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RESUMO

A falta de uma terapéutica tripanocida eficiente, principalmente na fase cronica da
doenga de Chagas e sem a presenca de efeitos adversos intensos impulsiona a pesquisa
para o desenvolvimento de novos farmacos. As substancias produzidas através do
metabolismo secundario de plantas podem apresentar diferentes efeitos bioldgicos e
serem utilizadas como principios ativos no tratamento de doengas. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi caracterizar quimicamente os 6leos essenciais extraidos das
espécies Cymbopogon densiflorus, Cymbopogon nardus, Melaleuca leucadendron e
Microlicia graveolens, bem como avaliar a atividade anti-Trypanosoma cruzi dos
farmacos livres e apds encapsulamento em sistemas nanoestruturados. A obtencéo
desses dleos ocorreu a partir da hidrodestilacdo das partes aéreas, com rendimentos em
torno de 0,1 a 2,0% de acordo com a espécie. A caracterizacdo realizada através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas permitiu a identificacdo de
mais de 90% dos compostos, com presenca majoritaria de monoterpenos oxigenados. A
partir da analise in silico foi possivel prever inicialmente que todos os 6leos em estudo
apresentariam potencial contra o parasito T. cruzi. No entanto, na avaliagdo in vitro
desta atividade utilizando a cepa Tulahuen, somente o dleo de folhas de C. densiflorus
se revelou ativo, a partir de uma Clsg sobre o parasito equivalente a 60 pg/mL (1S= 3,8).
No ensaio de permeabilidade de membrana do parasito, concentra¢Bes superiores a 30
pug/mL de 6leo apresentaram diferencas em relacdo ao controle. Este resultado foi
confirmado através da microscopia eletrénica de transmissdo. Além disso, sistemas
nanoemulsionados, lipossomais e micelares carregados de O6leo essencial e/ou
benznidazol foram desenvolvidos e apresentaram tamanho em escala hanométrica (<500
nm). A adi¢do dos principios ativos favoreceu a homogeneidade de distribuicdo de
tamanho para todas as formulacGes. Além disso, potencial zeta negativo e um pH acido
também definiram as formulacdes. A estabilidade dos sistemas foi avaliada e apenas 0s
lipossomas contendo ambos os farmacos foram instaveis. As formulagGes foram
capazes de reproduzir a atividade tripanocida apresentada pelo 0leo e benznidazol a
partir de concentragdes inferiores quando comparadas aos farmacos livres. No entanto,
as micelas foram caracterizadas pelos maiores indices de seletividade e um efeito
sinérgico foi comprovado quando ambos os farmacos foram encapsulados

concomitantemente nessa forma farmacéutica. Sendo assim, os resultados desse
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trabalho demonstram o 6leo essencial de folhas de C. densiflorus como candidato
potencial ao tratamento da doenca de Chagas, o qual € capaz de eliminar o T. cruzi in
vitro a partir de baixas concentragdes. Em adicdo, as formas micelares contendo
benznidazol podem ser uma alternativa na quimioterapéutica chagéasica tanto na sua

forma simples, bem como, em combinagdo com o dleo essencial de C. densiflorus.

Palavras-chave: Cymbopogon densiflorus, Cymbopogon nardus, Melaleuca
leucadendron, Microlicia graveolens, 6leo essencial, anti-Trypanosoma cruzi, micelas,
nanoemulsao, lipossoma.



ABSTRACT

The absence of efficient trypanocidal therapy in the chronic phases of the Chagas
disease and without intense adverse effects supports research for development of new
drugs. Substances produced by plants secondary metabolism exhibit several biological
effects and they are used as active principles in the treatment of diseases. This work
aimed characterizing essential oils extracted from Cymbopogon densiflorus,
Cymbopogon nardus, Melaleuca leucadendron and Microlicia graveolens species, as
well as evaluating the anti-Trypanosona cruzi activity of the free drugs and after their
encapsulation in nanostructured systems. These oils were produced by hydrodistillation
from the aerial parts and the yields ranged from 0.1 to 2.0% according to the species.
Oils characterization by gas chromatography mass spectrometry allowed identifying
more than 90% of the compounds, that were mainly classified as oxygenated
monoterpenes. In silico analysis initially predicted that all oils under study have
potential against the T. cruzi parasite. However, this activity was evaluated in vitro
using Tulahuen strain and only the essential oil from C. densiflorus leaves was active,
from ICsp on the parasite equivalent to 60 pg/mL (SI = 3.8). In the parasite membrane
permeability assay, oil concentrations higher than 30 pg/mL showed differences when
compared to the control. This result was confirmed by transmission electron
microscopy. In addition, nanoemulsion, liposome and micellar systems loaded with
essential oil and/or benznidazole were developed and showed a nanometric size (<500
nm). The drug addition favored the homogeneous size distribution. Moreover, negative
zeta potential and acid pH also defined these formulations. The systems stability was
evaluated and only liposomes loaded with both drugs were unstable. The formulations
were able to reproduce the oil and benznidazole trypanocidal activity at lower
concentrations than free drugs. However, micelles showed the highest selectivity index
and a synergistic effect was demonstrated when both drugs were encapsulated in that
pharmaceutical form. Thus, the results of this work indicate the essential oil from C.
densiflorus leaves as a potential candidate for the treatment of Chagas disease since it is
able to eliminate T. cruzi in vitro at low concentrations. Moreover, benznidazole-loaded
micellar forms may be an alternative in chagasic chemotherapeutics through of its

simple form or in combination with the C. densiflorus essential oil.



Key words: Cymbopogon densiflorus, Cymbopogon nardus, Melaleuca leucadendron,
Microlicia graveolens, essential oil, anti-Trypanosoma cruzi, micelle, nanoemulsion,

liposome.
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1. INTRODUGCAO
1.1. Doenga de Chagas

As “Doengas Tropicais Negligenciadas” (DTN) sdo moléstias endémicas em
cerca de 149 paises e constituidas por 17 diferentes enfermidades, as quais estdo
relacionadas principalmente as condi¢bes socioeconémicas adversas das regides
acometidas (WHO, 2010).

Dentre as DTN, estd a doenca de Chagas (Tripanossomiase americana) que
constitui uma antroponose difundida no continente americano desde o sul dos EUA até
o sul da Argentina e endémica em 21 paises da América Latina (WHO, 2017). Apesar
dos avancos obtidos em seu controle, estima-se que 75 milhdes de pessoas devam estar
expostas a infeccdo e entre 6 e 7 milhdes estdo infectadas pelo parasito responsavel pela
doenga (WHO, 2017). A cada ano, estima-se que mais de 10 mil pessoas morrem
devido as manifestacfes clinicas dessa doenca e suas complicacGes (WHO, 2017). No
Brasil, sua distribuicdo abrange cerca de 2.450 municipios, envolvendo uma populacao
de mais de 25 milhdes que estdo sujeitas a esse risco (WHO, 2017).

A transmissdo por vetores e novas infeccdes pelo T. cruzi tém diminuido em
mais de 70% em todo o continente, fato este que tem ocorrido devido a um conjunto de
medidas que englobam tanto a utilizacdo de inseticidas quanto a educacdo voltada a
salde publica (MONCAYO, 2003). Por outro lado, esta cada vez maior a notificacdo de
casos em &reas ndo endémicas como Europa, Australia e Japdo (GASCON, BERN &
PINAZO, 2010). Estas regides sdo os principais alvos da migracdo latino-americana, o
que leva a internacionalizacdo das relagdes humanas. Sendo assim, a transmissdo
vetorial é substituida por outras importantes formas de contamina¢do, como as
transmissGes orais, congénitas, por transfusdo sanguinea e transplante de Orgéos
(COURA & VINAS, 2010; SCHUMUNIS, 2007). Este fato também foi observado nos
EUA, onde a presenga de um grande numero de imigrantes infectados possibilita a
transmissdo do parasito, provavelmente, através da transfusdo sanguinea (BERN et al.,
2011).

O protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da

doenca de Chagas. Nas areas endémicas, a transmissdo ocorre por vetores
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intradomiciliares, sendo o homem infectado, principalmente, durante ou apds o repasto
sanguineo do triatomineo, chamado popularmente de “barbeiro” (BURLEIGH &
ANDREWS, 1995; CHAGAS, 1909). Embora o Triatoma infestans, o principal vetor da
doenca, esteja sob controle em muitas regides endémicas, varios outros triatomineos,
como Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma pseudomaculata, Pastrongylus
megistus e outras espécies domesticas e silvestres continuam a transmitir a infeccdo na
América Latina (URBINA & DOCAMPO, 2003).

O ciclo bioldgico do parasito (Figura 1) é do tipo heteroxénico e pode ser
dividido em: o ciclo em seres humanos e outros mamiferos, composto por uma fase de
multiplicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado; e o ciclo no triatomineo, em que a
multiplicacdo é extracelular no inseto vetor. Dependendo da etapa no ciclo bioldgico, o
T. cruzi pode se apresentar em diferentes estdgios morfoldgicos (BURLEIGH &
ANDREWS, 1995; CHAGAS, 1909).

Em sintese, o mecanismo natural da infeccdo pelo T. cruzi ocorre a partir da
eliminacdo de formas tripomastigotas metaciclicos nas fezes e urina do vetor, durante
ou logo apds o repasto sanguineo, os quais penetram pelo local da picada ou mucosa
adjacente e interagem com células do sistema mononuclear fagocitario da pele ou
mucosas, dando inicio ao ciclo no hospedeiro vertebrado. Nesta etapa, as formas
tripomastigotas se transformam em amastigotas, as quais sdo capazes de se multiplicar
intracelularmente por divisdo binaria. Posteriormente, estes sdo diferenciados
novamente em tripomastigotas, passando pelo estagio intermediario de epimastigota e
sdo liberados da célula hospedeira para o intersticio. Em seguida, caem na corrente
circulatéria e atingem outras células de qualquer tecido ou érgdo para cumprir novo
ciclo, podendo ser destruidos por mecanismos imunoldgicos do hospedeiro ou serem
ingeridos por triatomineos para cumprir seu ciclo extracelular. Durante o
hematofagismo, o vetor ingere as formas tripomastigotas presentes na corrente
circulatéria do hospedeiro vertebrado infectado, promovendo o ciclo no triatomineo. No
estbmago do vetor, ocorre a transformacdo das formas tripomastigotas em formas
arredondadas (esferomastigotas) e epimastigotas. Essa ultima forma é a responsavel

pela manutencdo da infeccdo no vetor, através de sua multiplicacdo no intestino médio.
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Por fim, se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas no reto, sendo

eliminados nas fezes ou urina (CDC, 2016).

Figura 1: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi na doenga de Chagas. 1- Um inseto vetor triatomineo
infectado ao alimentar-se de sangue, elimina pelas fezes, tripomastigotas proximo do local da picada. Os
tripomastigotas entram no hospedeiro através do ferimento da picada ou por mucosas intactas. 2- Dentro
do hospedeiro, os tripomastigotas invadem células proximas ao ponto de entrada onde diferenciam-se nas
formas intracelulares, os amastigotas. 3- Os amastigotas replicam-se por divisdo binaria. 4- Entdo
diferenciam-se em formas tripomastigotas e séo liberados na circulagcdo sanguinea. Os tripomastigotas
infectam células de uma grande variedade de tecidos e transformam-se em amastigotas intracelulares, em
um ciclo infectante continuo. 5- O triatomineo infecta-se ao ingerir sangue de um hospedeiro vertebrado
contendo parasitos circulantes. 6- As formas tripomastigotas ingeridos transformam-se em epimastigotas
no intestino médio do vetor. 7- Multiplicam-se por divisdo binaria. 8- No intestino posterior o parasito se
difenrencia na forma infectante, o tripomastigota metaciclico. “i” Estagio infeccioso. “d” Estagio
diagndstico (Fonte: Adaptado de CDC, 2016).

No inicio da infeccdo, a parasitemia € mais elevada e pode levar a morte do
hospedeiro em cerca de 10% dos casos devido a encefalomielite ou insuficiéncia
cardiaca, constituindo, assim, a fase aguda. Os sinais da infeccdo iniciam-se atraves das
manifestacdes locais, quando o T. cruzi penetra na conjuntiva (sinal de Romafa) ou na
pele (chagoma de inoculagdo). Além disso, esta fase caracteriza-se por uma
sintomatologia inespecifica representada por febre, edema localizado e generalizado,

taquicardia, linfadenopatia, esplenomegalia, linfocitose e, raras as vezes, perturbagdes
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neuroldgicas. Ap6s o desenvolvimento de uma resposta imune eficaz, inicia-se a fase
crbnica caracterizada por parasitemia subpatente, podendo o paciente permanecer na
forma indeterminada por toda a vida. Nessa fase latente, os exames sorologicos e/ou
parasitolégicos sdo positivos, porém ndo ha presenca de sintomas e/ou sinais da doenca,
o eletrocardiograma apresenta-se normal, assim como, a radiografia do coracédo, es6fago
e colon (PRATA, 2001; BRENER, 1987; ANDRADE, 1985).

A evolucdo das diferentes formas clinicas da fase cronica ocorre lentamente,
cerca de 10 a 30 anos apos a infeccdo, sendo que 30% dos pacientes evoluem para a
forma cardiaca, enquanto 8 a 10% dos casos caracterizam-se pela forma digestiva ou
mista. Observa-se, nestes casos, reativacdo intensa do processo inflamatério com dano
destes 6rgdos. Na cardiopatia chagasica crénica sintomatica, o fato clinico principal € a
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), além da presenca da cardiomegalia e dos
fendmenos tromboembolicos, que podem levar a morte sibita. As manifestacGes
digestorias sao representadas pela falta de coordenacdo motora (aperistalse, discinesia),
caracterizando o megaesofago e megacdlon (PRATA, 2001; BRENER, 1987;
ANDRADE, 1985).

1.2. Processo inflamatdrio na doenca de Chagas

A patogénese da doenca de Chagas é caracterizada, entdo, por inflamacao
sustentada e difusa dos 6rgdos afetados com citdlise e fibrose associadas. Estudos
revelam correlacdo entre a presenca do parasito e 0s processos inflamatorios. A
descoberta de que células T CD4" e T CD8" especificas para o T. cruzi estdo
consistentemente associadas a infiltrados ricos em citocinas Thl, demonstrou que a
persisténcia do parasito é uma condicdo suficiente para gerar e sustentar uma resposta
inflamatéria Thl em tecidos infectados, o que pode incluir fenbmenos autoimunes.
Sendo assim, a doenca de Chagas deve ser tratada principalmente como uma condicao
infecciosa e ndo autoimune (DUTRA et al., 2014; GOLGHER & GAZZINELLI, 2004).

A manutencdo do processo inflamatério, de uma forma geral, é mediada
principalmente por citocinas e quimiocinas que podem estimular ou inibir a resposta

imune, bem como, induzir respostas do tipo Thl e Th2. No entanto, o tipo de mediador
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inflamatorio ¢ o que mais influencia a resposta a ser gerada (D’AMBROSIO &
SINIGAGLIA, 2000).

Na doenca de Chagas, a ativacdo do sistema imune inato pode estar envolvida na
resisténcia do hospedeiro durante a fase aguda da infec¢do pelo T. cruzi, a qual é
caracterizada por uma producgdo elevada de citocinas pro-inflamatérias do tipo Thl
(IFN-y ¢ TNF) (DUTRA et al., 2014; CUNHA-NETO et al., 2006). A estimulacdo da
sintese de IL-12 e TNF pelos macrofagos ativa as células NK que passam a produzir
IFN-y, este, por sua vez, induz a diferenciacdo dos linfécitos T no fenotipo Thl, que
consiste na principal populacdo celular produtora de IFN-y mediada por IL-18. Os
macrofagos ativados pelo IFN-y e TNF passam, entdo, a produzir éxido nitrico (NO)
que é o principal responsavel pelo controle da replicacdo do parasito na fase aguda da
doenga (MACHADO et al., 2012; HOLSCHER et al., 1998; ALIBERTI et al., 1996;
VESPA et al., 1994). No entanto, citocinas reguladoras, incluindo IL-10 e TGF-p, sao
associadas a suscetibilidade a infeccdo pelo parasito devido a sua acdo inibitéria da
ativacdo de macrofagos mediada por IFN-y (HOLSCHER et al., 2000; TSUNAWAKI
etal., 1998).

Neste contexto, a presenca de mecanismos imunoregulatérios é um fator
importante na patogénese da doenca de Chagas, uma vez que a transi¢do da fase aguda
para a fase cronica da doenca € acompanhada pelo controle da resposta inflamatoria
(DUTRA et al., 2014; MACHADO et al., 2012). Sabe-se que IL-10 é produzida em
pacientes cronicos e 0 oposto é observado no inicio da infeccdo (PASSOS et al., 2017;
SOUZA et al., 2004). Sendo assim, a producdo dessa citocina ndo permite a elevacao
dos niveis de parasitemia apesar de imunossuprimir a resposta celular, além de ser
capaz de controlar o estabelecimento da inflamag&o. No entanto, é sugerido que a perda
desse controle sobre a resposta imune inflamatoria pode acarretar na evolugdo para a
forma clinica cardiaca (PASSOS et al., 2017; DUTRA et al., 2014).

Além disso, em resposta a infeccdo, quimiocinas induzidas ou “inflamatérias”
também sdo produzidas. CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CCL11/eotaxina, CCL4/MIP-
1B, CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10 séo tipicamente induzidas de novo e recrutam
celulas efetoras, incluindo mondcitos, granuldcitos e células T efetoras para o local de
entrada do patégeno (MACHADO et al., 2012; MOSER & LOETSCHER, 2001).
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Estudos demonstram também que CCL2/MCP-1 estimulado por TNF pode aumentar a
resposta inflamatdria por induzir a producdo de IL-1p e IL-6, produzindo altos niveis de
NO (DAMAS et al., 2001).

Sendo assim, 0 NO desempenha varias fungdes fisioldgicas, como por exemplo,
a citotoxicidade mediada por macrofagos, sendo papel importante no sistema
imunolodgico. No entanto, esta substancia € uma espécie reativa de nitrogénio e, além de
sua participacdo na resposta inflamatdria, também apresenta acdo no estresse oxidativo

durante o desenvolvimento da doenga de Chagas.
1.3. Estresse oxidativo na doenc¢a de Chagas

Em adicdo as citocinas pro-inflamatdrias, os pro-oxidantes também afetam a
patogénese chagasica. Radicais livres sdo pequenas moléculas instaveis formadas a
partir da energia recebida por um atomo de oxigénio altamente reativo devido a
auséncia de um elétron da sua camada mais externa, sendo comumente denominados
como espécies reativas de oxigénio (ERO) (BUCHLI, 2002). As ERO incluem todos os
radicais do oxigénio e os principais produtores destas espécies na doenca de Chagas sdo
a NADPH oxidase (NOX2) e a mitocondria (MACHADO et al., 2012).

Estudos demonstram que a inibicdo de NOX ou uso de sequestradores de ERO
bloqueam de forma significativa a ativacdo e proliferacdo de fagdcitos e mediadores
inflamatorios, uma vez que essas espécies reativas desencadeam a producdo de citocinas
pré-inflamatérias (DHIMAN & GARG, 2011). Esta acdo resulta, portanto, em um
aumento da susceptibilidade ao T. cruzi e sugere que o estado redox € um fator
importante na ativacdo do sistema imune e controle parasitario (MACHADO et al.,
2012).

Além disso, o organismo humano também sofre acdo constante de espécies
reativas de nitrogénio (ERN) geradas em processos inflamatorios. Nas ERN estdo
incluidos o peroxinitrito, o radical diéxido de nitrogénio, assim como, o NO. A sintese
do NO é intermediada por um grupo de enzimas genericamente denominadas de Oxido
nitrico sintases (NOS). A iNOS (induzivel) ndo ¢é expressa em condi¢des normais, sendo
produzida em uma variedade de células por meio de citocinas e/ou endotoxinas como

resultado de uma resposta inflamatoria localizada ou difusa (FRANCISCO et al., 2010;
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MONCADA, PALMER & HIGGS, 1991). No caso da doenca de Chagas, esse sistema é
regulado positivamente por citocinas pré-inflamatorias (IFN-y e TNF) que induzem a
INOS e o contrario pode ser observado através de citocinas anti-inflamatérias como o
TGF-p e a IL-10 (MOORE et al., 2001; DINARELLO, 2000; VODOVOTZ, 1997).

