatico (CAPUTO et al.,, 2020). O OEC pode ter utilidade como
tratamento topico para acne leve (GOMES et al., 2012) e também foi responsavel
pelo aumento da biodisponibilidade de sumatriptano, além de interagir com os
receptores opioides do sistema nervoso central, tendo papel efetivo no controle da
enxaqueca em modelo de zebrafish (RIBEIRO et al., 2020).

O OEC regula positivamente varias vias de sinalizagdo em células
neuronais de maneira dependente do tempo e da dose (URASAKI et al., 2020).
No estudo de Lima e colaboradores (2021), os OE de geranio e OEC
apresentaram efeito inibitério da enzima acetilcolinesterase, indicando uma
possivel bioatividade para tratar a doenca de Alzheimer por intensificar a
neurotransmissao colinérgica (KUPPUSAMY et al., 2017). Esses estudos
confrmam o potencial do OEC de para o tratamento de doencgas

neurodegenerativas (LIMA et al., 2021).

2.1.2 Oleo essencial de Olibano

O olibano (frankincense; OEQO) é uma oleorresina que provém de arvores
do género Boswellia (HAN, RODRIGUEZ & PARKER, 2017; DECARLO et al.,
2019). Os produtos do olibano tém sido muito utilizados na medicina chinesa e
indiana, sendo eles, a resina, o extrato e 0 OEO (HAN, RODRIGUEZ & PARKER,
2017).



As preparagdes de Boswellia sdo usadas no tratamento de doencgas
inflamatdrias das articulagbes e 0ossos, medula espinhal, colite ulcerosa, sindrome
do intestino irritavel, sinusite, reumatismos e disturbios respiratérios como a
bronquite (AL-YASIRY & KICZOROWSKA, 2016). A inalagdo e o consumo de
Boswellia olibanum reduz o risco de asma. Os produtos de olibano também séao
usados como drogas expectorantes, antissépticas, ansioliticas, antineurdticas e
antibidticas (AL- YASIRY & KICZOROWSKA, 2016; RIBEIRO et al., 2021). Na
medicina indiana, representa uma importante droga antirreumatica (AL-YASIRY &
KICZOROWSKA, 2016). Além disso, a resina tem efeitos analgésicos,
tranquilizantes e antibacterianos, e os acidos boswellicos tém um efeito
antiproliferativo em tumores (AL-YASIRY & KICZOROWSKA, 2016). O OEO
apresenta atividade bioldgica em fibroblastos humanos, potencial para modular os
processos bioldgicos de inflamagdo e remodelagdo tecidual na pele humana
(HAN, RODRIGUEZ & PARKER, 2017).

No sistema nervoso, o OEO é capaz de aumentar o numero de
seguimentos dendriticos e ramificagdes nas células neuronais do hipocampo,
gerando mais conexdes sinapticas e levando assim a melhora do aprendizado e
da memoéria (HAMIDPOUR et al., 2013). Seu uso durante a gestagao e lactagao
evidencia beneficios no desempenho da memoaria da prole de ratos (BEHESHTI et
al., 2018). Ha evidéncias indicando a eficacia do OEO na melhora da memdria
tanto no cérebro normal quanto das condicbes de memoéria prejudicada
(BEHESHTI & AGHAIE, 2016). O estudo de BEHESHTI & AGHAIE (2016)
demonstrou que a administragao crénica de extrato aquoso de olibano melhorou a
memoéria em ratos modelos de DA. Assim sendo, o olibano apresenta efeito
potencial para ser usado no tratamento de disturbios cerebrais e de memoaria
(HAMIDPOUR et al., 2013).

Diante dos dados apresentados, acredita-se que os OEC e OEO
apresentam grande potencial para tratar doengas neurodegenerativas. Além
disso, ferramentas nanotecnolégicas, tais como a nanoencapsulagao, podem ser
extremamente uteis para potencializar o efeito dos OE, garantindo suas
propriedades terapéuticas, prevenindo sua degradagcdo, melhorando a
estabilidade e reduzindo sua toxicidade, que sao suas principais limitacdes ao uso
clinico e em grande escala (RIBEIRO et al., 2021; SILVA et al., 2024).



2.2 Oleos e Manteigas Vegetais

Ha séculos, as manteigas e Oleos vegetais sao utilizados na medicina
popular devido aos seus efeitos terapéuticos e cosméticos (POLJSAK & GLAVAC,
2022). Atualmente sdo muito empregados nas industrias farmacéutica e
cosmeética, atuando como ingredientes ativos, excipientes e solventes de extragao
(POLJSAK & GLAVAC, 2022).

Eles exibem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias e
antioxidantes, e também estimulam a proliferacdo celular (POLJSAK, KREFT &
GLAVAC, 2020). Essas caracteristicas os tornam promissores no tratamento de
feridas cutdneas, sendo eficazes na cicatrizagdo e muitas vezes superando a
eficacia de compostos sintéticos (POLJSAK, KREFT & GLAVAC, 2020). Os 6leos
e manteigas vegetais também agem em sinergia com outros compostos ativos,
potencializado a atividade deles (SILVA et al., 2020; GERONIMO et al., 2021;
CARVALHO et al., 2022). Dentre as manteigas vegetais, com potencial
terapéutico, podemos citar a manteiga de Karit¢é (VERMA et al, 2012
ELSEWEDY, SHEHATA & SOLIMAN, 2022).

3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € a engenharia e fabricagdo de materiais em escala
atdbmica e molecular (FAROKHZAD & LANGER, 2009). E um ramo que tem
possibilitado a miniaturizacdo de materiais, melhorando a biodisponibilidade e a
eficacia, ao passo que reduz a toxicidade das moléculas ativas carregadas
(RIBEIRO et al., 2021).

3.1 Nanoparticulas Lipidicas

Dentre as formulagbes a base de lipidios estdo os lipossomas, micro e
nanoemulsées, e as nanoparticulas lipidicas, que compreendem as
nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) e carreadores lipidicos nanoestruturados
(NLC) (ARAUJO, RIBEIRO & PAULA, 2019; CIMINO et al., 2021). A Tabela 1
mostra algumas nanoparticulas lipidicas que encapsulam diferentes moléculas

como potencial tratamento contra Alzheimer.



Tabela 1. Nanoparticulas lipidicas que encapsulam diferentes moléculas como potencial tratamento contra Alzheimer.

Nanoparticula Composicao Molécula Método usado Tamanho médio Resultado Referéncia
lipidica encapsulada de particula (nm)

(Shehata, Ismail &

NLC Palmitoestearato de Astaxantina Homogeneizagéo 142,8 £ 5,02 Diminuigao do estresse oxidativo,
glicerila, acido oleico, a quente de alta da via amiloidogénica, da Kamel, 2023)
poloxamero 188, pressao neuroinflamacgéo e da apoptose, e
polissorbato 80 melhora da neurotransmissao
colinérgica.
NLC Revestimento com  Extrato liofilizado Evaporagéo de 127 + 0,68 a Apresentou potencial direcionamento ~ (MARKOVA et al., 2022)
quitosana ou de Salvia solvente 140 £ 0,74 cerebral e liberagédo controlada.
poloxamer officinalis
NLC Precirol ATO 5, Miricetina Emulsificagdo por 89,7 + 26,0 Melhorou a capacidade de entrega de (HALDER, PATEL &
Labrafac lipophile fusdo e miricetina no cérebro melhorando o ACHARYA, 2022)
WL 1349 e Tween Ultrassonicagao comprometimento cognitiva, em modelo
80. de Alzheimer induzido por AB.
NLC Geleol, Miglyol 812 Berberina Emulsificagdo por 186 Apresentou potencial no (RAJU et al., 2021)
N, Solutol HS 15 fuséo e direcionamento para o cérebro e na
ultrassonicagao prevencgéo e tratamento da DA.
SLN e NLC Palmitato de cetila e Quercetina Homogeneizagao +200 Foram capazes de reduzir a formagéo
polissorbato 80, Miglyol- a quente seguida de agregados de proteina AB.
812 (apenas no NLC) de Sonicagéo (PINHEIRO et al., 2020)
NLC Palmitato de cetila, Curcumina Homogeneizagéo 117,36 + 1,36 Foi capaz de reduzir as caracteristicas (MALVAJERD et al.,
acido oleico, causadas pelo acumulo de proteinas 2019)
colesterol, Tween 80 AR na DA em modelo animal.




As nanoparticulas lipidicas sao sistemas de drug delivery constituidos por
uma matriz lipofilica sélida que pode incorporar moléculas-ativas hidrofébicas,
sendo estabilizadas por surfactantes (MULLER et al., 2011). Elas sé&o
biocompativeis, aumentam a biodisponibilidade da substancia ativa incorporada,
prolongam e regulam a liberagao e entrega dos compostos em locais especificos
e apresentam baixa toxicidade (MUSIELAK, FELICZAK-GUZIK & NOWAK, 2022).

Existem duas geracdes de nanoparticulas lipidicas (Figura 1), a primeira
geragao sdo as nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) e a segunda geragao sao
os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) (MULLER & RADTKE, 2002;
MULLER et al., 2011; DRAGICEVIC & MAIBACH, 2016). A produgédo de SLN e
NLC é muito semelhante (DRAGICEVIC & MAIBACH, 2016), a diferenga é que a
matriz estrutural dos SLN é composta apenas de lipidios sdlidos, ao passo que os
NLC séao constituidos por uma mistura de lipidios soélidos e liquidos a temperatura
ambiente (MULLER & RADTKE, 2002; MULLER et al., 2011; DRAGICEVIC &
MAIBACH, 2016).

PRIMEIRA GERAGCAO SEGUNDA GERAGAO
SLN Componente NLC
incorporado =

»

Lipidio sdlida *
Lipidio solido

Figura 1. Diferenca entre SLN e NLC. Fonte: Adaptado de REZAEI, FATHI
& JAFARI (2019).

O NLC tem maior capacidade de carreamento de ativos hidrofébicos do
que o SLN, além disso, ele apresenta ajuste da liberagdo do farmaco,
minimizagao do risco de sua expulsédo ao longo do tempo e maior estabilidade
fisico-quimica do que o SLN (FANG et al., 2008; MULLER et al., 2011; PINHEIRO
et al. 2020).
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3.2 Nanoencapsulacgao de 6leos naturais para o tratamento de doengas

Nos ultimos anos, o emprego de o6leos vegetais e OE vém se tornando
bastante atraente na area farmacéutica. Sua encapsulagdo por nanoparticulas
lipidicas € importante para facilitar sua aplicagdo, proporcionar sua entrega e
protegcdo da luz e temperatura, promover sua estabilidade e potencializar sua
acao farmacoldgica (BAJERSKI et al., 2016). Tais nanocarreadores aumentam a
eficacia terapéutica dos compostos naturais e apresentam biocompatibilidade,
biodegradabilidade e perfil modificado de liberacéo (LI et al., 2020; MASIERO et
al., 2021; SHAMSUDDIN & ZULFAKAR, 2023). Eles tém potencial farmacéutico
para tratar diversas doencgas, apresentando maior ou semelhante eficacia e
desempenho em relacao as formulagdes convencionais (MASIERO et al., 2021).

A nanoemulsdo de 6leo de copaiba tem efeito na reducdo de lesdo na
leishmaniose tegumentar (MORAES et al.,, 2018). Também apresenta efeito
benéfico na leishmaniose visceral em camundongos, reduzindo a carga
parasitaria no baco e figado e melhorando as caracteristicas histopatolégicas
(MORAES et al., 2018). Lucca e colaboradores (2018) avaliaram o efeito anti-
inflamatoério de um hidrogel contendo nanoemulsédo de 6leo de copaiba. Em seu
estudo, foi possivel visualizar uma diminuicdo da hiperplasia da epiderme em
cortes histolégicos, da infiltragdo de células inflamatdrias e vasodilatacéo,
confirmando a atividade anti-inflamatoria (LUCCA et al., 2018).

Silva e colaboradores (2020) verificaram que a formulagdo do dleo de
resina de copaiba como nanoemulsdo mostrou-se como promissor antifungico
contra Paracoccidioides spp. Tal formulagdo € mais vantajosa do que o 6leo puro,
por poder ser administrado por diferentes vias como inalatoria e intravenosa
(SILVA et al, 2020). Ribeiro e colaboradores (2020) desenvolveram
nanoemulsdes hibridas compostas de 6leo de copaiba e biopolimeros para o
carregamento de sumatriptano (2 %) para administragdo intranasal, para o
tratamento de enxaqueca. A formulacido se mostrou estavel por um ano e a
liberagdo in vitro se prolongou por mais de 24 h (RIBEIRO et al., 2020). Os
ensaios de nanotoxicidade in vivo mostraram que a nanoemulsao nao foi toxica
para larvas de zebrafish e esta apta para o teste de eficacia em humanos
(RIBEIRO et al., 2020).
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Ribeiro e colaboradores (2021) desenvolveram diferentes NLC compostos
por lipidios naturais com o objetivo de selecionar candidatos anti-Campylobacter
Jejuni (CJ) multirresistentes. Dentre todos os NLC, a formulagdo composta por
manteiga de ucuuba e 6leo essencial de olibano foi a que apresentou melhor
atividade anti-CJ e seguranca (RIBEIRO et al., 2021). Tal formulagao foi 2 vezes
menos citotdxica que o 6leo de olibano puro, apresentou biocompatibilidade in
vivo (RIBEIRO et al., 2021). NLC de clotrimazol em combinacdo com OE de
lavanda ou Rosmarinus, melhorou a eficacia da atividade antifungica contra
candidiase tépica (CARBONE et al., 2019). Potencial efeito combinado do
antioxidante acido ferulico combinado com OE lavanda em nanoparticulas
lipidicas no tratamento de feridas foi também descrito (CARBONE et al., 2020).

4 Drosophila melanogaster

4.1 Drosophila melanogaster como modelo biolégico alternativo

O invertebrado Drosophila melanogaster, conhecido popularmente como
“‘mosca da fruta”, tem sido um importante modelo para o estudo de doencgas
humanas (GREEVE et al. 2004; DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019). Estima-
se que 75 % de todos os genes de doengas humanas apresentem ortélogos
funcionais nessa mosca (BIER, 2005; SINGH & IRVINE, 2012). Assim, a D.
melanogaster tem sido uma poderosa, eficaz e crescente ferramenta para
identificar e analisar a fungdo desses genes, bem como para a identificagdo de
novos candidatos terapéuticos (BIER, 2005; SINGH & IRVINE, 2012;
YAMAGUCHI & YOSHIDA, 2018; DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019).

Tais moscas apresentam varias caracteristicas que as tornam um
excelente modelo (YAMAGUCHI & YOSHIDA, 2018). Possuem tamanho corporal
pequeno, sao facilmente manuseadas e tém baixo custo de manutencdo e de
manipulacdo em laboratério (YAMAGUCHI & YOSHIDA, 2018; DESHPANDE,
GOGIA & SINGH, 2019). Apresentam ciclo de vida curto (BIER, 2005;
YAMAGUCHI & YOSHIDA, 2018) e um grande numero de individuos podem ser
gerados em um curto tempo (BIER, 2005; YAMAGUCHI & YOSHIDA, 2018).

Existem diversas linhagens de moscas utilizadas como modelo de doencas

neurodegenerativas, metabdlicas, inflamatérias, cardiovasculares, entre outros
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(BIER, 2005;). E como a transgenia é um sistema bem estabelecido, é possivel
introduzir genes de outros organismos nas moscas, tornando a D. melanogaster
um modelo ideal para estudar doengas progressivas relacionadas a idade
(YAMAGUCHI & YOSHIDA, 2018).

Véarios modelos de DA ja foram desenvolvidos na D. melanogaster
(SARKAR et al., 2016; DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019), incluindo moscas
transgénicas que expressam incorretamente AB42 humana, AB40 humana, APP
humana, enzima de clivagem de APP, B-secretase, presenilina e peptideos AB
(JONSON et al., 2015; Cauchi & Van Den Heuvel, 2006; Fernandez-Funez et al.,
2015). Essas linhagens apresentam a geracdo de agregados amiloides,
anormalidades morfolégicas externas, alteracbes neuroanatémicas e defeitos no
comportamento reflexo motor e na memoaria (SARKAR et al., 2016; DESHPANDE,
GOGIA & SINGH, 2019).