De uma forma geral, o0 NO possui acdo citotoxica e citostatica, promovendo a
destruicdo de microrganismos, parasitos e células tumorais. No processo infeccioso, NO
e ERO sdo secretados por células ativadas, como macréfagos, neutrofilos e células
endoteliais e a acdo citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reacdo
com esses intermediérios do oxigénio (MACHADO et al., 2012; DUSSE, VIEIRA &
CARVALHO, 2003).

Dessa forma, 0s organismos vivos estdo continuamente expostos as espécies
reativas exogenas e endogenas ou radicais que causam diferentes danos celulares. O
desequilibrio entre a taxa de formacdo dessas substancias e sua degradacdo conduz ao
estresse oxidativo e é decorrente de uma producdo acelerada de espécies reativas ou da
deterioracdo dos mecanismos envolvidos na protecdo contra essas moléculas. A partir
desse processo inicia-se uma série de reacGes originando alteracdes em proteinas
extracelulares e modificacBes celulares, sendo o maior dano a peroxidacdo dos &cidos
graxos presentes na dupla camada lipidica das células e, por conseguinte, a morte
celular (ANDRADE et al., 2007; VICENTINO & MENEZES, 2007)

O NO e as ERO, quando produzidos em quantidades fisioldgicas, desempenham
papéis criticos em processos normais de desenvolvimento e mecanismos de controle de
transducdo de sinais que regulam a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. No
entanto, quando essas espécies sdo produzidas em excesso ou por longos periodos com
0 intuito de combater o parasito na doenca de Chagas, elas podem também exercer
efeitos toxicos que danificam as células e tecidos, e que resultam na disfuncdo dos
processos fisiologicos (GUPTA, WEN & GARG, 2009).

Sendo assim, o estresse oxidativo pode ocorrer no curso da infeccdo pelo T.
cruzi e durante o desenvolvimento da doenca e como resultado leva a destruicdo do
tecido por secreches toxicas do parasito, por reacOes imunes mediadas por
citotoxicidade ou por danos secundarios nas mitocondrias (FRANCISCO et al., 2010;
GUPTA, WEN & GARG, 2009). Neste sentido, estudos sobre o estresse oxidativo e a
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doencas de Chagas, bem como, os mecanismos relacionados ao processo inflamatério e

a producdo de NO e ERO se fazem necessarios.
1.4. Tratamento da doenca de Chagas

O histérico da busca para o tratamento da doenca de Chagas inicia-se desde a
descoberta da infeccdo pelo T. cruzi e permanece até os dias atuais. Alguns compostos
como atoxil (arsenical), fucsina (corante de rosanilina), tartaro emético (antimonial
pentavalente) e cloreto de mercurio foram utilizados para combater o parasito até 1935.
Apos essa data e até meados dos anos 60 foram utilizados os derivados de quinoleinas e
varios outros farmacos antimalaricos, arsenobenzois e outros arsemicais, fenantridinas,
sais de ouro, bismuto, cobre e zinco, iodeto de sddio, violeta genciana, aminopterinas,
acido para-aminosalicilico, hidrazida do &cido nicotinico, sulfonamidas, anti-
histaminicos, horménio adrenocorticotrofico e cortisona, derivados da estilomicilina,
anfotericina B, derivados azélicos e mais de 30 antibioticos (COURA & DE CASTRO,
2002). Apesar das inumeras tentativas para o descobrimento de farmacos eficazes,
apenas entre as décadas de 60 e 70, foram introduzidos o nifurtimox (NFX) e o
benznidazol (BZ) que, apesar de serem baseados em uma terapéutica empirica, ainda
sdo utilizados como medicamentos de primeira escolha (URBINA, 2002).

Em 1967, a Bayer lancou o NFX com o nome de Lampit® e atualmente é
produzido em El Salvador (SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA, 2006). No
entanto, alguns paises como Brasil, Argentina, Chile e Uruguai suspenderam a partir da
década 80 a comercializacdo desse medicamento, o qual apresenta efeitos adversos
maiores e mais intensos, além de uma eficacia reduzida quando comparado ao BZ
(BERN, 2011; COURA & DE CASTRO, 2002). O BZ foi langado em 1972 pela Roche
com o nome de Rochagan® no Brasil e sua tecnologia de producdo foi cedida ao pais,
sendo fabricada, atualmente, pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(Lafepe) (LAFEPE, 2007; SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA, 2006). Diante
desse contexto, em muitos paises 0 BZ é o Unico farmaco utilizado no tratamento da
doenca de Chagas e nos paises ndo endémicos como Espanha, Franca e Portugal, apesar
do BZ ndo possuir registro, 0 mesmo esta disponivel através de fontes governamentais
(GASCON, BERN & PINAZO, 2010).
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Devido a natureza empirica da descoberta e desenvolvimento do BZ e NFX,
estes foram sendo utilizados sem uma compreensdo clara dos mecanismos de acao.
Sabe-se que o primeiro possui efeitos apenas contra as formas sanguineas do parasito, ja
0 segundo, as formas sanguineas e parcialmente as formas teciduais sdo afetadas.
Sugere-se que 0 grupo nitro do BZ sofra uma reducdo a grupo amino através da acédo de
enzimas do tipo nitroredutases, dando origem a radicais livres intermediarios bem como
em metabolitos eletrofilicos, que envolve a ligagdo covalente de macromoléculas como
DNA, proteinas e lipideos e afeta 0 metabolismo da tripanotiona do T. cruzi (RIBEIRO
et al., 2010; DOCAMPO, 1990; DOCAMPO & MORENO, 1986). No caso do NFX, a
acao contra o parasito é associada a producdo de altas concentracGes de espécies
reativas de oxigénio. O grupo nitro é reduzido intracelularmente a radicais nitroanion
instaveis, que por sua vez, reagem para produzir metabdlitos de oxigénio reduzidos
altamente tdxicos como superoxido - O, e perdxido de hidrogénio - H,O, (DOCAMPO
& MORENO, 1986). A eficicia desse tratamento se deve ao fato do parasito ser
deficiente nos mecanismos de desintoxicacdo desses metabdlitos de oxigénio, sendo
assim, mais sensivel ao estresse oxidativo do que as células de vertebrados (URBINA &
DOCAMPO, 2003).

O uso desses compostos no tratamento da fase aguda da doenca de Chagas reduz
a letalidade dos individuos infectados, o agravamento do quadro clinico e pode levar a
cura em cerca de 65 a 80% dos pacientes. No entanto, 0 mesmo ndo é observado na fase
crénica, em que apenas 37% dos casos evoluem para cura. Embora sejam incapazes de
erradicar o parasito, pode-se observar nesse caso uma reducdo da gravidade dos
processos inflamatdrios associados e da deterioracdo da condi¢do clinica dos pacientes,
sendo recomendado, portanto, o tratamento dos pacientes cronicos a fim de minimizar a
evolucgéo da doenga (URBINA, 2009).

Por outro lado, ambos os farmacos provocam efeitos colaterais indesejaveis
como consequéncia do dano oxidativo ou redutor nos tecidos do hospedeiro. Dentre
eles, anorexia, vomito, polineuropatia periférica e dermatite alérgica estdo presentes e
podem levar a interrupcao do tratamento. A incidéncia desses efeitos é variavel e pode
depender da idade, regido geografica e da qualidade da superviséo clinica do tratamento.

Além disso, acredita-se que os metabolitos gerados pela biotransformacdo dos mesmos
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também provocam o surgimento de efeitos secundarios toxicos ao hospedeiro, devido a
natureza quimica e reatividade desses compostos. Com isso, a disponibilidade apenas
dos farmacos nitrofuranos e nitroimidazoles no uso clinico para o tratamento da doenca
de Chagas permanece insatisfatéria devido a toxicidade frequente e limitacdo de sua
eficacia, particularmente na forma cronica da doenca (URBINA, 2009; CASTRO,
MECCA & BARTEL, 2006; URBINA & DOCAMPO, 2003; URBINA 2002).

Diante das limitacbes significativas da atual quimioterapia disponivel, outros
mecanismos eficazes vém sendo relatados, como os inibidores da biossintese do
ergosterol (IBE), candidatos ao tratamento da doenca de Chagas, uma vez que
bloqueiam a producdo de novo de 24-alquilesterdis, que sdo essenciais para a
sobrevivéncia do parasito e ndo podem ser substituidos pelo proprio colesterol do
hospedeiro. Entre estes compostos, podem-se destacar os derivados de triazol que
inibem a lanosterol 14-a demetilase (CYP51) do parasito e demonstraram atividade
contra cepas de T. cruzi resistentes ao NFX e BZ. Outros IBE especificos para este
parasito incluem inibidores da esqualeno sintase, lanosterol sintase (oxidoesqualeno
ciclase), esqualeno epoxidase, citocromo P-450, 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA
redutase, D24(25) esterol metil transferase, bem como, compostos com mecanismos
duplos de acdo, ou seja, inibicdo da biossintese de ergosterol e geracdo de radicais
livres. Sendo assim, as principais vantagens desses compostos em relacdo as
terapéuticas atualmente disponiveis sdo maior poténcia e seletividade em infec¢des
agudas e cronicas, atividade contra cepas resistentes e melhores perfis de tolerabilidade
e seguranca (URBINA, 2009).

Estudos revelam também que o T. cruzi contém uma protease de cisteina
semelhante & catepsina L, denominada cruzipaina (cruzain ou gp51/57), a qual é
responsavel pela maior atividade proteolitica de todos os estagios do ciclo de vida do
parasito (MURTA et al., 1990). Aos niveis celular e bioguimico, foi demonstrado que
os inibidores seletivos desta protease bloqueiam a maturacdo da cruzipaina e seu
transporte para os lisossomas, bem como, a quebra das proteinas do hospedeiro. Com
isso, estes compostos inibem a proliferacdo de epimastigotas extracelulares e
amastigotas intracelulares, assim como, cessam a metaciclogénese in vitro

(transformacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos), indicando que a
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enzima realiza funcgdes essenciais para a sobrevivéncia e crescimento do parasito e sua
inibicdo garantiria uma atividade antiparasitaria (URBINA & DOCAMPO, 2003,
URBINA, 2002; MURTA et al., 1990).

Ademais, parasitos tripanossomatideos sdo deficientes na biossintese de novo de
purinas, sendo a hipoxantina guanina fosforribosil transferase (HGPRT) uma enzima
chave dessa via, uma vez que estd envolvida na captura de purinas do hospedeiro.
Diante dessa realidade, inibidores da xantina oxidase atuam como analogos de purina e
sdo incorporados, através da HGPRT, no DNA do parasito, interrompendo assim a
sintese de RNA e proteinas. Outros potenciais alvos quimioterapicos também foram
identificados, como os inibidores das enzimas envolvidas na sintese e metabolismo
redox da tripanotiona, a qual é Unica para protozoarios cinetoplastideos e atua
substituindo glutationa em glutationa reduzida no sistema tiol-redox intracelular destas
células. Além disso, também sdo objetos de estudo os inibidores da di-hidrofolato
redutase, enzima que catalisa uma etapa crucial na via de novo para sintese de
nucleotideos de DNA do parasito e os alquil-lisofosfolipidios, que blogueiam
seletivamente a biossintese de fosfatidilcolina em T. cruzi e revelaram uma boa
atividade oral e baixa toxicidade. Em adicdo, foi relatado ainda que o pirofosfato
inorganico e outros polifosfatos de cadeia curta sdo os principais compostos fosfatos de
alta energia em tripanossomatideo, sendo mais abundante que o ATP. A abundancia
destes compostos juntamente com a presenca de enzimas que utilizam o pirofosfato em
T. cruzi sugerem que estes podem desempenhar um papel primordial na sobrevivéncia
do parasito e a inibicdo do metabolismo de pirofosfato, assim como 0s mecanismos
acima citados, demonstram abordagens promissoras no desenvolvimento de novos
agentes antiparasitarios (URBINA & DOCAMPO, 2003; URBINA, 2002).

A existéncia de diferentes mecanismos de acdo é uma excelente alternativa no
tratamento da doenca de Chagas, visto que a eficacia terapéutica dos farmacos esta
diretamente relacionada a variabilidade genética do T. cruzi, uma vez que ha cepas mais
resistentes que outras. Sendo assim, sugere-se que o tratamento escolhido deve
considerar o tipo de cepa predominante em cada area endémica e a erradicacdo do

parasito em pacientes infectados possa ser um pré-requisito para deter a evolugdo da

SEIBERT, J. B. (2019) 12



FUNDAMENTAGCAO TEORICA

doenca e evitar suas consequéncias irreversiveis em longo prazo (URBINA, 2002;
ANDRADE, 1985).

Neste contexto, um farmaco ideal para o tratamento da doenca de Chagas deve
promover a cura parasitoldgica para casos agudos bem como crénicos, ser eficaz em
dose Unica ou poucas doses, ser de baixo custo, ndo apresentar efeitos adversos e nao
induzir resisténcia (AZEREDO et al., 2014; COURA & DE CASTRO, 2002). Apesar
das limitagdes do tratamento com o BZ, este farmaco é o de primeira escolha devido a
apresentacdo de resultados clinicos superiores a outros candidatos a farmacos, porém
ndo é o ideal. Realidade esta que impulsiona a busca por novos principios ativos ou
novas formulacdes que contornem as desvantagens apresentadas pelo BZ e sejam mais
eficientes. Outra alternativa que também tem sido avaliada é a associacdo dos farmacos
convencionalmente utilizados entre si e com 0s novos compostos com o intuito de
melhorar a eficécia terapéutica.

Posto isto, o presente trabalho foi previamente dividido em trés capitulos. O
primeiro teve como objetivo principal a pesquisa de novos compostos com acao anti-T.
cruzi obtidos a partir do metabolismo secundéario de plantas medicinais. Em seguida, o
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados contendo BZ e/ou 0s novos compostos
foi realizado a fim de potencializar o efeito tripanocida dos farmacos, sendo, portanto,
relatado nos dois Gltimos capitulos. Por fim, a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
foi proposta como um efeito complementar de uma nova terapia para a doenga de
Chagas e seus resultados foram expostos no apéndice.
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CAPITULO 1 1. Introducéo

1. INTRODUCAO
1.1. Uso de plantas medicinais no tratamento da doenca de Chagas
1.1.1. Atividade anti-Trypanosoma cruzi

As plantas de uso medicinal sdo de extrema importancia para o tratamento, cura
e prevencdo de diversas doencas, além de representarem a Unica opg¢éo terapéutica para
algumas comunidades e grupos étnicos (VEIGA JR., PINTO & MACIEL, 2005;
MACIEL et al., 2002). A partir de um levantamento realizado pela Organizagdo
Mundial de Satde (OMS) esta realidade pdde ser retratada e revelou que cerca de 80%
da populacdo dos paises em desenvolvimento, principais regides acometidas pelas DTN,
dependiam dessa tradicdo como forma de assegurar os cuidados béasicos de saude
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Assim, 0 uso de plantas e derivados como medicamento acompanhou todo o
processo civilizatorio e ainda representa uma fonte de recursos a moderna farmacologia
(VEIGA JR., PINTO & MACIEL, 2005; MACIEL et al., 2002). Dentre os compostos
ativos utilizados no tratamento de doengas, cerca de 121 sdo de origem vegetal e
representam 25% dos medicamentos prescritos mundialmente. Segundo a OMS, 252
farmacos sdo considerados essenciais para a populacdo e 11% destes sdo
exclusivamente obtidos a partir de plantas, além de um numero significante de ativos
sintéticos ser derivado de precursores naturais (RATES, 2001).

As plantas e os metabdlitos secundarios podem representar, portanto, uma fonte
rica de diversidade quimica com um potencial extremamente alto para produzir novas
terapias das DTN. No cenario mundial, apenas uma pequena porcentagem dentre as
200.000 espécies de plantas existentes foi estudada quimicamente. O Brasil é o pais
detentor da maior biodiversidade do planeta, assim como, de uma diversidade étnica e
cultural que proporciona conhecimentos do uso tradicional de plantas medicinais e 0
torna referéncia para o desenvolvimento de pesquisas associando-as a tecnologias e
terapéuticas apropriadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SIMOES & SCHENKEL,
2002). Apesar dessa grande diversidade, das cerca de 60.000 especies vegetais
superiores catalogadas no pais, apenas 8% apresentam estudos quanto a presenca de

compostos bioativos e 1.100 espécies tém suas propriedades medicinais estudadas, ou
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seja, 0 conhecimento cientifico sobre as propriedades farmacolégicas dessas plantas
ainda é restrito e uma parcela ainda menor foi investigada quanto a atividade
antiprotozoaria (GUERRA & NODARI, 2001; PRANCE, 1977). O repositério de
produtos naturais derivados de vegetais merece, assim, ser investigado de forma mais
intensa do que até o presente momento (SCHMIDT et al., 2012b).

Como dito anteriormente, a manutencdo de novos casos em regides endémicas e
a recente disseminacdo da doenca de Chagas em regiGes ndo endémicas apontam para a
necessidade do desenvolvimento de farmacos eficazes contra essa doenca,
principalmente na sua forma cronica (AZEREDO et al., 2014). Sendo assim, o interesse
da comunidade cientifica pelo uso de agentes terapéuticos naturais no combate da
Tripanosomiase vem crescendo nas Ultimas décadas. Fato que se justifica por serem,
geralmente, considerados seguros, acessiveis e demonstrarem serem mais eficazes do
que produtos farmacéuticos sintéticos em doencas crbnicas (BARROS et al., 2016).
Dessa forma, os fitoterapicos sdo caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos
baixos riscos de seu uso, bem como, pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade (CARVALHO et al., 2008).

Outro beneficio dos medicamentos de origem vegetal é o sinergismo entre 0s
componentes bioativos. A diversidade quimica ampla e complexa dos constituintes
contribui para a existéncia de diferentes mecanismos de agdo, revelando ser uma
estratégia para proporcionar a maxima resposta farmacolégica (AMPARO, 2016).
Sendo assim, a verdadeira vantagem dos produtos naturais em comparagdo com um
conjunto de produtos quimicos é que sua diversidade estd focada em propriedades
quimicas que aparentemente representa, naturalmente, compostos com caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas bioativas e semelhantes a drogas (SCHMIDT et al.,
2012a).

Em revisao realizada por Schmidt et al. (2012a; 2012b) foi possivel observar o
potencial de produtos naturais no combate as DTN, em que foram compiladas quase
900 substancias diferentes e seus dados de atividade. Esses compostos obtidos a partir
do metabolismo secundario de plantas pertencem aos mais distintos grupos, como
terpenoides, lignanas, cumarinas, derivados do acido cafeico, quinonas de varias classes
estruturais, flavonoides e compostos relacionados, cromenos, benzopiranos,

benzofuranos, xantonas, acetogeninas, poliacetilenos, bem como, diversos alcaloides.
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Apesar da grande diferenca estrutural e funcional apresentada por esses metabolitos,
todas as classes, de uma forma geral, apresentaram um papel importante no combate as
formas parasitarias.

Neste estudo, foi relatado também o efeito antiprotozoario para mais de 230
espécies, pertencentes, principalmente, a cerca de 70 familias distintas, sendo mais de
30 destas avaliadas especificamente a acdo tripanocida, o que confirma o potencial anti-
T. cruzi de substancias provenientes de plantas (SCHMIDT et al., 2012a; SCHMIDT et
al., 2012b).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), dentre 0s
medicamentos fitoterapicos liberados no Brasil, a espécie Mentha crispa (Lamiaceae) ja
possui registro e tem como categoria terapéutica sua acao antiparasitaria (CARVALHO
et al., 2008). Diante do potencial de acdo contra protozoarios, € incomum que outras
espécies ainda nao tenham sido regulamentadas, o que reforca a necessidade de
continuar as pesquisas dos bioativos naturais para manejo terapéutico das DTN.