Assim, a D. melanogaster € um importante modelo para o estudo e triagem
de candidatos terapéuticos para o tratamento da DA (CARMINE-SIMMEN et al.,
2009; HARDY & SELKOE, 2002; YAMAGUCHI & YOSHIDA, 2018).

4.2 Sistema GAL4/UAS em Drosophila

A utilizacdo do sistema GAL4/UAS em D. melanogaster para estudo de
expressdo génica teve inicio em 1993. A ativagdo do sistema acontece pelo
cruzamento entre linhagens expressando GAL4 (drivers) com linhagens contendo
o elemento UAS (responder). Como resultado do cruzamento, a progénie
expressa o gene ligado ao UAS sob um padrao de expresséao dirigido por GAL4
(ELLIOT & BRAND, 2008; ROOTE & PROKOP, 2013). Nesse estudo o sistema

GAL4/UAS foi utilizado para a constru¢gdo de uma linhagem para o estudo da DA:

GMR-GAL4 > UAS- AB: Machos portando o driver GAL 4 (GMR-GAL4)
foram cruzados com fémeas expressando o responder UAS (UAS-AB). Assim,
GMR-GAL4 direciona a expressao da proteina beta amiloide (UAS-AB) para os
olhos compostos da mosca e o cruzamento resulta em degeneragédo do fendtipo
ocular na prole, levando a morte celular neuronal e mimetizando a neuropatologia
da DA (DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019), como mostra a Figura 1.
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Macho: Linhagem driver Fémea: Linhagem responder
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Figura 2. Utilizagdo do sistema GAL4/UAS em Drosophila melanogaster,
para obtencao da linhagem GMR-GAL4 > UAS- AB.

Outros modelos também demonstram o direcionamento da producido de
proteina beta amiloide (AB) na retina das moscas, levando a degeneragcédo dos
tecidos (GREEVE et al., 2004; CROWTHER et al., 2005).

5 CONCLUSOES
O Alzheimer é uma doencga neurodegenerativa muito prevalente em idosos.

Atualmente nao tem cura e sdo poucos os medicamentos aprovados para seu
tratamento que apenas gerenciam os sintomas. E uma necessidade urgente o
desenvolvimento de novos candidatos terapéuticos eficazes para alcancar a cura.

Os produtos naturais, incluindo os OE e manteigas vegetais, apresentam
diversas atividades terapéuticas, que podem ser investigadas para o tratamento
de muitas doencgas, inclusive a DA. A nanoencapsulacdo de componentes
hidrofébicos como OE é muito interessante, pois permite ultrapassar barreiras
fisicas e biologicas. A melhora dessas propriedades e a potencializagcdo do
potencial ativo faz com que as nanoparticulas lipidicas, em especial, os NLC,
sejam uma estratégia muito promissora para o encapsulamento de OE no
desenvolvimento de novos candidatos terapéuticos.

A mosca D. melanogaster € um excelente modelo para o tratamento da DA,
por permitir através de genes ortdlogos e transgénicos, uma mimetizacao de
caracteristicas do Alzheimer, que podem ser tratadas e melhoradas por

candidatos terapéuticos em estudo.
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Carreadores Lipidicos Nanoestruturados que encapsulam éleos essenciais
como potencial tratamento contra Alzheimer em modelo de Drosophila

melanogaster

RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada pelo acumulo de placas de
proteinas beta amiloide (AB), emaranhados de proteina tau e neurodegeneracgao.
Sao poucos os medicamentos aprovados para o tratamento da DA e nenhum
deles promove a sua cura, além de causar diversos efeitos colaterais sistémicos.
Os dleos essenciais (OE) tém diversas propriedades farmacoldgicas interessantes
para o desenvolvimento de drogas, mas apresentam limitagbes fisico-quimicas
(hidrofobicidade, fotossensibilidade, instabilidade e alta volatilidade) que podem
ser melhoradas por meio da nanoencapsulagcdo. Dentre os sistemas
nanocarreadores, os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) sdo muito
promissores na entrega de OE, sendo estaveis, biocompativeis, aumentam a
biodisponibilidade de ativos hidrofébicos, reduzindo a toxicidade. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver formulagcbes de NLC que encapsulam OE e avalia-las
quanto a sua estabilidade fisico-quimica, nanotoxicidade e atividade
antineurodegenerativa, através do uso do modelo biolégico alternativo de
Drosophila melanogaster. Os NLC foram preparados com manteiga vegetal
(karité) e O6leo essencial (copaiba ou olibano) compondo a fase lipidica e
poloxamer 188 como surfactante na fase aquosa. Eles foram avaliados quanto a
estabilidade fisico-quimica por meio do tamanho de particulas (nm), indice de
polidispersao (PDI) e potencial Zetal (mV), durante 365 dias, a 25 °C (n=3). As
formulagdes foram estaveis por 365 dias a 25 °C e apresentaram distribuicdo de
tamanho de particula homogénea. Os OE contribuiram para reducdo dos
tamanhos de particulas e para maior homogeneidade, confirmando seu papel
também estrutural nos NLC. Foram determinadas concentragcdes de NLC seguras
e efetivas para a sobrevivéncia das moscas. As formulagbes apresentaram
atividade antineurodegenerativa, reduzindo o acumulo da proteina AR e morte
neuronal na medula do lobo éptico das moscas. Mesmo o NLC controle (sem OE)
foi capaz de reduzir a degeneracao, demonstrando a bioatividade da manteiga de
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karité. Este trabalho foi pioneiro em desenvolver NLC carreando OE de copaiba e
olibano para o tratamento do Alzheimer. Testes futuros deverao ser conduzidos
em modelos biolégicos mais complexos para assegurar ainda mais a seguranga e

eficacia destes sistemas promissores para o tratamento da DA.

Palavras-chave: nanoparticulas lipidicas; lipidios naturais; manteiga vegetal;

atividade antineurodegenerativa; atividade anti-Alzheimer.

ABSTRACT

The Alzheimer disease (AD) is characterized by the accumulation of
amyloid beta (AB) protein plaques, tau protein tangles and neurodegeneration.
There are a few approved drugs for the AD treatment and none of them promotes
the cure, in addition to cause several systemic side effects. Essential oils (EO)
have several interesting pharmacological properties for drug development, but
they present physicochemical Ilimitations (hydrophobicity, photosensitivity,
instability and high volatility) that can be improved through nanoencapsulation.
Among the nanocarriers systems, nanostructured lipid carriers (NLC) are very
promising in the EO delivery, being stable, biocompatible, increase the
bioavailability, reducing the toxicity. The objective of this work was the
development of NLC formulations encapsulating EO. NLC were based on
vegetable butter (shea) and essential oils (copaiba or frankincense) as the lipid
phase and poloxamer 188 as a surfactant in the aqueous phase. They were
evaluated for physicochemical stability in terms of size (nm), polydispersity index
(PDI) and Zeta potential (mV), for 365 days at 25 °C (n=3). The formulations were
stable for 365 days at 25 °C and have showed homogeneous particle size
distribution and expected average sizes. EO have contributed to reducing particle
sizes, also confirming their structural role in NLC. The safe and effective NLC
concentrations were determined for D. melanogaster. The formulations have
showed anti-neurodegenerative activity, reducing the accumulation of AB protein
and neuronal death in the optic lobe medulla of flies. Even the NLC control
(without EO) was able to reduce degeneration, demonstrating the bioactivity of
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shea butter. This work was a pioneer in developing NLC carrying copaiba and
frankincense EO for the Alzheimer treatment. Further assays should be conducted
on more complex biological models, in order to ensure the safety and efficacy of

these promising systems for the treatment of AD.

Key words: lipid nanoparticles; natural lipids; vegetable butter;

antineurodegenerative activity; anti-Alzheimer activity.
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1 INTRODUCAO

Os avancos na area da saude tém possibilitado que as pessoas vivam por
mais tempo, levando ao envelhecimento da populagcdo (DESHPANDE, GOGIA &
SINGH, 2019). Esse aumento da expectativa de vida somado a um estilo de vida
mais estressante, provocou um aumento na incidéncia de doengas
neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer (DA) (DESHPANDE, GOGIA &
SINGH, 2019).

A DA é uma patologia que se agrava com tempo, e € caracterizada por
aglomerados de proteinas beta amiloide (AB) fora dos neurdnios, acumulo de
proteina tau dentro deles e neurodegeneracdo (ALZHEIMER'S ASSOCIATION,
2023). A doenca é mais prevalente em pessoas com 65 anos ou mais, e além da
idade, a genética e histérico familiar também sao fatores de risco (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2023). A DA é uma das causas de deméncia, uma condi¢ao que
abrange um conjunto de sintomas, como problemas de memoria, linguagem,
resolucdo de problemas, entre outras capacidades cognitivas (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2023).

Sao poucos os medicamentos aprovados para o tratamento da DA e
nenhum deles promove a sua cura (KIM et al, 2022; ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2023; KHAN et al., 2023). Dessa forma, € muito importante o
desenvolvimento de novas drogas com a capacidade de impedir o avango da
doenga (CUMMINGS, MORSTORF & ZHONG, 2014; VAZ & SILVESTRE, 2020).

Os produtos naturais apresentam potencial terapéutico no tratamento de
doencgas neurodegenerativas, como a DA (NOORI et al., 2021). Compostos
baseados em plantas tém sido estudados como novas drogas por apresentarem
diversos efeitos terapéuticos e causarem menos efeitos adversos (FIRDAUS &
SINGH, 2021). Muitas deles podem ser utilizados para diminuir sintomas de
deméncia e DA (BUI & NGUYEN, 2017).

Os Oleos essenciais (OE) sao liquidos volateis extraidos de plantas
aromaticas. A extracdo ocorre por meio de destilacdo ou extracdo mecanica,
métodos fisicos que evaporam em temperatura ambiente sem causar danos
(BRASIL, 2019; PDQ, 2023). Os OE possuem diversas propriedades
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farmacoldgicas, que propiciam sua utilizagdo no desenvolvimento de novas
drogas (SOUSA et al., 2023). Mas, por apresentarem limitagdes fisico-quimicas
(hidrofobicidade, instabilidade e alta volatilidade), a nanoencapsulagdo deles é
aconselhada, pois permite a melhora de tais parametros. (BILIA et al., 2014;
CARBONE et al., 2018; CIMINO et al., 2021).

Dentre os sistemas nanocarreadores, os carreadores lipidicos
nanoestruturados (NLC) sdo muito promissores para a entrega de OE para
aplicagées multiterapéuticas (CIMINO et al., 2021). Eles sdo sistemas estaveis,
biocompativeis, de baixo custo de produgao, altamente escalonaveis e melhoram
a biodisponibilidade de ativos, reduzindo sua toxicidade (MUSIELAK, FELICZAK-
GUZIK & NOWAK, 2022).

O invertebrado Drosophila melanogaster, conhecido como “‘mosca da
fruta”, € um excelente organismo modelo para o estudo de doencgas
neurodegenerativas, como a DA (LENZ, et al. 2013; McGURK, BERSON &
BONINI, 2015). Esse modelo possibilita a investigagcdo de novos candidatos
terapéuticos que reduzam a formacgao de placas de proteina AB, diminuindo a
degeneracgao neural (CARMINE-SIMMEN et al. 2009; HARDY & SELOKOE 2002;
DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019; ALZHEIMER'S ASSOCIATION 2020).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver formulagbes de NLC que
encapsulam OE de copaiba e olibano, e avalia-las quanto a estabilidade fisico-
quimica a longo prazo, nanotoxicidade e atividade antineurodegenerativa, usando
como modelo D. melanogaster, para que se possa avangar na busca de

potenciais candidatos para o tratamento da DA.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de trabalho

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Nanobiotecnologia
(NANOBIO) e no, Laboratério de Genética (LABGEN) do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), e no Laboratério de
Patologia Oral, da Faculdade de Odontologia da UFU. A manutengédo das moscas
e a execugao dos experimentos seguiram normas e condi¢gbes experimentais

estabelecidas e padronizadas.
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2.2 Materiais

A manteiga de karité, OE de copaiba e olibano foram adquiridos
comercialmente da empresa Engetec/Engenharia das Esséncias®. O poloxamer
(Kolliphor® P188) utilizado como surfactante foi obtido da empresa Sigma-Aldrich,
USA. E a agua deionizada (18 MQ) foi obtida a partir de um purificador de agua
ultra-pura Milli-Q® Direct 8.

2.3 Preparo das formulagoes de carreadores lipidicos nanoestruturados que

encapsulam dleo essencial de copaiba (NLC/COPA) e olibano (NLC/OLI)

Foi utilizado o método de emulsificacdo-ultrasonicacdo para o
desenvolvimento das diferentes formulagées de NLC (controle), NLC/COPA (dleo
essencial de copaiba a 0,001 %) e NLC/OLI (6leo essencial de olibano a 0,005
%). A fase lipidica foi composta por manteiga de karité a 10 % (m/v) (lipidio sdlido)
e Oleos essenciais (lipidios liquidos) (0,001-0,005 %, m/v) aquecida em banho-
maria a 47 °C. Simultaneamente, a fase aquosa composta por poloxamer (5 %,
m/v) foi aquecida na mesma temperatura da fase lipidica. Para a formagéao da pré-
emulsdo, a fase aquosa foi gotejada a fase lipidica, sob agitacdo de 10000 rpm,
por 2 min, em agitador Ultra-Turrax (Ultra-turrax® T18). A microemuls&o resultante
foi sonicada por 15 min. Ao término desta etapa, a nanoemulsao formada foi
arrefecida em banho de gelo, até alcancar 25 °C, a fim de solidificar as
nanoparticulas formadas. Todas as formulagdes de NLC, NLC/COPA e NLC/OLI
foram preparadas com éxito, apresentando aspecto leitoso, conforme o esperado.
Todos os sistemas foram armazenados a 25 °C até uso subsequente (RIBEIRO et
al., 2021).

2.4 Caracterizagao e acompanhamento da estabilidade fisico-quimica das

formulagoes

As medidas de tamanho de particula (nm), indice de polidispersédo (PDI) e

potencial Zeta (mV) foram realizadas pela técnica de espalhamento dindmico de
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luz (DLS), através do equipamento LiteSizer 500 (Anton Paar). Tais parametros
foram monitorados durante 365 dias, a 25 °C (RIBEIRO et al., 2017). Os testes
estatisticos ANOVA e Tukey post test foram empregados para avaliar alteragdes

significativas intragrupo ao longo do tempo de monitoramento (o = 95 %).

2.5 Morfologia das nanoparticulas

A morfologia das formulagées de NLC, NLC/COPA e NLC/OLI foram
reveladas pela técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Uma gota
de cada amostra foi aderida a uma laminula de vidro previamente pregada a um
stub de aluminio. Apds a completa evaporacdo do solvente, os stubs foram
submetidos ao processo de sputtering durante 120 s a 30 kV. Logo apds, as
amostras foram visualizadas em MEV Zeiss EVO MA10 com detectores de
elétrons secundarios e retroespalhados, operando em alto vacuo sob tensao de
20 kV (RIBEIRO et al., 2021).

2.6 Estoque de moscas

As linhagens GMR-GAL4 (w[*]; P{w[+mC]=GAL4-ninaE.GMR}12 - numero
de estoque 1104), UAS-AB (W[*]; PBac{y[+mDint2] w[+mC]=UAS-Abeta.1-
42}VK00033 — BL#64216) e w'''® (w[1118] — BL#3605), foram adquiridas do
Bloomington Stock Center da Universidade de Indiana, Estados Unidos. Elas
foram mantidas em frascos contendo Y2 de meio de cultura Bloomington (0,01%
de farinha de soja; 0,073% de fuba de milho; 0,018% de levedura, 0,06% de agar;
0,077% de xarope de glicose, 0,05% de solugdo de acida e 0,06% de solugéo de
Nipagin) em incubadora BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio, SOLAB) a 25
°C, 70 % de umidade relativa e ciclo claro-escuro de 12:12 horas (BATISTA et al.,

2021).