Dessa forma, varios farmacos para o tratamento de doencas parasitarias ja foram
extraidos de plantas ou sintetizados a partir de prototipos vegetais. Portanto, o estudo de
extratos e compostos com atividade bioldgica isolados de plantas com uso na medicina
popular pode fornecer informacdes Uteis, bem como, ser uma fonte importante para o
descobrimento de novos principios ativos e desenvolvimento de antiparasitarios
potentes (BORGES et al., 2012; DIAS et al., 2009; SANTORO et al., 2007a,b,c).

1.1.2. Analise in silico

O screening virtual (in silico) também tem sido utilizado como alternativa nas
pesquisas com plantas de uso medicinal por ser um meio conveniente e barato para
estudar interacdes entre estruturas quimicas e potenciais aplicacdes. As analises in silico
podem ser usadas para classificar compostos, a fim de priorizar e direcionar para futuros
experimentos, o que facilita e reduz os custos do processo de descoberta de novos
farmacos (OGUNGBE & SETZER, 2016; OLIVEIRA et al., 2014).

O programa “Prediction of Activity Spectra for Substances” (PASS) é uma das
ferramentas in silico que tem sido utilizada para prever atividades bioldgicas de
metabolitos secundarios. O PASS permite analisar varios efeitos farmacologicos,

mecanismos de acdo e efeitos toxicos especificos com base na estrutura da substancia
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com 95% de acurécia, fato que deve ser validado, posteriormente por testes in vitro e in
vivo (GOEL et al., 2011).

PASS online também possibilita previsdes simultaneas baseando-se em
comparagOes da estrutura quimica com compostos ja conhecidamente ativos. Dentre
esses compostos estdo farmacos, candidatos a farmacos, compostos em processos de
registro, substancias toxicas, fitocomponentes, dentre outros, totalizando mais de
260.000 descritores incluidos no banco de dados. Os resultados das analises sé&o
fornecidos como as probabilidades do composto ser ativo (Pa) e inativo (Pi)
(www.pharmaexpert.ru/passonline) (AMPARO, 2016).

Neste contexto, os produtos naturais oferecem importantes oportunidades
complementares na descoberta de farmacos: a) ocupam diferentes regides de espaco
quimico biologicamente relevante, incluindo abundantes funcionalidades contendo
oxigénio (raramente nitrogénio) e altos graus de quiralidade e complexidade; b)
provaram serem farmacos eficazes; c) foram otimizados para a atividade, incluindo o
transporte ativo e d) servem como estruturas para modificacdo semisintética para
melhorar a atividade, seletividade ou biodisponibilidade. Os estudos in silico tornaram-
se, assim, um substituto ou um complemento ao rastreio destes compostos
farmacologicamente ativos, permitindo selecionar alguns compostos ou classes para
alvos de farmacos de protozoarios especifico, neste caso, para o parasito T. cruzi
(OGUNGBE & SETZER, 2016).

1.2. Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo produzidos através do metabolismo secundario das
plantas, apresentando-se principalmente como uma mistura complexa de terpendides
ciclicos e aciclicos. Os terpenos sdo biossintetizados a partir do acido mevalénico
(MVA) ou do metileritritol fosfato (MEP), os quais ddo origem a duas unidades
importantes, pirofosfato de isopentenila (IPP) e pirofosfato de dimetilalila (DMAP), que
sdo os precursores imediatos dessa classe. As moléculas de IPP e DMAP contém cinco
carbonos (5C) cada e a formacdo de unidades maiores geralmente ocorre a partir da
unido destas através do modelo "cabecga-cauda™ (Figura 2). Com isso, 0s terpenos sdo
facilmente classificados, de acordo com o nimero de unidades de isopreno (5C), em:

hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C), diterpenos (20C),
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triterpenos (30C), tetraterpenos (40C) e politerpenos (unidades maiores) (CASTRO et
al., 2010; CSEKE, et al., 2006; CROTEAU, KUTCHAN & LEWIS, 2000).
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Figura 2: Formacéo de unidades de isopreno a partir do &cido mevalénico (MVA) e biossintese de
terpendides a partir da ligacéo "cabeca-cauda" das unidades de isoprenos (Fonte: SEIBERT, 2015).

SEIBERT, J. B. (2019) 19



CAPITULO 1 1. Introducéo

Os oleos essenciais e seus constituintes apresentam um amplo espectro de agdo
farmacoldgica, sendo usados como antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-
inflamatdrios, antiespasmaédicos, bem como, anti-helminticos e antiprotozoarios
(AZEREDO et al., 2014). Além de serem ativos para diversas a¢des bioldgicas, grande
parte dos monoterpenos revelam baixa toxidade para os mamiferos, sendo considerados
como seguros pela United States Food and Drug Administration (USFDA) (CHAGAS
et al., 2002). Apesar do grande nimero de trabalhos nos quais se avaliam e comprovam
algumas atividades biologicas dos 6leos essenciais, poucos estudos foram realizados
avaliando a atividade sobre parasitos e abordando o seu potencial citotdxico.

N&o héa certamente alguma regra dirigindo a escolha do extrato na busca de
compostos com uma bioatividade particular. No entanto, uma vez que a maioria das
moléculas semelhantes a farmacos sdo de polaridade média ou baixa e tamanho
molecular pequeno, uma boa escolha sdo usualmente os 6leos essenciais (SCHMIDT et
al., 2012a).

Estudos propdem que a atividade de 6leos essenciais sobre tripanossomatideos é
devido principalmente a sua composicdo terpénica. Essa classe, principalmente os
monoterpenos, é responsavel pela caracteristica hidrofébica dos 6leos, o que permite
sua difusdo através das membranas celulares, afeta vias metabdlicas e organelas
intracelulares do parasito (BORGES et al., 2012).

Sendo assim, embora 0 uso de Gleos essenciais para o tratamento de doencas
parasitarias seja menos investigado, suas caracteristicas como baixa densidade associada
a sua rapida difusdo através das membranas celulares como resultado da sua
lipossolubilidade podem aumentar a integragdo dos seus componentes ativos nos
parasitos, podendo, portanto, ser de extrema importancia para o desenvolvimento de
novos farmacos (BARROS et al., 2016).

Em uma revisdo, Schmidt et al. (2012a) buscaram revelar o potencial
antiprotozoario de produtos naturais provenientes de plantas. A discusséo das varias
classes desses produtos seguiu 0s critérios biossintéticos, sendo a primeira parte do
trabalho subdividida nas principais sub-classes biogenéticas de terpenos,
nomeadamente, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos. Foi possivel
relatar a acdo contra protozoarios para mais de 300 compostos terpendides, 0s quais,

apesar de pertencerem ao mesmo grupo de metabdlito secundario, apresentaram
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variacfes quanto a eficacia. Os principais componentes monoterpenoides de 0leos
essenciais com atividade antiprotozodria sdo citral, linalol, terpinen-4-ol, timol,
carvacrol, canfora, 1,8-cineol, limoneno, a-pineno, y-terpineno, o-felandreno ¢ p-
cimeno.

Os relatos anteriores comprovam, portanto, que varios 6leos essenciais ou seus
constituintes apresentam atividade inibitéria contra protozodrios tripanossomatideos
(AZEREDO et al., 2014), fato este que impulsiona a analise da acéo de diferentes oleos

sobre o parasito T. cruzi.
1.3. Espécies em estudo
1.3.1. Cymbopogon densiflorus

A familia Poaceae consiste em cerca de 700 géneros e 12.000 espécies € € a de
maior relevancia para a economia humana dentre 0 grupo das Angiospermas.
Pertencente a esta familia esta o género Cymbopogon, do grego kumbe (navio) e pogon
(barba), referindo-se ao formato das inflorescéncias, o qual se constitui de espécies
perenes ou raramente anuais, cespitosas, aromaticas, tolerantes ao estresse, bem como
adaptadas as diversas condi¢des climaticas e edaficas (WATSON & DALLWITZ, 1992;
SOENARKO, 1977).

Este género é originario de regides subtropical e tropical da Africa, Asia e
Australia e compreende cerca de 180 espécies, sendo conhecido pela importancia da
utilizacdo de seus 6leos essenciais na culinaria, na producdo de perfumes, cosméticos,
saneantes domissanitarios e produtos farmacéuticos (AKHILA, 2010; KHANUJA et al.,
2005; SOENARKO, 1977).

A espécie Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf (Figura 3), conhecida
popularmente como “capim-limao”, “capim-cabloco” ou “capim-santo”, foi introduzida
e adaptada no Brasil no periodo colonial, apresentando folhas com caracteristico cheiro
de limdo, ldminas foliares planas e glabras, seu colmo ereto mede em torno de 70 a 200
cm e pendulado devido a densa inflorescéncia (BARBOSA, 2007; WATSON &

DALLWITZ, 1992; SOENARKO, 1977).

SEIBERT, J. B. (2019) 21



CAPITULO 1 1. Introducéo

Figura 3: Exemplar da espécie Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf coletada na regido de Ouro
Preto/MG.

Na Africa, esta espécie é utilizada, popularmente, como um estimulante e
estiptico. Além disso, ha relatos de seu uso na medicina tradicional contra diversas
doencas como reumatismo, asma, febre, resfriado, epilepsia, caimbras, colicas, dores
abdominais, tosse, bronquite, rouquiddo e afecgbes catarrais (AKHILA, 2010;
TAKAISI-KIKUNI et al., 1996; MARTINS et al., 1995; SOENARKO, 1977).

Os Oleos essenciais obtidos a partir de espécies do género Cymbopogon
compreendem, principalmente, monoterpenos e sesquiterpenos, 0s quais garantem a
capacidade de apresentar importantes atividades como antibacteriana, antiflngica,
anticancer, pesticida, repelente, anti-inflamatéria, analgésica e hipoglicémica
(AKHILA, 2010). No cenario académico, pesquisas do potencial antimicrobiano do
6leo essencial de C. densiflorus mostraram que 0 mesmo apresenta um amplo espectro
de atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e fungos (SEIBERT et
al., 2015; TAKAISI-KIKUNI, TSHILANDA & BABADY, 2000), no entanto, ainda

ndo hé relatos sobre a acdo antiparasitaria.
1.3.2. Cymbopogon nardus

Cymbopogon nardus (L.) Rendle, assim como a espécie anterior, pertence a
familia Poaceae e o género Cymbopogon. Denominada comumente como “capim-

citronela”, esta espécie ¢ originaria da India e do Ceil4o e cultivada especialmente nas
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regides tropicais e subtropicais. Os colmos dos especimes medem aproximadamente 1
m de altura e apresentam-se eretos, glabros e lisos, sendo levemente péndulos no apice,
além de ser uma planta perene e formadora de rizoma (Figura 4) (CASTRO et al., 2010;
BARBOSA, 2007; MARCO et al., 2007; ROCHA, MING & MARQUES, 2000).

Figura 4: Exemplar da espécie Cymbopogon nardus (L.) Rendle.

Conhecida pela importancia econdmica na obtencao de 6leo essencial a partir de
suas folhas, até 1989 era o quarto 6leo mais comercializado no Brasil (MARCO et al.,
2007; ROCHA, MING & MARQUES, 2000). O uso popular desta espécie baseia-se na
sua acdo como calmante, digestiva, repelente de insetos, principalmente em regides
litorneas e populagGes ribeirinhas e no controle de fungos e &caros (PEREIRA, 2009;
ROCHA, MING & MARQUES, 2000).

A constituicdo quimica do dleo extraido de suas folhas é rica em monoterpenos
oxigenados, como citronelal, geraniol e citronelol (MATTQOS, 2000). O citronelal ¢é
utilizado para a sintese de vitamina A e de importantes compostos quimicos
denominados iononas (PERINI et al., 2011). A presenca deste composto proporciona ao
6leo de citronela um aroma caracteristico de limdo e a capacidade de apresentar
inimeras atividades, como antimicrobiana, alelopatica, antioxidante, herbicida, bem
como, inseticida e repelente (TOMAZ et al., 2014; ANDRADE et al., 2012; BRITO et
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al., 2012a; CAVALCANTI, ALMEIDA & PADILHA, 2011a,b; CHAGAS et al.,
2002).

No caso do geraniol, este é utilizado em grande escala na fabricacdo de perfumes
e como aromatizante de alimentos (BARNARD & XUE, 2004). Dentre suas
propriedades farmacoldgicas pode-se citar acdo inseticida e repelente, efeito anti-
helmintico, antimicrobiano, antioxidante e atividade antitumoral in vitro e in vivo,
contra leucemia, hepatoma e células de melanoma (KHALLAAYPOUNE et al., 2009;
TIWARI & KAKKAR, 2009; HIERRO, 2004; CARNESECHI et al., 2001).

Estudos recentes tém revelado, portanto, diversas atividades bioldgicas Uteis dos
6leos essenciais, no entanto, ainda ndo existem muitos relatos da agdo tripanocida de
ambas as espécies, C. densiflorus e C. nardus. Sendo assim, caracteristicas como a facil
disponibilidade, propriedades olfativas agradaveis e baixa toxicidade dos oOleos
essenciais de espécies de Cymbopogon, bem como, a possibilidade de apresentar efeito
antiparasitario tornam-as candidatas promissoras para o tratamento da doenca de

Chagas.
1.3.3. Melaleuca leucadendron

A familia Myrtaceae ocorre tanto em regibes tropicais quanto subtropicais e
pode ser dividida em duas subfamilias: Myrtoidea, a qual tem ampla ocorréncia na
América tropical e Leptospermoideae, que estd presente, principalmente, na Austrélia,
Malésia e Polinésia. Espécies desta familia sdo empregadas principalmente em
disturbios gastrointestinais, estados hemorragicos, doencas infecciosas, sendo que sua
acao pode estar relacionada as propriedades adstringentes da planta. As partes mais
usadas sdo as folhas, cascas e também os frutos que sdo comumente consumidos
(VIEIRA et al., 2004).

O género Melaleuca pertence a subfamilia Leptospermoideae e inclui
aproximadamente 100 espécies nativas da Australia e llhas do Oceano indico,
conhecidas como arvores do cha e ricas em 0leos volateis. Estas esséncias sdo utilizadas
na manufatura de cosméticos, germicidas e agentes antissépticos, bem como
carminativos e para o tratamento de varias doencas (FARAG et al., 2004; VIEIRA et
al., 2004).
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A espécie Melaleuca leucadredon (L.) L. (Figura 5) é popularmente denominada
como cajuputi e caracteriza-se por ser uma planta lenhosa com distribuicdo na Austréalia
e sudoeste da Asia, sendo nativa de regides pantanosas e florestas tropicais (TANAKA
etal., 2011).

Figura 5: Exemplar da espécie Melaleuca leucadendron (L.) L., coletada na regido de Ouro Preto/MG.

Esta arvore € muito versatil e se desenvolve em uma grande variedade de
ambientes, como solos pobres em nutrientes ou degradados, &areas Umidas ou
parcialmente inundadas, além de ser tolerante & solos &cidos e &gua salobra. Sendo
assim, é uma espécie de facil adaptacdo e pode ser utilizada para inUmeros fins:
obtencdo de 0Oleo essencial com atividade bioldgica, lenha, madeira de construcao civil e
carvao vegetal (BRINKMAN & XUAN, 1991).

Portanto, a espécie vegetal M. leucadendron foi selecionada para o estudo
devido as inumeras aplicacBes dos 6leos essenciais deste género, assim como, pela
auséncia de relatos sobre seu uso contra infecgdes causadas por parasitos, o que a torna,
dessa forma, alvo para pesquisas de novos antiparasitarios provenientes de produtos

naturais.
1.3.4. Microlicia graveolens

A familia Melastomataceae tem distribuicdo tropical e possui aproximadamente
4.570 espécies e cerca de 170 géneros. No Brasil, esta é a sexta maior familia de
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Angiospermas com 68 géneros e mais de 1.500 espécies que se distribuem desde a
Amazonia até o Rio Grande do Sul, estando presente em praticamente todos os tipos de
vegetacdo com um numero variavel de espécies (CASSIANO et al., 2010).

Esta familia pode ser dividida em duas subfamilias: Kibessioideae Naudin e
Melastomatoideae Naudin, as quais apresentam uma e oito tribos, respectivamente.
Neste ultimo caso, pode-se encontrar a Microlicieae que possui ocorréncia restrita a
Ameérica do Sul e compreende 6 géneros e cerca de 250 espécies (FRITSCH et al.,
2004; RENNER, 2004).

O género Microlicia (micros = pequeno, elikia = estatura) é nativo no Brasil e
apresenta aproximadamente 170 espécies, caracterizando-se por apresentar hipanto
globoso, calice com cinco lacinias persistentes, cinco pétalas, dez estames, anteras
oblongas, obliquamente deiscentes por poro simples, e conectivo longamente filiforme
com base calcarada (TOUDAHL et al., 2012; ROMERO, 2003). Os estudos sobre as
caracteristicas anatdbmicas deste género sdo escassos e 0 polimorfismo existente entre as
espécies € muito comum, sendo esta a razdo das espécies serem de dificil identificacdo
(WURDACK, 1973).

No Brasil, as espécies de Microlicia ocupam, preferencialmente, os campos
rupestres e adjacéncias, campos de altitude e campos limpos associados a cerrado
formando, na maioria das vezes, grandes populacdes. Além disso, apresentam grande
diversidade de habitos, desde herbaceo até arbustivo, ocorrendo muitas espécies
arboreas, e mais raramente trepadeiras e epifitas, que permitem a ocupacdo de
ambientes distintos e diversificados (CASSIANO et al., 2010; ROMERO, 2003).

Microlicia graveolens DC (Figura 6) tem o nome popular de "roxinha" e
apresenta nos ramos, folhas, hipanto e lacinias do calice, tricomas glandulares
pedicelados, com glandulas transltcidas e amarelas. Esta espécie também apresenta o
indumento denso, constituido por tricomas glandulares sésseis, e as glandulas com um
forte odor de terebentina. O epiteto especifico refere-se a margem crenulada e ciliada

das folhas, formadas de tricomas glandulares pedicelados longos (ROMERO, 2010).
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Figura 6: Exemplar da espécie Microlicia graveolens DC, coletada na regido de Ouro Preto/MG.

Esta planta € principalmente utilizada para ornamentacéo, mas devido ao odor de
terebentina, ha relatos de seu uso para tratamentos topicos de algumas doengas como
dermatites e micoses. Entretanto, poucos estudos etnomedicinais, fitoquimicos e
farmacoldgicos existem sobre essa importante familia, 0 que justifica a pesquisa, pela
primeira vez, do potencial anti-T. cruzi apresentado por esta espécie.

Em sintese, hd um interesse crescente em encontrar farmacos alternativos
provenientes de plantas para o tratamento de doencas parasitarias negligenciadas em
uma tentativa de substituir ou complementar aqueles em uso corrente. Atualmente, 0s
fitoquimicos estdo sendo sintetizados ou modificados quimicamente para garantir maior
poténcia contra esses patdgenos humanos. Como pré-requisito para a identificagdo e
isolamento de componentes ativos a partir de plantas, o conhecimento das suas

atividades bioldgicas € requerido, sendo, portanto, alvo de estudo do presente capitulo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Caracterizar quimicamente diferentes Oleos essenciais obtidos a partir das
especies C. densiflorus, C. nardus, M. leucadendron e M. graveolens, assim como,

avaliar a atividade anti-T. cruzi.
2.2. Objetivos especificos

e Coletar os materiais botanicos e obter os 6leos essenciais a partir das folhas e
flores de C. densiflorus e M. leucadendron e somente das folhas de C. nardus e
M. graveolens.

e Caracterizar a composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos através de
técnica cromatogréafica associada a espectrometria de massas.

e Analisar in silico o potencial para efeitos e mecanismos de acéo anti-T. cruzi dos
principais constituintes de cada 6leo essencial.

e Auvaliar in vitro a atividade anti-T. cruzi dos 6leos essenciais.

e Auvaliar in vitro a citotoxicidade destes 0leos.

e Avaliar a acdo do 6leo mais ativo sobre a membrana plasmatica do T. cruzi.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material botanico e obtencéo dos 6leos essenciais

Neste estudo foram utilizadas quatro diferentes espécies para obtencdo de 6leos
essenciais: C. densiflorus, C. nardus, M. leucadendron e M. graveolens.