2.7 Ensaio de nanotoxicidade in vivo em modelo de Drosophila melanogaster

As concentragdes de cada composto foram determinadas com base no ICso
(concentragao inibitéria média) encontrados para os OE, a partir do qual foram
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realizadas diluicbes seriadas de concentragcdes acima e abaixo dele. O ICso
considerado foi 0,01663 mg/mL para o OE de copaiba (LIMA et al., 2021) e
0,0671 mg/mL para o OE de olibano (KOHOUDE et al., 2017). Na produgao da
formulacdo notou-se que a massa de OE de copaiba era muito pequena para ser
pesada, entdo foi adaptado o valor mais proximo possivel para pesagem, que foi
a concentragao de 0,023 mg/mL.

Moscas da linhagem w'''® (3605), foram submetidas ao ensaio de
nanotoxicidade. As moscas foram alocadas em frascos (tubo de acrilico
transparente) individuais contendo 1 g de puré de batata enriquecido (75 % puré
de batata instantaneo, 15 % extrato de levedura, 9,3 % glicose e 0,07 % Nipagin®)
(MALTA et al., 2022) suplementado com 2,5 mL de EM/COPA, NLC/COPA e NLC
nas concentragdes 0,046 mg/mL, 0,023 mg/mL, 0,0115 mg/mL, 0,00575 mg/mL e
com EM/OLI, NLC/OLI e NLC nas concentragdes 0,2706 mg/mL, 0,1353 mg/mL,
0,0676 mg/mL, 0,0338 mg/mL e 0,0169 mg/mL

O Controle negativo (NT) foi preparado com puré de batata diluido em agua
e o veiculo, em puré de batata enriquecido diluido em solugédo de P188 em agua
nas concentragdes correspondentes aquelas de tratamento.

Em cada frasco foram colocadas 30 moscas adultas (15 machos e 15
fémeas) e cada grupo de tratamento foi testado em triplicata. Os frascos foram
mantidos em estufa a temperatura de 25 °C por 21 dias, sendo o meio trocado 3
vezes por semana. A curva de nanotoxicidade foi obtida pela contagem do

numero de individuos mortos em cada troca de meio.

2.8 Avaliacao da Taxa de Eclosao

Concomitantemente ao ensaio de nanotoxicidade, foi avaliada a taxa de
eclosdo, armazenando os frascos da primeira troca de meio do teste de
toxicidade, apoés transferéncia das moscas, para acompanhar o seu processo de
metamorfose. A taxa de eclosédo foi calculada a partir da contagem de pupas
(contagem apo6s 7 a 9 dias do inicio do tratamento) e adultos (contagem apds 12
dias do inicio do tratamento) gerados a partir da oviposigdo das 30 moscas
adultas (15 machos e 15 fémeas) tratadas. A taxa de eclosdo foi calculada
adotando-se o numero de pupas como 100 % em relagdo ao numero de adultos
eclodidos (RODRIGUES et al., 2021).
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2.9 Avaliacao da atividade antineurodegenerativa

Neste estudo, GMR-GAL4 (linhagem driver) direciona a expressao da
proteina beta amiloide (UAS-AB, linhagem responder) para os olhos compostos
da mosca. O cruzamento de fémeas UAS-AB e machos GMR-GAL4 resulta em
neurodegeneragcao da retina e lobo Optico da mosca adulta (DESHPANDE,
GOGIA & SINGH, 2019).

Ovos da progénie de GMR-GAL4;UAS-AB foram coletados em frascos de
oviposigdo contendo meio de cultura a base de agar (4 % p/v) e levedura
suplementada com sacarose. Os ovos foram entdo colocados em frascos de
poliestireno transparente (94 x 25 mm) contendo meio puré de batata Yoki® (1 g)
suplementado com as formulagbdes (2,5 mL), garantindo que as moscas se
alimentassem dos meios de tratamento desde o primeiro estagio larval. O controle
negativo (NT) foi composto por larvas tratadas com o puré de batata preparado
em agua (RODRIGUES et al., 2021). Dessa mesma forma foram tratados os
controles GMR-Gal4 x w''® e w18 x UAS-AB, linhagens sem neurodegeneragao
no olho.

As concentragdes selecionadas para a avaliacdo da atividade
antineurodegenerativa foram definidas a partir dos resultados obtidos na taxa de
sobrevivéncia e eclosdao das moscas. Foram testadas em moscas transgénicas
GMR-GAL4;UAS-AB de D. melanogaster, as formulagdes EM/COPA, NLC/COPA
e NLC nas concentragdes 0,023 mg/mL e 0,0115 mg/mL e as formulagdes
EM/OLI, NLC/OLI e NLC nas concentragdes 0,2706 mg/mL e 0,1353 mg/mL.
Foram avaliadas alteragdes histopatoldégicas na medula do lobo 6ptico de moscas
adultas recém-eclodidas (0-2 dias pds eclosdo) apds suplementagdo com as

formulacgdes.

2.10 Anadlise Histolégica

Para analise histolégica, moscas adultas recém-eclodidas (0-2 dias) foram
coletadas, anestesiadas com éter etilico, fixadas em solugdo de Carnoy (6:3:1,

etanol 99 %, cloroférmio e acido acético glacial) por 24 horas e processadas em
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alcool etilico 70 % (2x), alcool etilico 80 % (2x), alcool etilico 90 % (2x), alcool
etilico absoluto (2x), xilol (2x), parafina liquida 60 % (2x) por 15 minutos em cada
repeticdo. As cabecgas das moscas foram alinhadas e embebidas em parafina. Os
blocos foram seccionados com 3 um de espessura utilizando um micrétomo
semiautomatico (SLEE CUT5062). Os cortes foram desidratados, corados com
hematoxilina e eosina e montados (SANTOS et al, 2024). As imagens foram
capturadas em microscopio de luz (Leica) com ampliacdo de 40 ou 100x, através
de sistema acoplado de captura de imagens (software LAS EZ). A analise
histopatolégica da medula (lobo 6ptico) de trés ou mais moscas adultas foi
utilizada para calcular o indice de neurodegeneracdo como normal a baixo,

moderado ou grave, de acordo com as lesdes vacuolares encontradas.

2.11 Coloragao com vermelho Congo

A coloragdo com vermelho Congo foi realizada para detectar as placas
amiloides na retina das moscas. As sec¢des embebidas em parafina descritas
anteriormente foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com hematoxilina
durante 2 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente, banhadas 1x em
agua destilada, 1x em alcool etilico 80 %, incubadas em solugdo alcalina por 20
minutos € em solugao alcalina/vermelho Congo por 60 minutos. Por fim, as
seccdes foram desidratadas (3 banhos em alcool etilico absoluto seguidos de 3
banhos em xilol), secas e montadas. As laminas foram analisadas sob luz

polarizada em microscopio (Nikon Eclipse Ti-S).

2.12 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism
versao 8.0.2. Para a taxa de eclosao foi avaliada a distribuicdo dos dados como
paramétrica ou néo paramétrica pelos testes de D’Agostino e Pearson, Anderson-
Darling e Kolmogorov-Smirnov. Os grupos foram comparados por meio do teste
Geharn-Breslow-Wilcoxon (ensaio de nanotoxicidade) e do teste de Kruskal-Wallis

(taxa de eclosao), com nivel de significancia estabelecido de p<0,05.