Folhas e flores de C. densiflorus e M. leucadendron foram coletadas no bairro
Bauxita, Campus Morro do Cruzeiro/UFOP (20°23'51"S; 43°30'40"W), onde ocorrem.
Ja a coleta das folhas de C. nardus foi realizada no bairro Vila dos Engenheiros
(20°24'06"S, 43°30'55"W). Por fim, foram coletadas folhas de M. graveolens na regido
do Morro Santana (20°22°36”S; 43°29°20”W). Todas as localidades citadas
anteriormente encontram-se no municipio de Ouro Preto/MG.

As exsicatas de C. densiflorus, C. nardus, M. leucadendron e M. graveolens
foram depositadas no Herbario Prof. José Badini do Departamento de Biodiversidade,
Evolucdo e Meio Ambiente (DEBIO) do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da
Universidade Federal de Ouro Preto (ICEB/UFOP), sob o nimero OUPR 28122, OUPR
29756, OUPR 29495 e OUPR 29335, respectivamente. Além disso, foi realizado o
cadastro destas espécies no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado), obtendo os codigos AC902F3
para Cymbopogon, A2CC35F para Melaleuca e A4AA3E9 para Microlicia.

O processo de extracdo dos 6leos essenciais utilizado foi a hidrodestilacdo das
partes aéreas, folhas ou flores, através do hidrodestilador (Linax) por um periodo de
aproximadamente 4 horas. ApOs a coleta de cada espécie, 0 material botanico de
interesse foi rasurado a fim de se reduzir o seu tamanho e obter uma maior superficie de
contato e, em seguida, foram pesados e acondicionados em um compartimento
denominado dorna. No hidrosdestilador, o vapor de 4gua ao passar pelo material vegetal
extrai 0s compostos volateis da planta. O vapor condensa ao chegar ao sistema de
condensacéo, sendo possivel coletar o 6leo extraido no sistema de decantagdo. Os 6leos
essenciais, assim que obtidos, foram coletados e centrifugados para que houvesse uma
separagdo minuciosa da agua através da diferenca de densidade e imiscibilidade das
fases. Os 6leos foram entdo recolhidos e pesados para célculo do rendimento. O
acondicionamento foi realizado em vidro &mbar, ao abrigo de luz e mantido a 4° C em
refrigerador (SEIBERT et al., 2019).

SEIBERT, J. B. (2019) 29



CAPITULO 1 3. Material e Métodos

3.2. Caracterizacdo da composi¢ao quimica dos Gleos essenciais

A caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) (Shimadzu,
modelo QP2010 com coluna capilar de silica fundida DB-5MS com 30 m x 0,25 mm X
0,25 um de espessura de filme) na Divisdo de Desenvolvimento Tecnoldgico e
Farmacéutico da Diretoria de Pesquisa e Desenvolvimento da Fundacdo Ezequiel Dias
(DDTF/DPD — FUNED) pela Profé. Dr2, Ivanildes Vasconcelos Rodrigues.

As amostras foram preparadas a partir de 20 pulL de cada dleo essencial e 980 puL
de acetato de etila e injetadas sob as seguintes condi¢fes de uso: temperatura inicial da
coluna: 60 °C, Split 1:50, pressdo: 79,7 kPa, temperatura do injetor: 250 °C; gas de
arraste: Hélio; temperatura inicial do forno: 60 °C , aumentando até 240 °C na taxa de 3
°C/min, com tempo total de andlise de 60 minutos por uma velocidade linear de 41,6
cm/s, temperatura na fonte: 250 °C, temperatura na interface: 290 °C, tempo de cut off :
3,8 minutos, scan de 4-60 minutos e velocidade de scan de 1666 e faixa de m/z 20-500.
O banco de dados utilizado foi o Wiley Mass Spectral Database (SEIBERT et al.,
2019).

Hidrocarbonetos de 9 a 25 carbonos foram utilizados como padrdo e, em
seguida, realizou-se o calculo do indice de Kovats (IK) de acordo com a férmula

abaixo:
IK =100 x {n + (N - n)[(tr amostra - tr n)/(tr N - tr n)]} Equagéo 1

Onde, IK é o indice de Kovats, n € 0 nimero de d&tomos de carbonos no n-alcano
menor, N é o nimero de atomos de carbonos no n-alcano maior e tr € o tempo de
retencéo.

A identificacdo das substancias foi realizada pela interpretacdo dos respectivos
espectros de massa e por comparacdo com espectros de massa de banco de dados, com
dados da literatura e pelo indice de Kovats (ADAMS, 1989).

3.3. Avaliagéo in silico da atividade anti-Trypanosoma cruzi

Os compostos majoritarios identificados por meio da CG-EM de cada 0Gleo
essencial obtido a partir de folhas e/ou flores das espécies C. densiflorus, C. nardus, M.

leucadendron e M. graveolens foram analisados in silico utilizando PASS online
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(Prediction Activity Spectra of Substances), com auxilio da Msc. Tatiane Roquete
Amparo. Os resultados das andlises por PASS online sdo fornecidos como
probabilidade do composto ser ativo (Pa) e inativo (Pi)
(www.pharmaexpert.ru/passonline) (AMPARO, 2016).

Visando avaliar o potencial para a atividade anti-T. cruzi dos constituintes
majoritarios de cada dleo essencial, foram analisados os resultados de Pa e Pi para os
efeitos  bioldgicos: antiparasitario (1); antiprotozoario (2); antiprotozoario
(Trypanosoma) (3) e potencializador da atividade antiparasitaria (4);

Também foram analisados os resultados relacionados aos mecanismos de acdo
com potencial anti-T. cruzi relatados anteriormente: inibicdo da lanosterol 14-a
demetilase (5); inibicdo do CYP51 (6); inibicdo da esqualeno epoxidase (7); inibicdo da
tripanotiona disulfetoredutase (8); inibicdo da proteina dissulfeto redutase (Glutationa)
(9); inibicdo da glutationa redutase (10) e inibicdo da biossintese de purinas (11).

Os resultados das analises foram expressos pela diferenga (Pa-Pi) e foram
classificados como: Pa-Pi < 0,2: baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: moderado potencial; Pa-Pi

> 0,5: alto potencial.
3.4. Avaliagéo in vitro da atividade anti-Trypanosoma cruzi
3.4.1. Atividade anti-Trypanosoma cruzi

Considerando os muitos problemas que surgem na busca por medicamentos
contra a doenca de Chagas, o estabelecimento de protocolos padronizados de triagem e
de um painel com etapas e portas de decisdo para avaliar a eficacia e seletividade de um
composto, bem como, os critérios minimos para a transicdo de estudos in vitro aos
ensaios pré-clinicos foi o principal objetivo de Romanha et al. (2010). Dessa forma, 0s
experimentos foram realizados conforme protocolo descrito por este modelo, no &mbito
da Plataforma de Ensaios Pré-Clinicos de Triagem de Drogas Anti-Trypanosoma cruzi
(PlaBio Tc) do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ) sob supervisdo do Dr.
Policarpo Ademar Sales Junior.

Para manutencdo das células e das cepas para posterior plagueamento,
inicialmente culturas de células NTCT clone 929 (L929) (ATCC CCL 1) de tecido
conectivo de camundongo foram semeadas em meio RPMI 1640 com vermelho de fenol
(Gibco BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 2mM de glutamina,
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em garrafas de cultivo celular e, entdo, incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Apos
um periodo de aproximadamente 24 horas, as culturas foram infectadas com formas
tripomastigotas do T. cruzi da cepa Tulahuen transformada para expressar o gene da [3-
galactosidase (BUCKNER et al., 1996), 20 parasitos por célula. Os parasitos que nédo
penetraram nas células foram retirados por lavagem apds 24 horas e a cultura foi
incubada novamente.

Para o teste da atividade anti-T. cruzi uma placa de 96 pocos foi semeada com
4.000 celulas L929 por pogo em 80 pL de RPMI com vermelho de fenol suplementado
e a placa foi incubada overnight em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Posteriormente, as
células foram infectadas com 40.000 tripomastigotas por poco, diluidos em 20 pL de
RPMI com vermelho de fenol suplementado e a placa foi incubada por 2 horas. Os
parasitos que ndo penetraram foram, entdo, retirados por substituicdo com 200 uL por
poco de RPMI sem vermelho de fenol e suplementado. A placa foi novamente incubada
a 37 °C e 5% de CO, por 48 horas para o estabelecimento da infeccéo.

Apds esse periodo, o meio de cultura foi substituido pelos tratamentos para
determinacdo da Clso. Para isto, foi preparada uma solucdo estoque de cada Gleo
essencial em meio RPMI sem vermelho de fenol e suplementado com concentragéo
equivalente a 10 mg/mL. Em seguida, através da diluicdo seriada 1:2 em meio foram
obtidas as demais concentragdes, as quais variaram de 5000 a 37 pg/mL. Em
quadruplicata, foram adicionados 200 pL de cada concentragdo dos Oleos essenciais
sobre as células infectadas. Adicionalmente, o controle negativo foi obtido através da
adicdo de 20 pL de solucdo de DMSO 10% e 180 pL de meio (DMSO 1%), ja o
controle positivo foi composto por 20 pL de solucéo de BZ 10 pg/mL e 180 pL de meio
(BZ 1 pg/mL). Por fim, foi adicionado somente 200 puL de meio de cultura sem adicdo
de tratamento em células ndo infectadas por parasitos para obtencdo do controle de
viabilidade celular e em células infectadas pelo parasito para o controle da viabilidade
da infecgdo. A placa foi incubada nas mesmas condic¢des por 96 horas.

Posteriormente, foram adicionados 50 pL por pogo do substrato CPRG
(Chlorophenol red beta-D-galactopyranoside) 500 uM com nonidet p40 0,5% e apds 16
a 20 horas da adicdo do substrato foi realizada a leitura da placa, em leitor de
microplacas com filtro de 570 nm. A analise dos resultados foi realizada considerando a

reducdo do desenvolvimento da infeccdo estabelecida promovida pelos éleos essenciais
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testados, em relacdo ao cultivo de células infectadas pelo parasito na auséncia de
tratamento através do célculo da Clsg, ou seja, a concentracdo que induz a morte de 50%
dos parasitos. Neste caso, as leituras da absorbancia do controle de viabilidade celular
(células L929 sem tratamento) e viabilidade da infeccdo (células L929 infectadas e sem
tratamento) foram utilizadas para construcdo da equacdo da reta (y = -0,021x + 2,565;
R? = 1) e, posteriormente, foi realizado o calculo da atividade dos 6leos essenciais.

3.4.2. Citotoxicidade

Na avaliagéo in vitro da citotoxicidade, uma placa de 96 pocos foi semeada com
4.000 células L929 em 200 pL por poco de RPMI com vermelho de fenol suplementado
e incubada em estufa a 37 °C e 5% de CO, por 72 horas. Ap6s incubacdo, o meio de
cultura foi substituido por 200 pL das solu¢Bes dos Oleos essenciais nas mesmas
concentragfes do teste anterior. Controle com células ndo tratadas foi utilizado em
paralelo.

Em seguida, a placa foi incubada em estufa nas mesmas condi¢6es por 96 horas.
Foram, entdo, adicionados 20 pL de alamarBlue™ (Invitrogen) por poco, a placa
incubada por 4 a 6 horas e a leitura realizada a 570 e 600 nm (ROMANHA et al., 2010).
Os resultados foram expressos como a diferenca na porcentagem de reducdo entre

células tratadas (CT) e células ndo tratadas (CNT), através da seguinte equaco:

% viabilidade celular = (117,216)(Abss70 CT) — (80,586)(AbsgoCT) x 100 Equagéo 2
(117,216)(Absszo CNT) — (80,586)(AbsgoCNT)

Finalmente, a curva de porcentagem da viabilidade celular pela concentracéo foi
obtida e os resultados foram expressos a partir do calculo da Cls, através da equacdo da
reta, ou seja, a concentracdo necessaria para inibir 50% das células vidveis ap6s o
equilibrio da reacéo.

Uma vez que o indice de seletividade (IS) tem sido utilizado para recomendar
ensaios in vivo subsequentes, este valor foi calculado através da razéo de citotoxicidade:

atividade antiparasitaria (Clso sobre célula hospedeira: Clsg sobre o parasito).
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3.5. Teste de permeabilidade de membrana
3.5.1. Citometria de fluxo

Com o intuito de investigar o mecanismo de acdo do 6leo essencial mais ativo
sobre o parasito T. cruzi, foi realizado o teste de permeabilidade de membrana através
do iodeto de propidio (CHOPRA et al., 2015). Em placa de 96 pocos foram adicionados
8x10* formas tripomastigotas do parasito diluidos em 100 pL de meio de cultura RPMI
com vermelho de fenol e suplementado. Em seguida, foi adicionado 100 pL de dleo
essencial a fim de obté-lo a partir da diluicdo seriada 1:2 nas concentragdes finais de
240 a 15 pg/mL. Esse volume foi substituido por apenas meio de cultura para a
obtencdo do controle negativo. A placa foi incubada por 24 horas em estufa a 37 °C e
5% de CO..

ApOs esse periodo, a amostra de cada pogo foi transferida para tubo de
citometria e 2 mL de PBS foram adicionados. Em seguida, os tubos foram centrifugados
a 1500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. As amostras foram, entdo,
ressuspendidas em 100 pL de PBS e adicionou-se 1 pL de iodeto de propidio (1
mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Posteriormente, as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz por 30 minutos para as aquisi¢oes
em citdmetro de fluxo a partir do canal FL2 (BD FACS Calibur - BD Bioscence, San
Diego, CA, USA). Os resultados foram obtidos em triplicata e analisados utilizando o

software FlowJo e os graficos obtidos através do software GraphPad Prism 5.0.
3.5.2. Microscopia eletrénica de transmisséo

Para essa analise foi selecionada uma das concentracdes de 6leo essencial que
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle com as células ndo expostas ao
tratamento no teste de permeabilidade de membrana, a fim de visualizar o efeito na
membrana celular do parasito. Para isso, 8x10° formas tripomastigotas do parasito
diluido em 500 pL de meio de cultura RPMI com vermelho de fenol e suplementado
foram adicionados em eppendorf. Em seguida, adicionou-se 500 pL do 0Oleo essencial,
obtendo-o na concentracdo de 60 pg/mL. Esse volume foi substituido por meio de
cultura para obtengéo do controle negativo. As amostras foram, entdo, incubadas por 24
horas em estufa a 37 °C e 5% de CO,.
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Ap0s esse periodo, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante descartado. Em seguida, 1 mL de uma solugéo de PBS 0,1M pH 7,3 foi
adicionado aos tubos e centrifugados novamente. Essa etapa foi repetida trés vezes.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de fixador glutaraldeido a 3% em PBS 0,1M pH
7,3 e as amostras armazenadas por 6 a 8 horas em geladeira, sendo centrifugadas nas
mesmas condicdes anteriores. Por fim, descartou-se 0 sobrenadante e a amostra foi
lavada mais uma vez com a solucdo de PBS e mantida em 1 mL dessa solucdo sob
refrigeracdo até analise.

Para a andlise no microscopio eletrdnico de transmissdo (MET), as amostras
foram incubadas por 90 minutos em tetroxido de dsmio a 1%, serialmente desidratadas
em etanol e embebidas em resina epdxi. Cortes finos foram obtidos e corados com 2%
de acetato de uranilo e 2% de citrato de chumbo (MARTINEZ et al., 2009). Em
seguida, as amostras foram observadas em MET (Tecnai G2-12 - SpiriBiotwin FEI)
operando a 120 kV no Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

3.6. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram representados pelas médias = desvio
padrdo. A comparacdo entre os controles e as amostras foi realizada a partir do teste
One-way ANOVA seguido do teste de comparacdo multipla de Bonferroni, com nivel
de significancia para p<0,05, através do programa GraphPad Prism 5.0.

SEIBERT, J. B. (2019) 35



CAPITULO 1 4. Resultados e Discussao

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Material botanico e obten¢do dos dleos essenciais

A tabela 1 apresenta o nUmero das exsicatas, o0 periodo de coleta, assim como, o
rendimento do 6leo essencial obtido para cada espécie.
Tabela 1: Rendimento dos 6leos essenciais obtidos a partir das espécies Cymbopogon densiflorus,

Cymbopogon nardus, Melaleuca leucadendron e Microlicia graveolens de acordo com o periodo da
coleta.

Material boténico NuUmero da exsicata  Periodo da coleta Rendimento (%)
Folhas de Cymbopogon densiflorus OUPR 28122 Marg¢o/2015 0,114
Flores de Cymbopogon densiflorus OUPR 28122 Julho/2015 1,243
Folhas de Cymbopogon nardus OUPR 29756 Maio/2015 1,093
Folhas de Melaleuca leucadendron OUPR 29495 Agosto/2014 0,293
Flores de Melaleuca leucadendron OUPR 29495 Margo/2015 0,150
Folhas de Microlicia graveolens OUPR 29335 Junho/2015 1,928

O rendimento do 6leo essencial extraido a partir das folhas e flores de C.
densiflorus foi em torno de 0,1% e 1,2%, respectivamente (Tabela 1). De acordo com as
caracteristicas organolépticas, os 6leos apresentaram-se como um liquido amarelado
para folhas e um pouco mais claro no caso das flores, viscosos e com forte odor
caracteristico de limao.

Em um estudo da variacdo do rendimento do 6leo das folhas desta espécie de
acordo com a sazonalidade realizado por Seibert et al. (2019), foi encontrado um valor
de 0,116% para o mesmo periodo de coleta, resultados estes que se equivalem, uma vez
qgue a obtencdo do material botanico ocorreu na mesma regido. Além disso, neste
trabalho foi indicada que a quantidade de 6leo obtida dobrou nos meses com maiores
proporcdes de chuvas (novembro a marco) quando comparada com o periodo de
estiagem (maio a setembro). Este fato pode ser justificado devido a contribuicdo das
precipitaces para o desenvolvimento vegetativo superior da espécie, em que 0 mesmo
ndo pode ser observado na época de seca, visto que seu crescimento € limitado
(MARQUES & OLIVEIRA, 2004).

No entanto, rendimentos para folhas marcadamente superiores, 1,7% e 1%,
foram encontrados por Chisowa (1997) em Zambia e Takaisi-Kikuni et al. (2000) no
Congo. Visto que o metabolismo vegetal pode ser alterado devido a variagées do tempo
e espaco e como ambas as localidades situam-se na Africa, continente com

caracteristicas ambientais bem distintas daquelas do nosso estudo, pode ser justificada a
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diferenca encontrada no rendimento do 6leo essencial. O mesmo também pode ser dito
sobre o teor de 8,3% obtido através das flores por Chisowa (1997), o que equivale a
cerca de sete vezes mais do que aquela observada no nosso estudo.

De forma analoga, Barbosa (2007) encontrou uma média de rendimento igual a
0,45% para duas coletas na regido de Goiés, valor relativamente alto quando comparado
ao presente trabalho, visto que essas coletas ocorreram entre os meses de junho a
setembro, caracteristico de estiagem. No entanto, a obtencdo do éleo ocorreu apds o
processo de moagem das folhas, o que pode ter contribuido para o aumento desta
proporcao, uma vez que o uso de pé aumenta a superficie de contato e torna o processo
de destilacdo mais eficiente.

Assim como a espécie anterior, 0 6leo essencial de C. nardus, revelou-se como
um liquido claro e de odor significativamente citrico. Essas caracteristicas sdo
pertinentes aos membros do género Cymbopogon devido a presenca majoritariamente de
monoterpenos, 0s quais sao incolores, lipofilicos, volateis e responsaveis pelos odores
caracteristicos de aromas de muitas plantas (CASTRO et al., 2010; GANJEWALA,
2009).