33



Tamanho (nm)

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizagao estrutural e estabilidade fisico-quimica das formulagées

Na caracterizacdo estrutural inicial, as formulagbes demonstraram
propriedades estruturais desejaveis em todas as amostras. Os tamanhos de
particulas médios obtidos foram de 311,13 £ 6,2 nm para NLC, de 298,1 + 0,99
nm para NLC/COPA e 307,7 + 3,1 nm para NLC/OLI. Em relacido aos valores
meédios de polidispersao (PDI) obtidos, NLC apresentou valor médio de 0,166 *
0,02, NLC/COPA exibiu valor de 0,196 + 0,02 e NLC/OLI de 0,155 + 0,01. Todas
as formulacdes apresentaram distribuicdo de tamanho de particula homogénea e
tamanhos médios esperados. Finalmente, as formulacdes de NLC, NLC/COPA e
NLC/OLI apresentaram valores de potencial Zeta médios iniciais de -33,1 + 0,4
mV, -33,5 + 0,27 mV e -33,0 + 0,25 mV, respectivamente. Todas as formulagcbes
desenvolvidas foram inspecionadas visualmente, apresentando-se homogéneas,

liquidas e esbranquigadas, mesmo apds 1 ano de monitoramento.

05 50

A B c

044

b
=

&
=3

03 4
a
a

Zeta (mV)

I 2 1 1
024 . AT .
b 410 T 1 1

()
-3

01 Y R ——— . ] s nNLC )
=-NLCT —=—NLC . —+— NLCICOPA

—+—NLC/COPA —s—NLC/COPA —a—NLC/OLI

—A—NLC/OLI —A—NLC/OLI

3

T T T T T T T 00 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350 4

Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 1. Estabilidade fisico-quimica das formulagdes NLC em termos de
tamanho (A), PDI (B) e potencial Zeta (C), ao longo de 180 dias a 25 °C. NLC:
Carreador lipidico nanoestruturado controle (sem o6leo essencial). NLC/COPA:
Carreador lipidico nanoestruturado com 6leo essencial de copaiba. NLC/OLI:
Carreador lipidico nanoestruturado com 6leo essencial de olibano. One way
ANOVA/Tukey foram usados para analisar diferengas estatisticas intragrupo; * p <
0,05.

A Figura 1.A descreve o acompanhamento dos tamanhos de particulas de

todas as amostras, garantindo o seu tempo de prateleira minimo de 12 meses a
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temperatura ambiente. Apds 365 dias, os tamanhos médios de particulas foram
de 336,6 £ 9,9 nm, 285,2 £ 59 nm e 312,9 £ 4,6 nm para NLC, NLC/COPA e
NLC/OLI, respectivamente. NLC/OLI foi a uUnica formulagdo que nao apresentou
diferenca estatisticamente significativa na analise intragrupo ao longo do tempo (p
> 0,05). A Figura 1.B exibe os valores de PDI durante os 365 dias de analise
(25°C). Foram detectadas diferengas estatisticamente significativas entre os
valores de PDI em todas as formulagdes em fungao do tempo (p < 0,05). No final
do estudo, os valores de PDI exibidos foram de 0,206 + 0,002, 0,165 £ 0,003 e
0,129 + 0,002 para NLC, NLC/COPA e NLC/OLI, respectivamente. Na analise dos
valores de potencial Zeta ao longo do tempo (Figura 1.C), foi evidenciada
diferenga significativa em todos os grupos (p < 0,05). As formulagdes exibiram
valor médio de -32,5 £ 0,4 para NLC, de -33,7 £ 1,0 para NLC/COPA e de -32,0 +
1,6 para NLC/OLI.

3.2 Morfologia das nanoparticulas

A Figura 2 mostra a analise em microscopia eletrénica de varredura de

NLC (A), NLC/COPA (B) e NLC/OLI (C), confirmando a morfologia esférica de

contornos bem definidos e distribuicdo homogénea.

Figura 2. Imagens de MEV das formulagdes (A) NLC, (B) NLC/COPA e (C)
NLC/OLI. NLC: Carreador lipidico nanoestruturado controle, sem 6leo essencial.

NLC/COPA: Carreador lipidico nanoestruturado com 6leo essencial de copaiba
olibano. NLC/OLI: Carreador lipidico nanoestruturado com oleo essencial de

olibano.
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3.3 Ensaio de nanotoxicidade

As moscas apresentaram taxas de sobrevivéncia sem diferenca
significativa na maioria dos tratamentos de copaiba em relagdo ao grupo nao
tratado (NT). Nas formulagdes de copaiba (Figura 3), a EM/COPA na
concentracao 0,023 mg/mL foi significativamente melhor (p < 0,05, teste Geharn-
Breslow-Wilcoxon) do que o grupo ndo tratado (NT, agua). J& a EM/COPA
0,00575 mg/mL e P188 correspondente as formulagdes de copaiba a 0,046
mg/mL, tiveram o percentual de sobrevivéncia significativamente menores quando
comparados ao grupo NT (p < 0,05 e p < 0,01 respectivamente, teste Geharn-
Breslow-Wilcoxon). Os demais grupos de tratamento se apresentaram iguais ao

grupo NT, ndo apresentando nanotoxicidade para a sobrevivéncia das moscas.
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Figura 3. Teste de nanotoxicidade em relagdo ao percentual de sobrevivéncia das
moscas (w''8) tratadas com as formulagdes de NLC, (a) P188, (b) EM/COPA (c),
NLC (d), NLC/COPA. NT: Nao Tratado. P188: solugdo de Poloxamer 188 em
agua. EM/COPA: Emulséo de dleo essencial de copaiba. NLC: Carreador lipidico
nanoestruturado controle (sem o6leo essencial). NLC/COPA: Carreador lipidico
nanoestruturado com o6leo essencial de copaiba. A significancia estatistica é

indicada como * para p < 0,05, ** para p < 0,01 (teste Geharn-Breslow-Wilcoxon).
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Com relagdo as moscas tratadas com olibano (Figura 4), o grupo tratado
com EM/OLI 0,0169 mg/mL apresentou taxa de sobrevivéncia significativamente
maior do que o grupo NT. Ja os grupos tratados com NLC/OLI 0,0169 mg/mL e
P188 correspondente as formulagbes de copaiba a 0,046 mg/mL, apresentaram
percentual de sobrevivéncia menor que o grupo NT (p < 0,01 e p < 0,05
respectivamente, teste Geharn-Breslow-Wilcoxon). As demais concentragdes das

formulacgdes e controles se apresentaram iguais ao NT.
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Figura 4. Teste de nanotoxicidade em relagdo ao percentual de sobrevivéncia das
moscas (w'''8) tratadas com as formulagdes de NLC, (a) P188,(b) EM/OLI, (c)
NLC e (d) NLC/OLI. NT: Nao Tratado. P188: solugao de poloxamer 188. EM/OLI:
Emulsdao de d6leo essencial de olibano. NLC: Carreador lipidico nanoestruturado
controle (sem d6leo essencial). NLC/OLI: Carreador lipidico nanoestruturado com
Oleo essencial de olibano. A significancia estatistica é indicada como * para p <

0,05, ** para p < 0,01 (teste Geharn-Breslow-Wilcoxon).
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3.4 Avaliagao da taxa de eclosao

Em relacao as taxas de eclosao das moscas, nenhum dos grupos tratados

apresentou diferenga significativa quando comparado ao NT (Figuras 5 e 6).

a b

1004 T 100~
S S 80+ =
5 80 - Y =
xg lg
S 60- o 60+
& &

- 40

g 4 g 0
[} ©
% 204 & 20-
- [

0- 0-

T T T T
NT 0,00575 0,0115 0,023 0,046 NT 0,00575 0,0115 0,023 0,046

c P188 (mg/mL) d EM/COPA (mg/mL)

100 100
9 9
< 80— < 80+
o L o —
S —|— ] e
g 60- & 60-
© ©
IT] 1T}
o 40- o 40—
© ©
g 20 % 20
- -

0- T T 0- T T
NT 0,00575 0,0115 0,023 0,046 NT 0,005750,0115 0,023 0,046
NLC (mg/mL) NLC/COPA (mg/mL)

Figura 5. Taxa de eclosdo das moscas (w'''8) tratadas com as formulagbes de
Oleo essencial de copaiba e formulagdes controle. (a) P188, (b) EM/COPA, (c)
NLC e (d) NLC/COPA. NT: Nao Tratado. P188: solucdo P de poloxamer 188.
EM/COPA: Emulsdo de d6leo essencial de copaiba, NLC: Carreador lipidico
nanoestruturado controle, sem 6leo essencial e NLC/COPA: Carreador lipidico

nanoestruturado com 6leo essencial de copaiba.
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Figura 6. Taxa de eclosdo das moscas (w'''8) tratadas com as formulagbes de
oleo essencial de olibano e formulagdes controle. (a) P188, (b) EM/OLI, (c) NLC e
(d) NLC/OLI. NT: Nao Tratado. P188: solugdo de poloxamer 188. EM/OLI:
Emulsao de 6leo essencial de olibano. NLC: Carreador lipidico nanoestruturado
controle, sem 6leo essencial. NLC/OLI: Carreador lipidico nanoestruturado com

6leo essencial de olibano.

3.5 Avaliacao da atividade Antineurodegenerativa

Quanto a neurodegeneracéo da medula do lobo éptico das moscas, todos
os grupos de tratamento apresentaram agado antineurodegenerativa quando
comparados ao grupo nao-tratado (p < 0,05, teste de Mann Whitney) (Figuras 7 e
8).
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Figura 7. Histologia do lobo éptico de moscas de linhagens controle (GMR-
Gal4;w'8 e w'"8;UAS-AB) e linhagem GMR-Gal4;UAS-AB ndo tratadas e
tratadas com formulacdes controle e formulagdes de 6leo essencial. A= Esquema
mostrando a dire¢do da secgdo histolégica da cabega da mosca. B= Secgao
transversal da cabega da mosca indicando as diferentes partes do sistema visual:

olho, lamina (la), medula (me), lobo (lo), placa lobular (lop). Secbées

40



representativas de parafina de 3 um do lobo éptico das moscas 3 dias apéds a
eclosdo: C1= GMR-Gal4;w'""®, aumento de 40x, com seta indicando a medula do
lobo 6ptico da mosca. Imagens ilustrativas da analise histopatologica da medula
do lobo optico da mosca (aumento de 100x): C2= GMR-Gal4;w'''®; C3=
w'18:UAS-AB. Linhagem GMR-Gal4;UAS-AB tratada com: C4=NT, setas indicam
lesbes vacuolares; C5= NLC 0,3125%; C6= NLC 0,625%; C7= NLC 1,25%;
C8=NLC 2,5%; D1=EM/COP 0,0115; D2=EM/COP 0,023; D3=NLC/COP 0,0115;
D4=NLC/COP 0,023; E1=EM/OLI 0,1353; E2=EM/OLI 0,2706; E3=NLC/OLI
0,1353; E4=NLC/OLI 0,2706. ). NT: Nao Tratado. NLC: Carreador lipidico
nanoestruturado controle, sem oleo essencial. EM/COPA: Emulsédo de o6leo
essencial de copaiba. NLC/COPA: Carreador lipidico nanoestruturado com o6leo
essencial de copaiba. EM/OLI: Emulsao de dleo essencial de olibano. NLC/OLI:

Carreador lipidico nanoestruturado com 6leo essencial de olibano.
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Figura 8. indice de neurodegeneracdo do lobo éptico de moscas da linhagem
GMR-Gal4;UAS-AB tratadas com as formulacdes de 6leo essencial e formulagdes
controle, com base na analise histopatoldgica, de acordo com lesdes vacuolares.
0 indica auséncia de lesdes e 5 indica fenétipo neurodegenerativo (n= 3, 3 dias
apos a eclosao). Os dados s&o mostrados como a média = S.E.M. A significancia
estatistica é indicada como * para p<0,05 vs NT (teste de Mann Whitney). NT:
Nao Tratado. NLC: Carreador lipidico nanoestruturado controle, sem 6leo
essencial. EM/COPA: Emulsdo de d&leo essencial de copaiba. NLC/COPA:
Carreador lipidico nanoestruturado com oleo essencial de copaiba. EM/OLI:
Emulsdo de oleo essencial de olibano. NLC/OLI: Carreador lipidico

nanoestruturado com 6leo essencial de olibano.
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A Figura 9 mostra secg¢des coradas com vermelho Congo e analisadas sob
microscopia de luz/ luz polarizada, indicando a presenga/auséncia de placas

amiloides na retina das moscas adultas. O grupo NT (agua) foi o unico a

apresentar placas amiloides, quando visualizadas sob luz polarizada.

NI e S

Figura 9. Secc¢des histologicas da retina de drosoéfilas coradas com vermelho
Congo a fim de detectar a presenga de placas amiloides. Em A, C, E, G, | e K,
analisadas em microscopia de luz e B, D, F, H, J e L sob luz polarizada. Todas as
imagens foram capturadas no aumento de 20x. (A, B) GMR-Gal4, (C, D) GMR-
Gal4;UAS-AB nao-tratada e tratada com: (E, F) NLC 0,3125 %, (G, H) NLC
0,625% (1,J) NLC 1,25% e (K,L) NLC 2,5 %. As setas indicam a presenca de
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placas amiloides (em verde) na retina da mosca. NT: Nao Tratado. NLC:

Carreador lipidico nanoestruturado controle, sem 6leo essencial.

4 DISCUSSAO

No processo de desenvolvimento de um novo candidato terapéutico, é de
extrema importancia avaliar a qualidade, seguranca e eficacia da formulagédo em
teste (ANVISA RDC 318, 2019; MUSIELAK, FELICZAK-GUZIK & NOWAK, 2022).
Tais parametros foram avaliados nas formulagdes de NLC aqui desenvolvidas. A
qualidade foi comprovada através de testes de estabilidade fisico-quimica,
seguranga por intermédio do ensaio de nanotoxicidade e eficacia através da
avaliagdo da atividade antineurodegenerativa no olho das moscas modelo de
Alzheimer.

As formulagdes deste trabalho exibiram tamanhos de particulas
compativeis com NLC apds 1 ano, apresentaram distribuicdo homogénea dos
tamanhos conforme o esperado, e foram estaveis por 365 dias em temperatura
ambiente (25° C). Cabe ressaltar, que as flutuagdes de valores aqui observadas e
que resultaram em alteragdes significativas ao longo do tempo, sdo compativeis
com o comportamento de sistemas coloidais, ndo estando relacionada a nenhuma
tendéncia de instabilidade fisico-quimica.

A estabilidade em temperatura ambiente € uma caracteristica muito
importante, pois ndo necessitando de refrigeragdo, a formulagdo é facilmente
armazenada de maneira correta e n&o acarreta em custos adicionais ao
desenvolvimento do produto (COLBERG et al. 2017). Além disso, ela é produzida
com excipiente naturais de baixo custo e €& passivel de escalonamento
(MUSIELAK, FELICZAK-GUZIK & NOWAK, 2022). E almejando uma utilizagcao
pela populacdo em geral por meio do Sistema Unico de Saude (SUS), por
exemplo, uma opg¢ao de um tratamento seguro, eficaz e barato, se torna muito
viavel (SILVA et al. 2024).

Os OE apresentam diversas atividades farmacolégicas, mas sao limitados
por sua natureza hidrofdbica, instabilidade, alta volatilidade e potencial toxicidade
(BILIA et al., 2014; CARBONE et al, 2018; CIMINO et al, 2021). O

nanoencapsulamento deles € uma boa estratégia para superar essas limitagdes,
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uma vez que possibilita a melhora da estabilidade, toxicidade e biodisponibilidade
quando comparado ao composto puro (BILIA et al., 2014; CARBONE et al., 2018;
CIMINO et al., 2021). Os OE podem ser empregados simultaneamente como um
bioativo e um componente estrutural de NLC, melhorando a biocompatibilidade e
diminuindo a toxicidade do 6leo puro (GERONIMO et al., 2021; RIBEIRO et al.,
2021; CARVALHO et al., 2022). Neste trabalho, os OE demonstraram seu papel
estrutural e bioativo nas formulagdes de NLC, contribuindo para a obtencdo de
tamanhos de particulas menores e mais homogéneos.