Em relagdo ao rendimento do dleo de C. nardus, foi observado um valor de
quase 1,1% (Tabela 1), nimero bem superior quando comparamos com as folhas de C.
densiflorus. Apesar de pertencerem ao mesmo género e as coletas ocorrerem em regides
préximas, o teor destes Oleos foi marcadamente variado entre as espécies, uma vez que
também sofre influéncia pelas condi¢cdes genéticas de cada vegetal (GANJEWALA,
2009).

Além disso, a producdo dos metabdlitos secundarios é uma resultante quimica da
interacdo das plantas e o ambiente onde ocorre, o que pode justificar a diferenca de
rendimento (0,6%) encontrada para trés exemplares diferentes de C. nardus coletados
na India (KHANUJA et al., 2005). O mesmo foi observado por Barbosa (2007), o qual
obteve um rendimento de 0,5% para duas coletas em localidades distintas, Goias e
Distrito Federal, bem como, por Toledo et al. (2016) com rendimento de 0,7% em Sé&o
Paulo. Por outro lado, uma proporcao superior (3%) foi obtida por Wei e Wee (2012) na
extracdo do Oleo a partir de coletas realizadas na Malésia e dado equivalente foi
demonstrado por Kandimalla et al. (2016) na india.
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No entanto, um teor de 6leo de 1,12% para esta espécie foi encontrado por Hsu
et al. (2013) em Taiwan e apesar da distancia dos locais de coleta, esse resultado
equivale ao nosso estudo, assim como, o relatado por Millezi et al. (2014) equivalente a
1,2% a partir de amostras coletadas em Lavras/MG e 1,15% revelado por Castro et al.
(2007) no estado do Tocantins. Por fim, o cultivo de C. nardus nas condic¢oes
edafoclimaticas desta ultima regido, proporcionou um rendimento de dleo variando
entre 1,10 a 0,65% para cinco coletas diferentes, o que confirma a dependéncia do teor
obtido com a variacdo das condi¢@es ambientais (CASTRO et al., 2010).

Além desses fatores, 0 método de obtencdo destes compostos volateis também
pode influenciar no rendimento alcancado, o que péde ser comprovado pelo estudo feito
por Silva et al. (2011), que ao utilizar diferentes valores de pressfes e temperaturas na
extracdo com gas carbbnico (CO,) supercritico encontrou teores de 6leo com intervalos
entre 0,1 a 2,2%. Em contrapartida, apesar das condi¢cdes do solo ser outro fator
determinante, ndo foram observadas diferengas significativas entre os valores de
rendimento deste 6leo essencial para plantas cultivadas com distintas doses de adubo
organico (VELOSO et al., 2012).

Na tabela 1 foi possivel observar também que a espécie M. leucadendron
revelou um rendimento para o 6leo essencial das folhas e flores de aproximadamente
0,3 e 0,15%, respectivamente, sendo ambos caraterizados por uma coloragdo limpida,
viscosa e de odor floral. Fall et al. (2017) ao extrair este mesmo 6leo encontrou uma
aparéncia verde clara e um teor de 1,28% para folhas coletadas no Senegal, valor que
destoa devido principalmente as diferencas ambientais das localidades onde a espécie
foi cultivada. O mesmo pode ser dito para o estudo feito por Farag et al. (2004) que
proporcionou a obtencdo de niveis de 6leo de folhas de M. leucadendron que variaram
de 1,2% a 1,6% para diferentes estacdes de coletas na regido do Cairo. Embora esta
diferenga tenha sido relativamente baixa e se equivalha ao resultado anterior, de uma
forma geral, estes valores foram cerca de quatro vezes mais rentaveis do que no
presente trabalho.

Sabe-se, portanto, que as espécies vegetais respondem as variagdes climaticas ao
longo das estacbes do ano, o que propiciou que Quintdo (2013) encontrasse uma
alteracdo de rendimento para o Oleo das folhas desta espécie entre 4% e 2%,

respectivamente, para o periodo de seca (junho) e chuvoso (janeiro) em Ouro Preto
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(MG). Apesar de que a regido da coleta tenha sido a mesma, esses valores foram
significativamente superiores ao do nosso estudo, bem como, néo retratam de forma real
os fatores ambientais apresentados por essa regido, visto que o esperado seria 0 maior
desenvolvimento da planta e, consequentemente, rendimentos mais elevados para o
segundo periodo, onde a chuva auxiliaria nesse processo. Sugere-se entdo que essa
diferenca tenha ocorrido devido a fatores hereditarios (composicdo genética) ou
ontogénicos (estagio de desenvolvimento) presentes no material botanico utilizado e
que podem influenciar na quantidade de 6leo a ser obtido (BARBOSA, 2007; GOBBO-
NETO & LOPES, 2007).

Ja em relacdo a obtencdo do 6leo das flores de M. leucadendron, nenhum artigo
foi encontrado para comparacdo dos resultados, o que reforca o interesse no estudo
deste material botanico.

Por fim, o 6leo essencial de M. graveolens quando extraido apresentou-se como
um liquido viscoso, incolor a amarelado e de odor agradavel e conforme Tabela 1, o
rendimento obtido foi préximo a 2%, quando coletada em junho. Toudahl et al. (2012)
também caracterizaram este 6leo com um cheiro leve e agradavel que poderia ter valor
comercial como esséncia de cosméticos ou produtos de limpeza, obtendo-o com
rendimento de 4,8%, porém para 0 més de outubro na mesma regido. Dado que seria
previsto, uma vez que este més seria o inicio do periodo chuvoso e proporcionaria maior
teor de oleo.

No entanto, nosso resultado esta em desacordo com o encontrado por Quintao
(2013), o qual ao fazer duas coletas, em dezembro e agosto, obteve um rendimento de
3,5% e 6%, respectivamente. Esta realidade ndo condiz com as caracteristicas climaticas
da regido de Ouro Preto onde se encontra a espécie, visto que foi obtido o maior teor de
6leo no periodo de estiagem, quando na verdade sua producdo é aumentada nos meses
com maiores proporcdes de chuvas (novembro a margo). Com isso, € sugerido que essa
variagdo ocorreu devido ao menor teor de umidade nas folhas no tempo seco, obtendo-
se assim um maior rendimento quando comparado a massa de material botanico
utilizado para a extracao do 6leo.

De uma forma geral, pode-se observar que os rendimentos de 0leos essenciais,
independente da espécie, oscilam significativamente, isto porque 0s mesmos sao obtidos

a partir do metabolismo secundéario das plantas, o qual sofre influéncia constante de
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diversos fatores bidticos e abidticos. Dentre os principais fatores fisico-quimicos podem
ser evidenciados os diferentes niveis sazonais e diarios, temperatura, indice
pluviométrico, altitude, composicdo atmosférica, radiacdo ultravioleta, disponibilidade
hidrica e nutricional, ou seja, caracteristicas do ambiente onde a planta se desenvolve.
Em adicdo, o metabolismo vegetal também poder ser alterado devido a elementos
bioldgicos como ataque de patdgenos, espéecie, composicdo genética, ontogenia (estagio
de desenvolvimento), bem como os diferentes 6rgaos vegetais onde sdo produzidos os
metabolitos (CASTRO et al., 2010; GOBBO-NETO & LOPES, 2007; BORELLA et
al., 2006; BULBOVAS et al., 2005; MARQUES & OLIVEIRA, 2004; KONIG et al.,
2002).

4.2. Caracterizacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais

Os dados contidos nas tabelas 2 a 7 informam a caracterizacdo da composicao
quimica de cada 6leo essencial obtido de acordo com a espécie e a parte utilizada.

Na caracterizacdo do Oleo essencial de folhas de C. densiflorus foram
identificadas mais de 90% das substancias presentes, sendo principalmente
monoterpenos oxigenados (Tabela 2). Andlises dos cromatogramas revelaram como
componentes majoritarios trans-p-menta-2,8-dien-1-ol, cis-p-menta-2,8-dien-1-ol,
trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, cis-piperitol e cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol (Figura 7).
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Tabela 2: Caracterizagéo quimica do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus.

Pico TR IK IK Composto Porcentagem

(min) calculado real (%)

1 6,789 1005,28 - - 0,55
2 7,383 1022,53 1024 p-cimeno 1,25
3 7,536 1026,98 1029 Limoneno 1,04
4 8,959 1068,31 - - 0,18
5 9,684 1089,36 1085 meta-cimeneno 0,27
6 10,920 1121,69 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 13,73
7 11,000 1123,68 - - 0,07
8 11,486 1135,80 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 9,72
9 12,234 1154,45 1158 Oxido nerol 0,39
10 12,732 1166,86 - - 0,97
11" 13,310 1181,27 - - 0,16
12 13,586 1188,15 1189 trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 15,90
13" 13,895 1195,86 - - 0,16
14 14,090 1200,68 1196 cis-piperitol 12,13
15 14,235 1204,08 1200 trans-diidrocarvona 0,20
16 14,349 1206,76 1200 cis-4-caranona 6,89
17" 14,419 1208,40 - - 0,95
18 14,587 1212,35 1205 Verbenona 0,80
19 14,804 1217,44 1208 trans-piperitol 3,60
20 14,874 1219,09 1216 trans-carveol 2,09
21" 15,172 1226,09 - - 0,10
22 15,346 1230,17 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 14,97
23" 15,441 1232,40 - - 0,41
24 15,909 1243,40 1243 Carvona 4,84
25 16,196 1250,14 1249 Hexanoato de isoamila 0,38
26 17,229 1274,40 1271 Aldeido perilla 0,63
27 17,731 1286,19 1283 2-octinoato de etila 0,33
28" 17,965 1291,68 - - 0,23
29 24,463 1446,59 1445 Octanoato de isoamila 0,63
30 32,030 1638,90 1642 Hexanoato de 2-fenil etila 0,21
31" 49,277 2154,91 - - 3,60
32 49,527 2163,30 2149 Albienol 0,67
33" 49,999 2179,15 - - 0,10
34 52,100 2251,91 - - 1,85
Monoterpeno hidrocarbbdnico 2,56
Monoterpeno oxigenado 86,60

Sesquiterpeno oxigenado 0,84

Diterpeno oxigenado 0,67
Total 90,67

TR = Tempo de Retencdo, IK= Indice de Kovats, "N4o foi possivel & identificagdo do composto.
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Figura 7: Formulas estruturais dos principais constituintes presentes no 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus. a) trans-p-menta-2,8-dien-1-ol; b) cis-p-menta-2,8-dien-1-ol; ¢) trans-p-menta-
1(7),8-dien-2-ol; d) cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol; e) cis-piperitol.

Chisowa (1997), ao caracterizar este mesmo 06leo coletado na regido de Z&mbia,
identificou 17 componentes, sendo que aproximadamente 53% equivalem aos do nosso
estudo, observando monoterpenos oxigenados e hidrocarbdnicos em destaque. Fato este
que também pdde ser confirmado por Barbosa (2007) que, ao identificar os constituintes
presentes neste dleo, encontrou como majoritarios o trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol,
trans-p-menta-2-8-dien-1-ol, cis-carveol e cis-p-menta-2-8-dien-1-ol, dentre as 24
substancias, as quais se igualam em mais de 66% aos nossos resultados. Além disso,
Akhila (2010) reuniu em uma revisdo os monoterpenos de maior ocorréncia relatados
por diferentes autores, trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol e cis-p-mentha-1-(7)-dien-2-ol, os
quais também podem ser identificados neste trabalho, bem como, verbenol e alcool
perilil, ausentes neste caso.

Segundo estudo sazonal deste 6leo feito por Seibert et al., (2019), foi
demonstrado que a diferenca entre os Oleos extraidos em épocas diferentes para uma
mesma regido € minima qualitativamente, sendo que mais de 90% de sua constituigéo é
preservada durante todo o ano. Dessa forma, foi revelado que todos os constituintes aqui
presentes também foram encontrados por Seibert et al., (2019), bem como, a rela¢éo dos

componentes majoritarios.
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O oleo essencial obtido a partir das flores de C. densiflorus foi identificado em
mais de 94% de sua composicdo, revelando ser constituido apenas por monoterpenos
(Tabela 3). Em relagdo aos principais compostos estdo limoneno (Figura 8), trans-p-
menta-2,8-dien-1-ol, cis-p-menta-2,8-dien-1-ol, trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol e cis-p-
menta-1(7),8-dien-2-ol (Figura 7).

Tabela 3: Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de flores de Cymbopogon densiflorus.

Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
1* 7,432 1004,91 - - 0,24
2* 8,068 1022,69 - - 0,59
3 8,274 1028,45 1029 Limoneno 38,64
4 11,686 1120,67 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 12,86
5 12,073 1130,07 1136 cis-Oxido de limoneno 0,37
6 12,265 1134,73 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 7,76
7% 13,440 1163,25 - - 0,69
8 14,447 1187,69 1189 trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 10,06
9 14,767 1195,46 1196 trans-4-caranona 0,80
10 14,931 1199,44 1196 cis-piperitol 3,02
11 15,033 1201,84 1200 cis-4-caranona 0,84
12 15,421 1210,91 1205 Verbenona 0,43
13 15,666 1216,64 1208 trans-piperitol 1,81
14 15,778 1219,26 1216 trans-carveol 2,30
15* 15,944 1223,14 - - 0,34
16 16,202 1229,17 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 11,57
17 16,328 1232,11 1229 cis-carveol 0,67
18 16,689 1240,55 1243 Carvona 3,16
19* 19,659 1310,09 - - 2,59
20 20,220 1323,35 1327 p-menta-1,4-dien-7-ol 0,47
21* 20,738 1335,60 - - 0,78
Monoterpeno hidrocarbénico 38,64
Monoterpeno oxigenado 56,12
Total 94,76

TR = Tempo de Retencdo, IK= indice de Kovats, "N&o foi possivel & identificacio do composto.

Figura 8: Férmula estrutural do limoneno, constituinte majoritario do 6leo essencial de flores de
Cymbopogon densiflorus.

Segundo Akhila (2010) este Oleo é realmente composto somente por
monoterpenos, sendo limoneno (52%), trans-p-menta-2,8-dien-1-ol (10%), verbenol
(9%) e alcool perilil (7%) os mais relatados, o que, em parte, esta de acordo com o
nossos resultados, onde a diferenga estd na auséncia dos dois Ultimos compostos. O

mesmo foi observado na caracterizacdo do 6leo das flores feita por Chisowa (1997),
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onde foram encontrados 12 constituintes, os quais equivalem a mais de 58% a
constituicdo apresentada no presente trabalho.

Folhas de C. nardus apresentaram um 0Gleo essencial constituido principalmente
por monoterpenos oxigenados, como citronelal, citronelol e geraniol (Figura 9), sendo
possivel a identificacdo da maior parte de seus compostos (99,61%) (Tabela 4).

Tabela 4: Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon nardus.

Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
1 8,403 1027,96 1029 Limoneno 2,83
2 10,942 1098,33 1096 Linalol 0,58
3 13,096 1150,46 1153 Citronelal 56,46
4 13,360 1156,83 1159 Isopulegol 0,21
5 16,340 1227,65 1225 Citronelol 14,42
6 16,670 1235,32 1238 Neral 0,26
7 17,383 1251,90 1252 Geraniol 12,46
8 17,941 1264,88 1267 Geranial 0,27
9 21,453 1347,10 1352 Acetato de citronelila 1,18
10 21,638 1351,45 1359 Eugenol 0,72
11 22,659 1375,48 1381 Acetato de geranila 0,61
12 23,256 1389,52 1390 B-elemeno 0,97
13 26,979 1480,04 1481 Germacreno D 2,57
14 27,748 1498,82 1500 a-muuroleno 0,29
15* 28,005 1505,32 - - 0,31
16 28,282 1512,38 1512 d-amorfeno 0,28
17 28,554 1519,31 1523 &-cadineno 1,32
18 29,665 1547,62 1548 Hedicariol 1,97
19 30,750 1575,28 1575 Germacreno D-4-ol 1,50
20 32,889 1631,28 1631 Eremoligenol 0,13
21 33,764 1654,69 1654 a-cadinol 0,58
22* 34,344 1670,21 - - 0,10
Monoterpeno hidrocarbénico 2,83
Monoterpeno oxigenado 87,17
Sesquiterpeno hidrocarbdnico 5,43
Sesquiterpeno oxigenado 4,18
Total 99,61

TR = Tempo de Retencdo, IK= indice de Kovats, "No foi possivel & identificacdo do composto.
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Figura 9: Formulas estruturais dos principais constituintes presentes no 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon nardus. a) Citronelal; b) Citronelol; ¢) Geraniol.

O estudo da composicdo do 6leo essencial destas especies de Cymbopogon, C.
densiflorus e C. nardus, bem como o realizado por Ganjewala (2009) revelaram os
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monoterpenos como sendo 0s principais constituintes, no entanto, foi possivel observar
que a composicdo destes € marcadamente variada entre as espécies, uma vez que, o teor
e a constituicao do 6leo sdo influenciados tanto por fatores intrinsecos ao vegetal quanto
aos externos presentes no ambiente.

Akhila (2010) realizou uma revisdo caracterizando os principais exemplares do
género Cymbopogon, como o C. nardus. Esta espécie teve a composic¢ao quimica do seu
oleo essencial revelada por diferentes autores onde, resumidamente foram encontrados
15 terpenos com maior ocorréncia. Dentre esses compostos, podemos citar o limoneno
(9-28%), geraniol (20-30%), citronelol (8-20%) e citronelal (5-16%), que apesar de
apresentarem variacOGes diferentes, qualitativamente também foram os principais no
presente trabalho.

Mahalwal e Ali (2003) ao trabalharem com o Gleo desta espécie encontraram 35
componentes, dos quais 29 foram identificados, correspondendo a 92,7%. O o6leo
continha monoterpenos (79,8%), sesquiterpenos (11,5%) e outros compostos (1,4%),
proporcao esta que corrobora com 0s nossos resultados. Outro fato que esta de acordo é
a presenca proeminente de citronelal (29,7%) e geraniol (24,2%), embora outros
terpenos diferentes também tenham sido relatados. Da mesma forma, Trindade et al.
(2015) caracterizaram quimicamente o 6leo de C. nardus, sendo citronelal (38%) o
composto de maior quantidade, seguido do geraniol (19%) e citronelol (14%), sequéncia
esta que muito se aproxima aos dados obtidos na tabela 4, totalizando uma semelhanca
de 12 substancias das 18 identificadas. Esta semelhanca foi superada por Aguiar et al.
(2014), em que todos os terpenos identificados também se encontram nos nossos dados,
com excecao apenas da presenca de elemol, bem como, os dados relatados por Andrade
et al. (2012), dos quais apenas trés compostos dos 17 identificados estdo ausentes.

No entanto, as concentracGes de citronelal (28%), geraniol (23%), geranial
(15%), citronelol (12%) e neral (11%) em C. nardus no estudo feito por Toledo et al.
(2016) destoam das encontradas neste trabalho, embora todas estejam presentes. Sendo
assim, a diferenca observada é dita como quantitativa e pode ocorrer devido a condi¢des
genéticas, ambientais ou geogréaficas, determinantes na composi¢cdo dos O0leos.
Similarmente, a partir de uma amostra desta espécie coletada na Malasia foi possivel
obter um oleo essencial contendo 24 compostos, sendo identificados 93,1%. Nesta

composi¢cdo estavam incluidos citronelal (29%) e citronelol (5%), dentre outros
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compostos também presentes aqui, no entanto, as proporcdes destes diferem nos dois
estudos, além da ndo observagdo do geraniol, um dos terpenos de maior ocorréncia
(WEI & WEE, 2012). Resultado diferente também foi demonstrado por Kandimalla et
al. (2016), em que citral (39%) e 2,6-octadienal,3,7-dimetil (31%), ausentes neste
trabalho, foram os majoritarios, além de citronelal, geraniol e citronelol, juntos
somarem menos de 11% da constituicdo, o que de forma clara estd bem distante da
proporcéao de 83% no presente estudo. Outro dado distinto foi a presenca de citral (28%)
e mirceno (14%) dentre os compostos principais relatados por Hsu, Yen e Wang (2013),
sendo ambos ausentes em nosso estudo.

Pesquisa realizada por Barbosa (2007) permitiu avaliar a constituicdo quimica
do oleo essencial para duas amostras de C. nardus, em que na primeira, coletada no
Distrito Federal, foram detectados 13 constituintes, os quais 11 foram identificados, o
que corresponde a 93,59%. Os constituintes majoritarios presentes foram geraniol
(32,53%), citronelol (23,69%), elemol (8,13%) e citronelal (8,02%). J& no Oleo da
segunda amostra coletada em Goias, foram detectados 11 constituintes, sendo
identificados 10 compostos, correspondendo a 99,24%. Geraniol (20,27%), citronelol
(14,64%) e citronelal (53,95%) foram os principais, entretanto, o elemol n&o foi
encontrado nessa amostra. Apesar dos exemplares serem de regifes distintas, estas séo
relativamente proximas, o que se esperaria um maior nimero de constituintes
compartilhados, apenas 7 estdao presentes em ambos. Quando comparados aos resultados
do presente estudo é possivel perceber que a amostra 1 e 2 equivalem a 54% e 82%,
respectivamente, apresentando o Ultimo caso maiores semelhancas tanto nos
constituintes presentes quanto na sua proporgao.

Além disso, na avaliacdo do teor e composicdo deste Oleo essencial em
diferentes épocas de colheita, a partir de uma mesma amostragem, foi possivel observar
que ocorreu uma variacdo no nimero de compostos nas cinco coletas. Isto porque a
composigdo quantitativa e qualitativa dos metabolitos secundarios das plantas é alterada
acentuadamente durante as fases de crescimento, embora em todas as amostras o
geraniol se manteve o composto predominante (CASTRO et al., 2010; CASTRO et al.,
2007).

De acordo com os constituintes verificados no 6leo essencial de C. densiflorus e

C. nardus, pbde-se perceber a diferenga marcante entre eles, isto porque algumas
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espécies se relacionam mais quimicamente com outras dentro do mesmo género. Sendo
assim, as analises da composicdo de Oleos essenciais podem ser importantes como
subsidios para a quimiotaxonomia, uma vez que o0 género Cymbopogon apresenta
especies diferentes que se assemelham morfologicamente (BARBOSA, 2007).

Em seguida, as analises da caracteriza¢do quimica do 0leo essencial de folhas de
M. leucadendron permitiu a identificacdo de 99,73% de seus constituintes, 0s quais séo
predominantemente monoterpenos (Tabela 5). Limoneno (Figura 8), a-pineno, B-
pineno, 1,8-cineol e viridiflorol (Figura 10) foram os compostos majoritarios.

Dentre os compostos de maiores propor¢des encontrados por Quintdo (2013),
corrobora com os nossos resultados a presenga de viridiflorol (38%) e a-pineno (7%),
por outro lado, o eucaliptol (17%) ndo foi identificado. Além disso, a auséncia de outras
substancias que foram significativas neste estudo, como B-pineno, limoneno e 1,8-cineol
reforcam as diferengas encontradas pelos autores, apesar das coletas de ambos 0s
materiais botanicos terem ocorrido na mesma regiéo.

No perfil cromatografico deste 6leo obtido no Senegal, Fall et al. (2017)
identificaram 43 compostos, representando 99,47% de sua composi¢do. Os compostos
majoritarios encontrados foram 1,8-cineol (29%), epiglobulol (23%), a-pineno (12%),
limoneno (12%), a-terpineol (7%), B-pineno (4%) e ledol (2%), os quais se aproximam
quali e quantitativamente com os dados apresentados na tabela 5, excetuando apenas a
auséncia do epiglobulol e a presenca do viridiflorol. Além disso, mais de 53% de ambas
as composicdes sdo equiparaveis, com predominancia de monoterpenos.

No trabalho realizado por Farag et al. (2004), maiores niveis de 1,8-cineol
(64%), a-terpineol (11%) e valenceno (4%) foram encontrados. Por outro lado, o oposto
ocorreu para limoneno (7%) a-pineno (4%) e B-pineno (2%). Dessa forma, os perfis
bioquimicos do 6leo obtido na regido do Cairo e deste estudo foram semelhantes em
cerca de 74%, apesar da diferenca quantitativa observada entre os maiores constituintes.

Sendo assim, de uma forma geral, estas variabilidades relatadas no dleo
essencial extraido a partir das folhas de M. leucadendron podem ocorrer devido a
influéncias bioticas e abidticas, como a diversidade genética, o habitat, além dos tratos
culturais, que interferem na composicdo quimica destes 0leos (GOBBO-NETO &
LOPES, 2007).
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Tabela 5: Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de folhas de Melaleuca leucadendron.

Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
1 5,322 925,31 930 a-thujeno 0,17
2 5,558 934,00 939 a-pineno 9,06
3 5,916 947,19 952 a-fencheno 0,06
4 5,968 949,11 954 Camfeno 0,44
5 6,285 960,79 960 Benzaldeido 0,30
6 6,782 979,10 979 B-pineno 7,74
7 6,884 982,86 985 6-metil-5-hepten-2-ona 0,07
8 7,027 988,13 990 Mirceno 0,15
9 7,957 1016,60 1017 a-terpineno 0,10
10 8,285 1025,56 1024 p-cimeno 1,08
11 8,565 1033,21 1029 Limoneno 32,00
12 8,643 1035,34 1031 1,8-cineol 17,32
13 8,959 1043,97 1037 (2)-B-ocimeno 0,21
14 9,402 1056,07 1059 y-terpineno 1,24
15 10,405 1083,47 1088 Terpinoleno 0,26
16 10,769 1093,41 1090 Metilbenzoato 0,10
17 10,966 1098,79 1096 Linalol 0,67
18 11,728 1117,33 1116 Fenchol 0,16
19 11,847 1120,20 1122 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,06
20 12,437 1134,45 1137 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,06
21 12,605 1138,50 1139 trans-pinocarveol 0,12
22 12,931 1146,37 1148 neo-isopulegol 0,34
23 13,175 1152,26 1149 Hidrato de camfeno 0,03
24 13,343 1156,32 1149 Isopulegol 0,09
25 13,843 1168,39 1166 d-terpineol 0,15
26 13,905 1169,89 1169 Borneol 0,12
27* 14,200 1177,01 - - 0,15
28 14,287 1179,11 1177 Terpinen-4-ol 1,05
29 14,596 1186,57 1189 trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,34
30 14,973 1195,67 1188 a-terpineol 3,68
31* 15132 1199,51 - - 0,09
32* 16,205 122422 - - 0,04
33 16,285 1226,06 1125 Citronelol 0,08
34 16,369 1228,00 1230 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,18
35 24,420 1415,13 1419 E-cariofileno 1,14
36 25,880 1450,53 1454 a-humuleno 0,19
37 26,067 1455,06 1460 allo-aromadendreno 0,41
38 27,259 1483,97 1490 B-selineno 0,33
39 27,368 1486,61 1496 Viridifloreno 0,48
40 27,560 1491,27 1498 a-selineno 0,22
41 28,259 1508,55 1513 y-cadineno 0,14
42 28,488 1514,33 1523 d-cadineno 0,07
43 30,491 1564,90 1568 Palustrol 0,37
44 30,951  1576,52 1583 Oxido cariofileno 1,36
45 31,619 1593,38 1592 Viridiflorol 14,89
46 31,903 1600,58 1602 Ledol 2,48
a7 32,046 1604,38 1608 Epdxido humuleno 11 0,14
48 33,286 1637,30 1640 epi-a-cadinol 0,08
Monoterpeno hidrocarbdnico 52,51
Monoterpeno oxigenado 24,92
Sesquiterpeno hidrocarbénico 2,98
Sesquiterpeno oxigenado 19,32
Total 99,73

TR = Tempo de Retencdo, IK= Indice de Kovats, "N&o foi possivel & identificagdo do composto.
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c)

Figura 10: Férmulas estruturais dos principais constituintes presentes no éleo essencial de folhas de
Melaleuca leucadendron: a) a-pineno; b) B-pineno; c) 1,8-cineol; d) Viridiflorol.

Cerca de 99% da composicdo quimica do Oleo essencial de flores de M.
leucadendron foram identificados, sendo relatada a presenca de monoterpenos e
sesquiterpenos (Tabela 6). Dentre os 31 compostos, limoneno, a-pineno e viridiflorol
(Figuras 8 e 10) foram os principais. Como relatado anteriormente, nenhum trabalho
com objetivo de obter e caracterizar esse 6leo essencial foi publicado até o momento,
fato que justifica a escolha desse material botanico para a aquisicdo de maiores

informagdes quimicas e bioldgicas, bem como, pela relevancia desse conhecimento.
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Tabela 6: Caracterizagdo quimica do 0leo essencial de flores de Melaleuca leucadendron.

Pico TR IK IK Composto Porcentagem
(min) calculado real (%)
1 5,587 933,22 939 a-pineno 17,13
2 5,991 948,15 954 Camfeno 0,10
3 6,773 977,05 979 B-pineno 2,38
4 7,051 987,32 990 Mirceno 0,28
5 7,974 1016,07 1017 a-terpineno 0,08
6 8,418 1028,38 1029 Limoneno 9,07
7 8,956 1043,29 1050 (E)-B-ocimeno 0,69
8 9,424 1056,26 1059 y-terpineno 0,15
9 10,477 1085,44 1088 p-menta-2,4(8)-dieno 0,35
10 10,944 1098,39 1096 Linalol 0,23
11 14,843 119257 1188 a-terpineol 0,86
12 22,699 1376,42 1376 Isoledeno 0,21
13 24,006 1407,44 1409 B-gurjuneno 0,25
14 24,463 1418,60 1419 E-cariofileno 3,16
15 25,350 1440,26 1441 Aromadendreno 0,31
16 25,890 1453,45 1454 a-humuleno 0,62
17 26,136 1459,46 1466 9-epi-(E)-cariofileno 0,69
18* 27,334 1488,71 - - 0,57
19 27,511 1493,04 1496 Viridifloreno 4,01
20* 28,275 1512,20 - - 0,34
21 28,531 1518,73 1523 d-cadineno 0,49
22* 30,524 1569,52 - - 0,56
23 31,153 1585,55 1590 Globulol 0,35
24 31,588 1596,63 1592 Viridiflorol 47,01
25 31,899 1604,78 1602 Ledol 5,74
26 32,770 1628,09 1631 Eremoligenol 0,30
27 32,883 1631,12 1632 y-eudesmol 0,39
28 33,244 1640,78 1640 epi-a-cadinol 0,58
29 33,653 1651,72 1650 B-eudesmol 1,02
30 33,757 1654,50 1653 a-eudesmol 1,34
31 34,148 1664,97 1671 Bulnesol 0,74
Monoterpeno hidrocarbdnico 30,23
Monoterpeno oxigenado 1,09
Sesquiterpeno hidrocarb6nico 9,74
Sesquiterpeno oxigenado 57,47
Total 98,53

TR = Tempo de Retencdo, IK= indice de Kovats, "Nao foi possivel & identificacdo do composto.

A tabela 7 mostra a composi¢do quimica completa do 6éleo essencial obtido a

partir de folhas de M. graveolens. Como pode ser visto, 11 diferentes substancias foram

identificadas, sendo representada majoritariamente por monoterpenos oxigenados.

Baseado nesses resultados foi demonstrado também que os maiores constituintes foram

B-pineno (Figura 10) e cis-acetato de pinocarvil (Figura 11).
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Tabela 7: Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de folhas de Microlicia graveolens.

Pico TR IK IK Composto Porcentagem

(min) calculado real (%)
1 5,445 931,94 939 a-pineno 0,85
2 6,471 970,49 975 Sabineno 0,31
3 6,632 976,55 979 B-pineno 6,70
4 6,907 986,88 990 Mirceno 2,94
5 8,246 1027,66 1029 Limoneno 1,25
6 8,300 1029,17 1031 1,8-cineol 0,88
7 14,415 1186,91 1184 cis-pinocarveol 0,53
8 14,661 1192,88 1188 a-terpineol 0,46
9 18,930 1292,94 1298 trans-acetato de pinocarvil 1,66
10 19,639 1309,62 1312 cis-acetato de pinocarvil 83,57
11 31,164 1593,01 1592 Viridiflorol 0,86
Monoterpeno hidrocarbdnico 12,05

Monoterpeno oxigenado 87,10
Sesquiterpeno oxigenado 0,86

Total 100,01

TR = Tempo de Retencdo, IK= Indice de Kovats.

Figura 11: Férmula estrutural do cis-acetato de pinocarvil, constituinte majoritario do 6leo essencial de
folhas de Microlicia graveolens.

Segundo Quintdo (2013) dentre as substancias de maior ocorréncia neste 6leo
essencial estdo (+)-trans-acetato de pinocarvil (48%) e B-pineno (25%), dados estes que
também foram obtidos por Toudahl et al. (2012), nas proporcbes de 79% e 4%,
respectivamente. No entanto, 0 mesmo ndo foi observado em nosso estudo, onde se
apresenta apenas tracos deste terpeno tido como principal e uma proporcéo semelhante
de B-pineno apenas para o segundo autor. Esta diferenca pode ter ocorrido devido a
semelhanca dos espectros de massas e a dificuldade de identificacdo dos compostos,
uma vez que o cis-acetato de pinocarvil, composto majoritario do presente estudo,
difere apenas na conformacdo geométrica, ou seja, é esteroisdmero do trans-acetato de
pinocarvil.

Em sintese, de acordo com as tabelas anteriores, podemos verificar que todos 0s
0leos em questdo sdo constituidos por terpenos, principalmente mono e sesquiterpenos.
Segundo Borges et al. (2012), esta classe de compostos & a responsavel pela acédo
antiparasitaria dos 0leos essenciais, atuando a partir da indugdo de danos celulares no

parasito. Este relato juntamente com a caracterizacdo quimica obtida nesse estudo,
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reintegra a capacidade desses 6leos essenciais apresentarem um efeito terapéutico contra
0 agente etioldgico da doenca de Chagas.

Dessa forma, os principais componentes monoterpenoides que tém sido
relatados por apresentar acdo especifica sobre T. cruzi sdo citral, geranial, linalol, y-
terpineno, limoneno, carvona, p-cimeno, timol e carvacrol (SCHMIDT et al., 2012a).
Comparando-se com os constituintes identificados nas espécies em estudo, é possivel
verificar que seis dessas estruturas estdo presentes em pelo menos um dos 6leos
essenciais estudados, com destaque para o limoneno relatado para todas as espécies e
cuja concentracdo € significativa para C. densiflorus (flores) e M. leucadendron (folhas
e flores). Outra substancia importante é o geraniol, devido a presenga relevante no 6leo
de C. nardus.

Em estudos realizados por Santoro et al. (2007c), o 6leo essencial de C. citratus
foi ativo contra cepas de T. cruzi, atividade esta que também foi relatada para o seu
componente principal, citral. Esta substancia € um exemplo de monoterpeno oxigenado
e de acordo com as tabelas anteriores, esta classe esta presente majoritariamente nos
Oleos essenciais das outras espécies do género Cymbopogon em estudo, bem como, em
M. graveolens. Com isso, podemos observar significativas semelhangas na estrutura
quimica do citral e os principais constituintes destes éleos, o que indica que estes podem
reproduzir a atividade relatada para C. citratus.

Além disso, outros monoterpenos também tiveram seu potencial antiparasitario
revelado, no entanto, sobre diferentes protozoarios. Dentre eles, pode-se citar geraniol,
terpinoleno, terpinen-4-ol, isopulegol, 1,8-cineol, sabineno, o-pineno, B-pineno e
verbenona, que de forma analoga foram encontrados no presente trabalho. Salientam-se
as estruturas 1,8-cienol, a-pineno e B-pineno, as quais se apresentaram majoritariamente
para as espécies M. leucadendron (folhas e flores) e M. graveolens. Por outro lado,
substancias como o-felandreno, 6xido limoneno, alcool perila, piperitona, tujona, 8-3-
careno, mirtenal, canfora e piretrinas, apesar de ausentes nas tabelas anteriores,
corroboram o efeito danoso dos monoterpenos sobre os parasitos (SCHMIDT et al.,
2012a).

No caso dos sesquiterpenos, subclasse formada por trés unidades de isopreno,
estes sdo aparentemente responsaveis pela inibicdo da cruzaina, protease essencial para

a sobrevivéncia do T. cruzi. Segundo Schmidt et al. (2012a) foram encontrados valores
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baixos de Clsy sobre o parasito para B-cariofileno, a-copaeno, zingibereno, germacreno
D e a-humuleno, sendo os dois altimos identificados, respectivamente nas espécies C.
nardus e M. leucadendron. Além disso, em pesquisa feita por Biavatti et al. (2001) foi
possivel quantificar o potencial inibitorio do germacreno D contra tripomastigotas de T.
cruzi (61% de inibicdo a 100 pg/mL), o que reforca a possibilidade desses Oleos
apresentarem efeito anti-chagasico.

Martinez-Diaz et al. (2015) demonstraram que E-cariofileno exibe efeito
antiparasitario potente contra T. cruzi. Visto que no 0leo essencial tanto de folhas
quanto de flores de M. leucadendron também foi identificada essa substancia, mesmo
que em concentracbes menores, espera-se que essa espécie apresente agdo contra o
parasito. Além disso, o presente composto é um sesquiterpeno oxigenado e como citado
anteriormente, esta foi a principal classe de terpeno identificada no éleo das flores desta
espécie, sugerindo que estes compostos podem ser pelo menos em parte, responsaveis
pela atividade antiparasitaria.

Por fim, os triterpendides, lupeol e o éster do acido 3-hidroxitetradecandico do
lupeol, também demonstram atividade inibitéria da protease cruzipaina (SCHMIDT et
al., 2012a). Embora esta subclasse seja encontrada em concentracdes reduzidas nos
6leos essenciais, esses dados reforcam a importancia dos terpenos na defesa das plantas

e acdo contra os parasitos.
4.3. Avaliacao in silico da atividade anti-Trypanosoma cruzi

Os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa, isolados do metabolismo
secundario de varias plantas e que podem ser sintetizados por todos 0s 6rgdos vegetais.
Nessas misturas existem entre 20 a 60 constituintes em diferentes concentracdes, porém,
geralmente, somente 2 a 3 constituintes majoritarios determinam as propriedades
bioldgicas dos dleos essenciais (AZEREDO et al., 2014). Sendo assim, a avaliagéo in
silico da atividade anti-T. cruzi (Tabela 8) foi analisada somente para as substancias que
apresentaram maior porcentagem em cada O6leo essencial em estudo e muito
provavelmente seriam 0s responsaveis pelos efeitos apresentados por esse produto

natural, seja sob formas isoladas ou em agéo sinérgica com outros constituintes.
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Tabela 8: Previsdes in silico dos potenciais efeitos bioldgicos e mecanismos de acdo anti-Trypanosoma cruzi dos compostos majoritarios de cada 6leo essencial
utilizando a ferramenta PASS online.