Geronimo e colaboradores (2021) desenvolveram 2 formulagdes de NLC
preparadas com OE de lavanda e melaleuca para entrega de bupivacaina
(anestésico local), no tratamento de melanomas. Carvalho e colaboradores
(2022), desenvolveram um NLC encapsulando docetaxel (usado no tratamento de
cancer de mama) contendo como excipiente funcional o 6leo de copaiba, que
promoveu significativa redu¢cdo na viabilidade celular, em especial nas células
tumorais. A formulagdo de NLC produzida por Silva e colaboradores (2020), cuja
composic¢ao inclui manteiga de abacate, 6leo de copaiba e articaina (anestésico
local), apresentou atividade anti-inflamatoéria potencializada.

Os oleos e manteigas vegetais também sao utilizados em NLC para
potencializar a atividade de compostos ativos, agindo em sinergia com eles
(SILVA et al., 2020; GERONIMO et al., 2021; CARVALHO et al., 2022). Neste
trabalho, foi observado que as formulagdes de NLC controle por si s6 também
apresentaram atividade antineurodegenerativa. Isto demonstra de maneira
pioneira que a manteiga de karité também apresenta atividade bioativa anti-
Alzheimer e provavelmente atua em sinergia com os OE que compdem os NLC.

E conhecido que as manteigas e 6leos vegetais séo eficazes no tratamento
de feridas na pele e apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes e
anti-inflamatdrias (POLJSAK, KREFT & GLAVAC, 2020). Verma e colaboradores
(2012) demonstraram que a manteiga de karité exibiu efeitos anti-inflamatorios.
Elsewedy, Shehata & Soliman (2022) produziram uma formulagdo de SLN, onde a
manteiga de karité (lipidio sdlido) potencializou a atividade antibacteriana do acido
fusidico (um composto antibacteriano eficiente com solubilidade limitada).

A Drosophila melanogaster, com base em ferramentas genéticas bem

desenvolvidas, como o sistema de sequéncia de ativacdo upstream GAL4/UAS
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onde é possivel regular a expressao de um gene de interesse, tem sido um
modelo animal amplamente utilizado no estudo de doengas humanas (GREEVE
et al., 2004). Varios trabalhos demonstraram o uso dessas moscas no estudo da
DA e sua contribuicdo para a triagem de moléculas que possam atuar na redugao
da formagdo de placas de proteina AR, resultando em diminuicdo da
neurodegeneragcao (CARMINE-SIMMEN et al., 2009; HARDY & SELOKOE, 2002;
DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019; ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2020).
Greeve e colaboradores (2004) demonstraram modelo de Drosophila com
caracteristicas neuropatolégicas da DA no olho da mosca. Crowther e
colaboradores (2005) desenvolveram um modelo de D. melanogaster para DA,
direcionando a produgédo de proteina beta amiloide (AB) no sistema nervoso
central e na retina das moscas, levando a degeneragdo dos tecidos. Eles
demonstraram que essa degeneragdo pode ser tratada com intervencao
terapéutica eficaz, tornando esse modelo apropriado para o desenvolvimento e
testes de agentes terapéuticos. Jonson e colaboradores (2015) geraram uma
linhagem transgénica de Drosophila UAS, que expressa 11 peptideos AB. Ela foi
gerada por insercdo cromossémica idéntica, e cruzadas com uma linhagem
condutora Gal/4 (JONSON et al., 2015).

A maioria das concentragdes avaliadas ndao apresentaram toxicidade para
a sobrevivéncia das moscas e as formulagdes nao interferiram na taxa de eclosao
e metamorfose delas. Em nosso estudo, a linhagem UAS-AR (Cédigo Bloomington
BL#64216) expressa os aminoacidos AP humanos 1-42 sob o controle de UAS; e
a linhagem GMR-GAL4 (BL#1104), expressa GAL4 no olho das moscas
(https://bdsc.indiana.edu/Home/Search). Assim, GMR-GAL4 (linhagem driver)

direciona a expressao da proteina beta amiloide (UAS-AB, linhagem responder)

para os olhos compostos da mosca e o cruzamento de fémeas UAS-AB e machos
GMR-GAL4 resulta em degeneracao do fendtipo ocular devido ao acumulo de
placas AP, desencadeando morte celular neuronal e mimetizando a
neuropatologia da DA (DESHPANDE, GOGIA & SINGH, 2019).

Na avaliagdo da atividade antineurodegenerativa das moscas, as
formulagbes de EM/COPA, EM/OLI, NLC, NLC/COPA e NLC/OLI nao
apresentaram nanotoxicidade em todas as concentracbes testadas e nao

interferiram na taxa de eclosdo e metamorfose das moscas. Além disso, foram
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capazes de reduzir a morte neuronal na medula do lobo o6ptico das moscas,
através da reducao dos vacuolos de neurodegeneragao avaliados nesse tecido,
apresentando ac¢do antineurodegenerativa. As diferentes concentragdes de NLC
testadas também foram capazes de reduzir o acumulo de AB na retina do olho da
mosca, o que foi observado nos cortes histoldgicos corados com vermelho Congo
e visualizados sob luz polarizada.

Embora as emulsdes tenham apresentado atividade antineurodegenerativa
tais como os NLC, é conhecido que estes ultimos sao sistemas mais estaveis, que
proporcionam um entrega de ativos e aumentam a biodisponibilidade deles,
apresentando baixa nanotoxicidade e boa compatibilidade com substancias
biolégicas (MUSIELAK, FELICZAK-GUZIK & NOWAK, 2022). Cabe ressaltar que
as emulsdes ja ndo sdo empregadas como sistemas de delivery, pois sao
reconhecidamente instaveis mesmo quando armazenadas em geladeira
(ARAUJO, RIBEIRO & PAULA, 2019). Além disso, as nanoparticulas lipidicas
(SLN e NLC) séo capazes de atravessar barreiras fisiologicas mais complexas,
como a barreira hematoencefalica e possibilitam a entrega eficiente de ativos
terapéuticos por diversas vias de administracdo. Somado a isso, a maioria de
seus métodos de preparacdo podem ser facilmente escalonados (MUSIELAK,
FELICZAK-GUZIK & NOWAK, 2022).

Pinheiro e colaboradores (2020) desenvolveram nanoparticulas lipidicas
contendo quercetina, um flavonoide natural com propriedades neuroprotetoras
para a DA. Os sistemas foram funcionalizados com transferina para facilitar a
travessia da barreira hematoencefalica e foram capazes de reduzir a formagao de
agregados de proteina AB. Outros estudos também demonstraram sistemas
nanocarreadores estaveis com atividade anti-Alzheimer.

NLC carreando curcumina, foi capaz de reduzir as caracteristicas causadas
pelo acumulo de proteinas AR na DA em modelo animal (MALVAJERD et al.,
2019). NLC carreado com berberina apresentou maior potencial no
direcionamento para o cérebro e na prevencao e tratamento da DA, obtendo
melhores parametros comportamentais in vivo, do que a berberina pura (RAJU et
al.,, 2021). NLC carreando extrato liofilizado de Salvia officinalis (planta com

potencial na prevencao e tratamento do Alzheimer), demonstrou maior atividade
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antioxidante do que o extrato puro, apresentando potencial direcionamento
cerebral e liberagado controlada (MARKOVA et al., 2022).

5 CONCLUSOES

As formulagdes de NLC encapsulando OE de olibano e copaiba foram
estaveis por 365 dias armazenadas em temperatura ambiente (25° C), o que
viabiliza sua produg¢ao em larga escala, armazenamento, transporte e distribuigao.
Além disso, foi demonstrado o duplo papel dos OE nas formulagdes — bioativo e
estrutural - reduzindo os tamanhos de particulas e tornando as formulagdes mais
homogéneas. Foi também observado de maneira pioneira a atividade bioativa da
manteiga karité nanoencapsulada e em provavel sinergia com OE nos NLC.

As formulacbes aqui desenvolvidas apresentaram  atividade
antineurodegenerativa, reduzindo o acumulo da proteina AB e a morte neuronal
das moscas. Este trabalho foi pioneiro em desenvolver NLC carreando OE de
copaiba e olibano para o tratamento do Alzheimer. Os sistemas sao promissores
para o tratamento em questdo e testes em modelos biolégicos mais complexos
precisam ser realizados para assegurar ainda mais a segurancga e eficacia destes
sistemas, para permitir posterior ensaio clinico e contribuir fundamentalmente

para o avango do tratamento contra DA.
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