Potencial efeito biologico e mecanismo de acdo*

Constituinte

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Folhas de Cymbopogon densiflorus
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,502 0,301 - 0,012 0,075 - - - 0,291 - -
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,502 0,301 - 0,012 0,075 - - - 0,291 - -
trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,463 - 0,153 - 0,015 - - - 0,383 - -
cis-piperitol 0,426 - 0,114 0,005 0,106 0,002 0,045 - 0,625 0,054 -
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,463 - 0,153 - 0,015 - - - 0,383 - -
Flores de Cymbopogon densiflorus
Limoneno 0,605 0,159 - - 0,100 - 0,003 0,045 0,335 0,038 -
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,502 0,301 - 0,012 0,075 - - - 0,291 - -
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,502 0,301 - 0,012 0,075 - - - 0,291 - -
trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,463 - 0,153 - 0,015 - - - 0,383 - -
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,463 - 0,153 - 0,015 - - - 0,383 - -
Folhas de Cymbopogon nardus
Citronelal 0,407 0,209 0,328 - - - 0,158 - 0,881 - 0,012
Citronelol 0,548 0,247 0,357 - 0,053 - 0,214 - 0,829 - 0,060
Geraniol 0,651 0,360 0,490 - 0,030 - 0,242 - 0,816 - 0,132
Folhas de Melaleuca leucadendron
a-pineno 0,394 0,221 - 0,009 - 0,003 0,038 - 0,418 0,035 -
B-pineno 0,215 0,054 0,086 0,008 - - - - 0,389 0,005 -
Limoneno 0,605 0,159 - - 0,100 - 0,003 0,045 0,335 0,038 -
1,8-cineol 0,687 0,719 - 0,044 0,062 - 0,023 - 0,471 0,052 -
Viridiflorol 0,303 0,375 - 0,023 - - - - 0,326 - -
Flores de Melaleuca leucadendron
a-pineno 0,394 0,221 - 0,009 - 0,003 0,038 - 0,418 0,035 -
Limoneno 0,605 0,159 - - 0,100 - 0,003 0,045 0,335 0,038 -
Viridiflorol 0,303 0,375 - 0,023 - - - - 0,326 - -
Folhas de Microlicia graveolens
B-pineno 0,215 0,054 0,086 0,008 - - - - 0,389 0,005 -
cis-acetato de pinocarvil 0,275 0,141 0,127 0,036 - - - - 0,451 - -

*Valores da diferenca Pa-Pi (http: //www. pharmaexpert. ru/passonline), - Nao indicado ou insatisfatorio (Pa < Pi). 1- Antiparasitrio; 2- Antiprotozoério; 3-
Antiprotozoério (Trypanosoma); 4- Potencializador da atividade antiparasitaria; 5- Inibicdo da lanosterol 14-a demetilase ; 6- Inibicdo do CYP51; 7- Inibicdo da
esqualeno epoxidase; 8- Inibicdo da tripanotiona disulfetoredutase; 9- Inibicdo da proteina dissulfeto redutase (Glutationa); 10- Inibicdo da glutationa redutase; 11-
Inibicdo da biossintese de purinas.
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De acordo com a tabela anterior, todos os 6leos essenciais apresentaram um ou
mais constituintes com alto potencial antiparasitario (1), com exce¢do do 6leo de M.
graveolens, em que este efeito foi moderado. Uma vez que o T. cruzi é um protozoario
hemoflagelado, também foi avaliada a atividade antiprotozoéria (2), a qual variou de
baixa a moderada para representantes de todos os 6leos, com destaque para 1,8-cineol
presente nas folhas de M. leucadendron que foi o Unico com potencial alto.

Os oOleos essenciais ricos em monoterpenos fendlicos geralmente apresentam
atividade antiprotozoaria. Em revisdo feita por Schmidt et al. (2012a) foi relatada a acédo
antiparasitaria de diferentes metabdlitos secundérios, dentre eles, 0 composto geraniol,
presente em C. nardus, que revelou uma Clsg sobre Plasmodium falciparum equivalente
a 8 pg/mL (OLAGNIER et al., 2007). Ja os monoterpenos a-pineno ¢ B-pineno
demonstraram em distintos estudos efeito contra Leishmania major e Trypanosoma
brucei (MIKUS et al., 2000) e a acdo de 1,8-cineol sobre T. brucei e P. falciparum
também pbde ser quantificada (83 pg/mL e 120 pg/mL, respectivamente) (NIBRET &
WINK, 2010; SU et al., 2008). Visto que as substancias citadas estdo presentes de
forma consideravel nas espécies C. nardus, M. leucadendron e M. graveolens, bem
como 0s parasitos sobre 0s quais demonstraram atividade sdo exemplos de protozoarios,
esses dados confirmam o potencial 1 e 2 demonstrado na analise in silico destes 6leos
essenciais.

Além disso, analisou-se essa acdo especificamente para o género Trypanosoma
(3), onde foi possivel observar também uma variacao de baixa a moderada atividade, no
entanto, nenhum efeito foi demonstrado para os constituintes das flores de M.
leucadendron. Este resultado pode ser contrariado devido o limoneno, presente nas
espéecies M. leucadendron e C. densiflorus, apresentar acdo sobre T. cruzi tanto para
formas espimastigotas quanto amastigotas, revelando valores de Clsy entre 30 a 211
pug/mL (ESCOBAR et al., 2010), além de outros parasitos como T. brucei, L. chagasi,
L. amazonenses e P. falciparum (ESCOBAR et al., 2010; NIBRET & WINK, 2010;
ARRUDA et al., 2009; OLAGNIER et al., 2007; RODRIGUES et al., 2004). Dessa
forma, diversos trabalhos ja comprovaram a potencialidade contra parasitos dos
compostos tidos como majoritarios para os 0leos essenciais em estudo, realidade esta

que justifica a pesquisa para a obtencdo de maiores informacdes.
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Ademais, em caso da utilizacdo desses Oleos essenciais juntamente com outras
substancias eficazes para o tratamento da doenca de Chagas, também foi analisado o
efeito potencializador da atividade antiparasitaria (4), o qual ndo foi revelado apenas o
0leo de C. nardus. Essa alternativa tem sido avaliada com o intuito de melhorar a
eficdcia terapéutica da quimioterapia atual, por meio da associa¢do dos farmacos
convencionalmente utilizados entre si e com 0S nNOV0S cOmMpostos.

Além dos efeitos bioldgicos, supostos mecanismos de acao contra T. cruzi foram
previstos. O ergosterol esta presente em membranas do parasito, atuando com um
modulador de fluidez. Quimicamente, é classificado como um esteroide de membrana
altamente lipofilico e qualquer acdo dos Oleos essenciais nesta molécula pode
desencadear um desequilibrio na fluidez da membrana plasmaética do parasito, levando
alteracdes na homeostase intracelular (ANDRADE et al., 2015).

Como demonstrado por Urbina (2009), inibidores especificos da biossintese do
ergosterol (IBE), como inibidores da esqualeno sintase, lanosterol sintase e esqualeno
epoxidase apresentam poténcia in vitro e in vivo contra o parasito, no entanto séo menos
avancados em seu processo de desenvolvimento. Os resultados de inibicdo da lanosterol
14-0, desmetilase (5) e da esqualeno epoxidase (7) ndo foram demonstrados apenas para
a espécie M. graveolens enquanto a inibi¢cdo do CYP51(6) foi apresentada por trés 6leos
diferentes. Este fato impulsiona, portanto, pesquisas nessa area a fim de se obter
maiores conhecimentos de um mecanismo que demonstra ser presente e viavel nesses
o6leos essenciais, mas que ainda ndo foram totalmente elucidados.

Em adicdo, estudos realizados nas Ultimas duas décadas demonstram
consistentemente que o T. cruzi, como a maioria dos fungos e leveduras, requer esterois
especificos para a viabilidade celular e proliferacdo em todas as fases do seu ciclo de
vida. Com isso, varios IBE comercialmente disponiveis, que sdo altamente eficazes no
tratamento de doengas fngicas (tais como cetoconazol, itraconazol ou terbinafina) tém
revelado efeitos supressivos, mas ndo curativos contra infec¢bes por T. cruzi em
humanos ou animais de experimentacdo e incapazes de parar a progressédo da doenga
(URBINA, 2009; URBINA & DOCAMPO, 2003).

Dessa forma, os 0Oleos essenciais exercem um papel importante na defesa do
vegetal contra diversos agentes patologicos, em que, cerca de 60% desses Oleos

apresentam atividade antifungica. Segundo diferentes literaturas, 0s 6leos essenciais de
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C. densiflorus (SEIBERT at al., 2015), C. nardus (KANDIMALLA et al., 2016;
TOLEDO et al., 2016; AGUIAR et al., 2014; VELOSO et al., 2012) e M. leucadendron
(FARAG et al., 2004) apresentam potente atividade contra fungos, no entanto, para M.
graveolens foram encontrados relatos apenas sobre bactérias (QUINTAO, 2013). Sendo
assim, todos os Oleos obtidos neste estudo ja tiverem seu potencial antimicrobiano
descrito o que pode ser correlacionado com a possivel acdo antiparasitaria baseada nos
IBE demonstrada no estudo in silico e reforca o interesse no desenvolvimento de novos
antiparasitarios provenientes desses metabolitos.

A eficécia contra o parasito também pode ser observada para compostos com
mecanismos duplos de acdo, ou seja, inibicdo da biossintese de ergosterol e geracdo de
radicais livres (URBINA, 2009). Esses radicais causam diferentes danos celulares e o
desequilibrio entre a taxa de formacéo dessas substancias e sua degradacdo conduz ao
estresse oxidativo. A principal defesa a esses danos € o sistema antioxidante, o qual atua
por meio do desenvolvimento de uma resposta ao aumento da concentragdo de oxigénio.
Visto que os 6leos essenciais apresentam baixo potencial antioxidante devido a auséncia
de compostos fendlicos que sdo os principais responsaveis por essa atividade, neste
caso, portanto, € possivel que a concentracdo de radicais livres ndo seja reduzida,
propiciando, assim, o mecanismo duplo de acdo dos 6leos essenciais (SEIBERT et al.,
2018; ANDRADE et al., 2012).

Em relacdo a sintese e metabolismo da tripanotiona, antioxidante essencial para
sobrevivéncia do parasito, mecanismos como inibicao da tripanotiona disulfetoredutase
(8), inibicdo da proteina dissulfeto redutase (Glutationa) (9) e inibicdo da glutationa
redutase (10) também foram avaliados. No primeiro caso, apenas o limoneno presente
em trés diferentes 6leos de forma significativa demonstrou atividade. J& no segundo
mecanismo, todos os 0leos revelaram uma acdo moderada, podendo destacar a espécie
C. nardus em que o potencial foi alto. No entanto, o contrério foi observado para ultimo
resultado, em que todos os 6leos, com excecdo do C. nardus, apresentaram alguma
acao.

O cinamaldeido, fenilpropandide extraido principalmente do género
Cinnamomum, tem como modo de acdo contra T. cruzi a adi¢cdo de um aldeido tiol nos
componentes contendo enxofre nas enzimas chaves tripanotiona e tripanotiona redutase,

0 que levaria a um desequilibrio redox (AZEREDO et al., 2014). Todos 0s compostos
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descritos na tabela anterior, exceto o viridiflorol (sesquiterpeno), apresentam estrutura
que se aproxima ao cinamaldeido, sugerindo, assim, a possibilidade de reproduzirem o
mesmo efeito e reforcando os valores obtidos através das analises in silico.

Dessa forma, a tripanotiona redutase, estrutural e mecanisticamente relacionada
a glutationa redutase, é uma flavoproteina chave no mecanismo de defesa dos
tripanosomatideos contra o estresse oxidativo (SCHMIDT et al., 2012a; KRIEGER et
al., 2000). Outros fitogquimicos que também mostraram mesma atividade sdo o ajoeno
extraido a partir do alho (Allium sativum) (GALLWITZ et al., 1999) e a lunarina de
Lunaria spp. (BOND et al., 1999).

Por fim, devido & deficiéncia na biossintese de novo de purinas (11) do T. cruzi,
a inibicdo dessa via também demonstra ser um alvo terapéutico, o qual foi apresentado
somente para a espécie C. nardus.

Embora ndo informado pelas analises in silico, outros mecanismos contra T.
cruzi ja foram revelados, como por exemplo, a inibi¢do da cruzipaina, principal protease
de cisteina do parasito e a qual tem sido foco de esforgcos recentes na descoberta de
farmacos antichagasicos (SAJID et al., 2011). Dessa forma, uma série de O6leos
essenciais revelou atividade inibitéria de cruzipaina, dentre eles, o 6leo de casca de
Croton draco (Clsp 16 ng/mL) (SETZER et al., 2007), de folhas de Eugenia sp. (Clso 36
ug/mL) (STOKES et al., 2007) e de Ocotea spp. (Clsp < 20 ug/mL) (SETZER et al.,
2006). Os sesquiterpenoides sdo aparentemente responsaveis por esta capacidade de
inibicdo de cruzipaina dos Oleos, como pdde ser comprovado pelos resultados
encontrados para 0s compostos isolados dos mesmos: p-cariofileno (Clsg 32 ug/mL), a-
copaeno (Clsg 5 ug/mL), germacreno D (Clsg 22 pg/mL), a-humuleno (Clsp 28 ug/mL) e
zingibereno (Clsp 8 pg/mL) (SCHMIDT et al., 2012a; SETZER et al., 2007; STOKES
et al., 2007). Visto que a espécie Eugenia sp. pertence a mesma familia da M.
leucadendron (Myrtaceae) juntamente com a presenca do viridiflorol, sesquiterpeno
majoritario, sugere-se entdo que o Oleo desta espécie pode apresentar acdo contra T.
cruzi através do efeito sobre a cruzipaina.

A pesquisa de potenciais agentes antiparasitarios por meio do direcionamento a
alvos enzimaticos especificos tem a vantagem de identificar inibidores seletivos, 0s
quais podem ser negligenciados devido a deficiéncias na entrega do farmaco ou de sua

biodisponibilidade nos métodos in vitro e in vivo. Contudo, apenas algumas triagens

SEIBERT, J. B. (2019) 58



CAPITULO 1 4. Resultados e Discussao

foram realizadas a partir de extratos de plantas ou fitoquimicos sobre proteinas alvo de
parasitos (SCHMIDT et al., 2012a). Sendo assim, de uma forma geral, todos os dleos
em estudo demonstraram potencial anti-T. cruzi, podendo atuar sobre diferentes
mecanismos de acdo, o que de fato se torna vantajoso diante do surgimento de cepas

resistentes.
4.4. Avaliagao in vitro da atividade anti-Trypanosoma cruzi
4.4.1. Atividade anti-Trypanosoma cruzi

A andlise dos resultados foi realizada considerando a reducdo do
desenvolvimento da infec¢do estabelecida promovida pelos 6leos essenciais testados,
em relacdo ao cultivo de células infectadas pelo parasito na auséncia de tratamento.

A partir da leitura das absorbancias do controle de viabilidade celular (contendo
somente células L929 e sem tratamento) e do controle da viabilidade da infecgédo
(contendo células L929 infectadas e sem tratamento) foram obtidos valores de 0,459 e
2,565 respectivamente. Visto que o primeiro caso refere-se a 100% da atividade, ou
seja, 100% da reducdo do crescimento parasitario, uma vez que ndo ha parasitos e o
segundo a 0% de atividade, pois ndo ha nenhum tratamento, foi possivel calcular a
atividade de cada concentracdo dos 6leos essenciais testados (y= -0,021x + 2,565, R?*=
1). Em seguida foi determinada a faixa de linearidade entre a concentracéo e a atividade
do 6leo para calculo da Clsy sobre o parasito, ou seja, concentracdo que reduz 50% do
crescimento parasitario.

De acordo com a tabela 9 pode ser observado que o 6leo obtido por meio das
folhas de C. densiflorus demonstrou a menor concentragcdo com efeito sobre o parasito
(Clsp 60 pg/mL), seguido do 6leo das flores desta espécie (Clso 120 pg/mL). Por outro
lado, uma concentracdo significativamente superior (Clso 740 pg/mL) foi necessaria
para o 6leo de C. nardus apresentar mesma atividade da espécie anterior, apesar de
pertecerem ao mesmo género. Uma diferenca também foi verificada entre a acdo do
oleo das folhas (Clsg 360 pg/mL) e flores de M. leucadendron (Clsg 1260 pg/mL), em
que a atividade antiparasitaria do primeiro caso se revelou cerca de quatro vezes maior
guando comparada ao segundo. Por fim, o menor efeito contra o parasito foi

demonstrado para o 6leo de M. graveolens (Clso 2300 pg/mL). Esta habilidade em inibir
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0 crescimento parasitario do T. cruzi foi avaliada pela primeira vez para a maior parte

dos dleos descritos nesse estudo, exceto para C. nardus.

Tabela 9: Determinacédo da Cls, das formas amastigotas e tripomastigotas do parasito Trypanosoma cruzi
e das células L929 sob acdo dos 06leos essenciais obtidos a partir das espécies Cymbopogon densiflorus,
Cymbopogon nardus, Melaleuca leucadendron e Microlicia graveolens e determinacdo do indice de
seletividade para atividade anti-Trypanosoma cruzi.

] . Cls sobre o parasito’  Cls, sobre 1L929° indice de

Oleo essencial (ug/ mL) (ug/ mL) Seletividade®
Folhas de Cymbopogon densiflorus 60 230 3,8
Flores de Cymbopogon densiflorus 120 <37 Inativo
Folhas de Cymbopogon nardus 740 740 1
Folhas de Melaleuca leucadendron 360 360 1
Flores de Melaleuca leucadendron 1260 <75 Inativo
Folhas de Microlicia graveolens 2300 <620 Inativo

Benznidazol 1 pg/mL 625 ug/mL 625

' Concentragdo do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario; © Concentracdo do composto
que induz 50% de morte celular; ® Cls, do composto sobre as células dividido pelo Cls, do composto sobre
0 parasito.

Citral é um terpeno oxigenado encontrado no 0Oleo essencial de C. citratus e
possui atividade contra T. cruzi, possivelmente pela inducdo de lise das membranas
celulares (SANTORO et al., 2007c). Embora C. densiflorus e C. nardus sejam do
mesmo género, a capacidade em inibir o parasito se mostrou diferenciada. De acordo
com os resultados da constituicdo quimica dos 6leos essenciais destas espécies, pode-se
perceber uma diferenca marcada entre eles, isto porque algumas espécies se relacionam
mais quimicamente com outras dentro do mesmo género, bem como, a diferenca
existente entre partes distintas na mesma espécie (folhas e flores). De forma anéloga
pode ser dito quanto a capacidade de apresentar certos efeitos bioldgicos, em que neste
caso as especies C. densiflorus e C. citratus se assemelham (BARBOSA, 2007).

O Oleo essencial de folhas de Cinnamodendron dinisii é composto
principalmente por a-pineno (36%), B-pineno (18%) e sabineno (12%) e estudos de sua
atividade anti-T. cruzi revelaram um baixo efeito inibitério (Clsp 283 pg/mL)
(ANDRADE et al., 2015). Este resultado corrobora com o encontrado em nosso estudo,
pois tanto a especie M. leucadendron, constituida majoritariamente por a-pineno e [-
pineno, quanto a M. graveolens, a qual além desses compostos também esta presente o
sabineno, ndo demonstraram atividade de forma significativa sobre o parasito.

Em anélises do oOleo essencial de Siparuna guianensis, dentre 0s constituintes
principais estdo mirceno (13%) e germacreno D (8,68%), em que o primeiro composto

também foi encontrado nos 6éleos de M. leucadendron e M. graveolens, ja o segundo se
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faz presente em C. nardus. Apesar de que as concentracdes destes compostos sejam
menores em nosso estudo, quando comparamos a avaliagdo da capacidade em inibir o
crescimento de T. cruzi pelos 6leos em questdo, todos apresentaram baixo potencial.
Este fato, também foi observado por Andrade et al. (2015), em que o Oleo de S.
guianensis obteve uma fraca inibigéo sobre o parasito (Clsg 209 pg/mL).

Outro relato descreveu a andlise fitoquimica de Miconia fallax e M.
stenostachya, em que cinco triterpenos puros e duas misturas foram obtidas e testadas
contra a cepa Y de T. cruzi (CUNHA et al., 2003). Os compostos mais ativos
demonstraram valores de Clsp entre 20 a 80 uM e para a atividade fraca o valor foi
acima de 300 uM. Apesar dessa distingdo, pode-se considerar que todos os terpenos
foram pouco ativos, bem como, o resultado obtido para 6leo de M. graveolens,
pertencente a mesma familia das espécies acima (Melastomataceae).

Azeredo et al. (2014) realizaram em seu estudo uma triagem da atividade de oito
diferentes dleos essenciais sobre T. cruzi. Em um primeiro momento, foi possivel
observar que os Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis, Eucalyptus globulus e
Corymbia citriodora ndo revelaram nenhum efeito contra o parasito. Esta analise
corrobora com a encontrada em nossa pesquisa para a espécie M. leucadendron, visto
que esta, bem como, E. globulus e C. citriodora pertencem a mesma familia, sugerindo
assim, baixo potencial anti-T. cruzi para Myrtaceaes.

Dentre as outras espécies analisadas por Azeredo et al. (2014), Cinnamomum
verum foi a mais ativa, com valor de Cls, cerca de 24 pg/mL, seguida pela Myrocarpus
frondosus (Clsp 61 pg/mL), Eugenia uniflora (Clsp 70 pg/mL), C. nardus (Clso 94
pg/mL) e Citrus limon (Clsp 107 pg/mL). Diante desses resultados podemos observar
que todos os dleos que foram considerados ativos demonstraram nimeros préximos ao
encontrado para C. densiflorus, o que confirma o potencial antichagasico para esta

espécie.
4.4.2. Citotoxicidade

Além da atividade sobre as formas parasitarias, também foi possivel determinar
a porcentagem de inibicdo da viabilidade celular apo6s adi¢do dos 6leos essenciais com
base na equacdo 2. Em seguida, calculou-se a Clso sobre L929, ou seja, a concentragao

que induz 50% de morte das células hospedeiras a partir da faixa de linearidade obtida
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(y= 568,75x — 82,312, R?= 1). Por fim, o indice de seletividade foi revelado através da
razdo de citotoxicidade: atividade antiparasitaria (Clso sobre L929: Clsy sobre o
parasito).

Baseado na tabela 9, a maior citotoxicidade foi encontrada para os éleos das
flores de C. densiflorus (Clso <37 pg/mL) e M. leucadendron (Clso <75 pg/mL), além
disso, esses valores sdo inferiores as concentragdes que seriam necessarias de acordo
com cada espécie para apresentar atividade contra o parasito, sendo considerados,
portanto, inativos. Perfil semelhante foi demonstrado para M. graveolens, em que a Clsg
sobre L929 (Clso <620 pg/mL) foi inferior a do parasito. J& os 6leos das folhas de C.
nardus (Clsg 740 pg/mL) e M. leucadendron (Clsp 360 pg/mL) foram citotoxicos nas
mesmas concentracdes para 0 parasito e para a célula hospedeira, 0 que indica uma acao
antiparasitaria inespecifica para estas espécies. Sendo assim, apenas o 6leo de folhas de
C. densiflorus foi ativo contra o T. cruzi, o qual inibiu o crescimento de 50% das células
apenas na concentragao de 230 pg/mL.

Além disso, é importante relatar que grande parte dos trabalhos analisa
primeiramente o efeito antiparasitario e somente apos esse resultado, a citotoxicidade é
avaliada. Com isso, € possivel que as concentra¢Bes que sdo eficazes contra o T. cruzi,
também provogquem um efeito nociso as celulas hospedeiras. Fato este que foi
observado concomintante em nosso estudo e, portanto, 0s compostos que ocasionaram
morte tanto do parasito quanto das células hospedeiras foram considerados inativos
(ANDRADE et al., 2015).

Na avaliacdo da citotoxicidade sobre células VVero para os 6leos pesquisados por
Azeredo et al. (2014), foram encontrados valores variando em torno de 50 a 280 pg/mL,
respectivamente para as espécies mais e menos toxicas. Apesar dessa grande variacao
em relacdo a toxicidade, valores de indice de seletividade muito préximos, entre 1,9 a
2,6, foram obtidos. Este indice é calculado através da divisdo da concentracdo capaz de
inibir o crescimento de 50% do parasito pela concentracdo de inibicdo de 50% das
células viaveis, o que indica que as concentracdes que foram eficazes contra o T. cruzi
também foram toxicas para as células do hospedeiro, visto que o indice apresentou
valores baixos. Quando comparamos esse valor, pode-se perceber que o 6leo de C.
densiflorus também foi pouco seletivo (IS = 3,8), demonstrando uma margem pouco

Segura para Seu uso.
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Segundo Barros et al. (2016), o 6leo essencial de L. camara revelou uma Cls
contra T. cruzi equivalente a 201pg/mL e uma toxicidade de 301pg/mL (IS = 1,5). Ao
compararmos com os valores encontrados em nosso estudo, podemos presumir que a
atividade tripanocida do Oleo de C. densiflorus foi significativamente maior. No
entanto, esta potencial acdo pode estar relacionada ao efeito toxico encontrado para este
6leo, o qual foi mais atenuante do que para espécie L. camara. Sendo assim, uma
melhor relacdo pode ser feita através dos valores do indice de seletividade, 1,5 e 3,8,
respectivamente para as espécies L. camara e C. densiflorus, o que demonstra que
ambos os 6leos foram poucos seletivos.

E importante ressaltar, no entanto, que os dados in vitro e in vivo nem sempre
revelam uma correlacdo direta, uma vez que outras propriedades farmacoldgicas dos
compostos selecionados e/ou dos seus produtos metabolicos podem obscurecer a
distincdo entre eficacia e toxicidade quando sdo utilizados modelos experimentais
(SCHMIDT et al., 2012a). Dessa forma, tém sido demonstradas que altas concentracfes
de oOleo essencial de C. citratus no tratamento de camundongos ndo produzem efeitos
toxicos (COSTA et al., 2011). Isto indica que os 6leos essenciais ou seus constituintes
majoritarios devem apresentar melhor atividade in vivo do que in vitro, revelando
atividade sobre infeccOes parasitaria e auséncia de citotoxicidade (ARRUDA et al.,
2009). Sendo este exemplar pertencente ao mesmo género da espécie ativa em estudo,
espera-se que o Oleo de C. densiflorus apresente comportamento similar, ou seja, um
menor efeito tdxico in vivo sobre as células hospedeiras.

Neste contexto, experimentos in vivo deixaram de ser realizados porque o
composto apresentou alta citotoxicidade contra células de mamifero, quando
normalmente avaliada em paralelo com os ensaios de atividade antiprotozoaria. Deve-se
enfatizar, entretanto, que os indices de seletividade sdo importantes para uma orientacdo
geral, mas ndo devem ser vistos como um critério absoluto para decidir se um composto
deve ser transferido para um modelo animal. Existem exemplos de compostos que
apresentaram um indice de seletividade (IS) muito favoravel in vitro, mas que se
revelaram inativos ou mesmo tdxicos para os animais. Por outro lado, existem também
exemplos de compostos com atividade in vitro e IS moderado que se revelaram ativos e
menos tdéxicos in vivo. Tal exemplo é a lactona sesquiterpénica, helenalina, que

apresentou uma elevada atividade in vitro contra T. brucei (Clsp 0,05 uM) e um IS
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moderado (IS = 20) (SCHMIDT et al., 2002). No entanto, os testes in vivo com este
composto mostraram que era tdxico para os animais e que também ndo havia efeito
tripanocida. No caso da lactona cinaropicrina, esta apresentou uma Clsg in vitro menos
impressionante (0,3 uM) em comparacao com a helenalina e um IS que foi ainda menor.
Contudo, ensaios in vivo demonstraram que esta substancia reduz eficazmente a
parasitemia em animais infectados (ADAMS et al., 2010). Dessa forma, uma elevada
atividade e seletividade in vitro ndo s@o certamente o fator determinante, especialmente
se apenas uma linha de células de mamifero foi utilizada para a determinacdo da
citotoxicidade, como é frequentemente o caso (SCHMIDT et al., 2012b). Posto isto,
sugere-se a avaliagdo do potencial anti-T. cruzi in vivo do 6leo de C. densiflorus para
extrapolacdo do modelo utilizado e posterior comporacao dos resultados obtidos.

Além disso, outra alternativa que seria possivel para melhorar a seguranca no
uso deste 6leo no tratamento da doenca de Chagas é a veiculacdo do mesmo em
sistemas nanoestruturados, os quais necessitam de doses menores para reproduzir um
mesmo efeito bioldgico. Sendo assim, esta perspectiva também foi alvo de nosso estudo
nos capitulos 3 e 4, com o intuito de comprovar as vantagens apresentadas pelas
nanoformulagdes, bem como, demonstrar que este 6leo é um candidato potencial na

pesquisa para a quimioterapéutica tripanocida.
4.5. Teste de permeabilidade de membrana
4.5.1. Citometria de fluxo

Em relacdo ao modo de atuacdo, a atividade dos Oleos essenciais pode estar
associada a lipofilia de seus constituintes, caracteristica que permite sua passagem
através da membrana celular e uma vez dentro das células, pode interagir com uma
variedade de proteinas, formando ligacGes covalentes com residuos de aminoacidos,
inativando enzimas e afetando certo nimero de atividades celulares (AZEREDO et al.,
2014). Além disso, ja foi relatado anteriormente que IBE demonstram forte efeito contra
0 T. cruzi e qualquer acdo dos 6leos essenciais nesta molécula pode desencadear um
desequilibrio na fluidez da membrana plasmatica do parasito, levando a alteragdes na
homeostase intracelular (ANDRADE et al.,, 2015). Sendo assim, a membrana

plasmatica revela ser um alvo de acdo contra a célula parasitaria e com o intuito de
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identificar se o 6leo essencial de folhas de C. densiflorus age nessa estrutura, foi
realizado o estudo sobre a permeabilidade de membrana do parasito.

De acordo com a figura 12, um aumento dose-dependente na permeabilidade da
membrana plasmatica do parasito foi encontrado apds tratamento com o 6leo essencial e
essa diferenca foi estatisticamente significativa a partir de concentragdes superiores a 30
pg/mL do 6leo essencial em relacdo ao controle ndo tratado. Este resultado também foi
demonstrado para o citral, composto encontrado no 6leo essencial de C. citratus que
possui efeito tripanocida possivelmente pela inducéo de lise das membranas do parasito
(SANTORO et al., 2007c). Afirmacdo semelhante pode ser dita sobre um terpeno
derivado do acido betulinico, adicionalmente a observagdo de perda da integridade da
membrana e vacuolizacdo citoplasmatica, o que caracteriza a morte do parasito por
necrose (MOREIRA et al., 2016). Além disso, em estudo conduzido por Bombaca et al.
(2018), um sesquiterpeno extraido de Drimys winter revelou uma permeabilizacdo de
epimastigota dose-denpendente com aumento de mais de 50% de células marcadas
positivamente pelo IP. Proporcdo similar de fluorescéncia foi quantificada para um
diterpeno isolado de Baccharis retusa (UENO et al., 2018), para diterpenos clerodanos
proveniente de Casearia sylvestris (BOU et al., 2014) e para o (-)-elatol, sesquiterpeno
obtido através de microalgas vermelhas Laurencia dendroidea (DESOTI et al., 2012).

Em contraste, Silsen et al. (2016) encontraram um nUmero de células
apoptoticas aumentado, ou seja, elevada marcacdo por Anexina V em vez de IP, durante
a acdo de lactonas sesquiterpénicas sobre o parasito. Ademais, na pesquisa feita com
geranilgeraniol, alcool terpénico extraido de Pterodon pubescens, foi observada a
manutenc¢do da integridade da membrana do T. cruzi, uma vez que as células ndo foram
marcadas pelo IP (MENNA-BARRETO et al., 2008). Permeabilizacdo da superficie
plasmatica também ndo foi afetada pela lactona sesquiterpénica deoximikanolido
(PUENTE et al., 2019). Apesar da diferenca entre a forma de acao, todos esses achados

reforcam que os terpendides podem ser agentes tripanocida potentes e seletivos.
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Figura 12: Avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmética do parasito Trypanosoma cruzi apds
tratamento nas diferentes concentragbes de 6leo essencial (OE) de folhas de Cymbopogon densiflorus
representada por histogramas (A) e barras (B). a) OE 240 pg/mL; b) OE 120 pg/mL; c) OE 60 pg/mL; d)
OE 30 pg/mL; e) OE 15 pg/mL; IP — lodeto de propidio; CN — Controle negativo. *Diferenca estatistica
em relagdo ao controle negativo, p<0,05.

Acdo sobre a permeabilizacdo da membrana plasmatica também ¢é induzida por
compostos ndo terpénicos. Um estudo comparando a agdo do nitrufurano clinicamente
disponivel, Nifurtimox, e compostos heterociclicos contendo N-6xido revelou que todos
os tratamentos elevaram o indice do marcador de integridade de membrana e, portanto,
seriam capazes de induzir a necrose do parasito (BENITEZ et al., 2014). Este resultado

também foi previamente descrito para 1,4-cramoll, lecitina isolada a partir da Cratylia
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mollis, quando comparada com a digitonina, a qual j& tem descrito seu uso para
permeabilizar a membrana plasmética de tripanossomatideos (FERNANDES et al.,
2010). De forma semelhante, soulamarina, cumarina obtida através de Calophyllum
brasiliense, (REA et al., 2013) e uma neolignana proveninente de Nectandra leucanta
(GRECCO et al., 2017) demonstraram permeabilidade dose-dependente da superficie
plasmética, com um aumento significativo dos niveis de fluorescéncia.

O tratamento das formas tripomastigotas com naftofuranquinonas pode levar ao
aumento do numero de vacuolos citoplasmaticos, intensa dilatacdo do envelope nuclear
e ruptura da membrana plasmatica (MENNA-BARRETO et al., 2009a). Aléem disso,
dados adquiridos atraves da citometria de fluxo demonstraram uma alta porcentagem de
parasitos marcados com IP, fato este que também foi encontrado em nosso estudo e
confirma a presenca de danos na membrana plasmatica. Similarmente, aumento desta
marcacdo foi obervado por Meira et al. (2015) em culturas tratadas com o extrato
etandlico de Physalis angulata e por Cortes et al. (2015) ap6s adi¢do de derivados do
acido galico, caracterizando a morte celular do parasito por necrose.

Diante desses relatos, pode-se sugerir que o modo de acdo do 0Oleo essencial de
C. densiflorus esta possivelmente relacionado a perda da integridade da membrana

plasmaética, induzindo, assim, a morte celular pelo processo de necrose.
4.5.2. Microscopia eletrénica de transmissédo

Formas do T. cruzi foram tratadas com o Oleo essencial de folhas de C.
densiflorus, processadas e analisadas pela MET a fim de se verificar os resultados
obtidos no teste de permeabilidade de membrana utilizando citometria de fluxo.
Conforme pode ser observada na figura 13, formas amastigotas extracelulares redondas
a partir de formas tripomastigotas metaciclicos foram obtidas, fato este que ja foi
descrito por outros autores (NAVARRO et al.,, 2003; RONDINELLI et al.,1988;
KIMURA et al., 1978, PAN 1978). Sendo assim, uma estrutura normal foi encontrada
para as células ndo tratadas. Em contrapartida, o tratamento com o 6leo provocou um
intenso enrugamento da superficie do parasito, bem como, uma desorganizacdo da
membrana plasmatica, levando ao rompimento dessa estrutura e disseminacdo do
conteudo intracelular da membrana. Esses efeitos podem ocorrer provavelmente devido

a mudancas na composi¢do quimica da membrana do parasito e ja foram previamente
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observados ap0s tratamento com inibidores da biossintese de esterol (MENNA-
BARRETO et al., 2009; BRAGA et al., 2005; SANTA-RITA et al., 2005).

Além disso, verificou-se 0 aparecimento de vacuolos vazios nas células tratadas,
0s quais também se fizeram presentes em estudo realizado por Veiga-Santos et al.
(2012) apos tratamento com posaconazol. De acordo com 0s autores, estas estruturas
sdo similares a autofagossomas, 0s quais sdo originados através de um processo de
autofagia e ocorre provavelmente devido a reciclagem de membranas anormais durante
0 processamento de organelas. Esse mecanismo levou & morte celular a partir da
degradacéo ativa dos componentes celulares necessarios para sobrevivéncia do parasito.
Outros estudos também descrevem a presenga de vacuolos autofagicos em todas as
formas do parasito tratadas com diferentes IBE e analogos de lisofosfolipideo (BRAGA
et al., 2005; SANTA-RITA et al., 2005; LAZARDI et al., 1990).

Por outro lado, é sabido que a necrose causa perda do balanco osmético,
rompimento da membrana plasmatica e aumento da vacualizacdo citoplasmatica, 0s
quais sdo vacuolos claros provavelmente causados por autodigestdo (MENNA-
BARRETO et al., 2009a). Estas caracteristicas também foram retratadas a partir do uso
do 6leo sobre o parasito, sugerindo, assim, a interacdo de ambos 0s processos de morte
celular programada. Segundo Anjos et al. (2016), um derivado de pB-lapachona
desencadeiou a erradicagdo do T. cruzi com envolvimento tanto de apoptose quanto
necrose induzida por autofagia, o que confirma a possibilidade da ocorréncia

concomitante de ambos 0s processos.
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Figura 13: Andlise através da microscopia eletronica de transmissdo (MET) do parasito Trypanosoma
cruzi sem tratamento (A - Controle negativo) e apds tratamento com ¢6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus (B). Seta preta: ruptura da membrana plasmatica; Seta branca: presenga de
vacuolos citoplasmaticos.

Adicionalmente, a analise por MET realizada por Ceole et al. 2018 demonstrou
que analagos de quinina induziam uma marcada vacuolizacdo do cinetoplasto de
amastigotas intracelulares e tripomastigotas. No entanto, o surgimento dessas estruturas
ocorreu proximo da membrana da bolsa flagelar, o que indica ser o vacuolo contractil.
Com isso, € possivel que estes compostos estejam influenciando o sistema
osmorregulatorio do parasita.

Produtos naturais também vém mostrando seu papel no combate a doenca de
Chagas. Epimastigotas tratados com a propolis brasileira sofreram alteragdes na
membrana plasmaética, edema mitocondrial, vactolos alterados e formacéo de figuras de
mielina. Em adicdo, mudancas no contelldo dos reservossomas sugerem que o extrato
de propolis compromete a biossintese de lipideos em T. cruzi, afetando,
consequentemente, as propriedades biofisicas da membrana plasmatica que podem levar
a lise do parasito (MENNA-BARRETO et al., 2009). Similar fenotipo morfoldgico foi
observado apds incubacdo do parasito com sesquiterpendides extraidos a partir de
Drimys winter e Podanthus mitiqui (BOMBACA et al., 2018). Corroborando com estes
resultados, deoximikanolido, lactona sesquiterpénica isolada de Mikania spp., induziu
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uma intensa vacualizacdo e formacdo de estruturas semelhantes a autofagossomas
(PUENTE et al., 2019).

Sendo assim, é notoria a variedade de alteracdes descritas anteriormente e apesar
de que o0 mecanismo de acdo do dleo de C. densiflorus ndo esteja completamente
elucidado, essas imagens juntamente com os dados da citometria de fluxo sugerem que
0 seu efeito antiproliferativo sobre o parasito pode estar relecionado a uma agéo na sua
membrana plasmatica de forma semelhante ao observado para os IBE. Posaconazol
assim como outros antifungicos sdo exemplares dessa classe e atuam interferindo a
biossintese do ergosterol a partir do acimulo de precursores de esterol metilado, 0s
quais sdo caracterizados por desestruturar a integridade das bicamadas fosfolipidicas e
tem revelado efeitos supressivos contra infeccbes por T. cruzi (URBINA, 2009;
URBINA & DOCAMPO, 2003). Informacdo adicional pode ser dita de acordo com o
estudo feito por nosso grupo de pesquisa (dado nédo publicado), o qual demonstrou a
acdo deste 6leo na superficie plasmatica de Candida albicans, fungo que, assim como o
T. cruzi, possui o ergosterol como principal componente da membrana. Esses relatos
indicam, portanto, que o 6leo poderia atuar pelo mesmo modo de acéo dos IBE, embora
a analise in silico tenha revelado baixo potencial em inibir a sintese desse esterol. No
entanto, estudos mais especificos quanto essa via de atuacdo se fazem necessarios.
Outra alternativa que também vem ganhando destaque é o desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados com o intuito de aumentar a eficacia dos ativos a partir da melhora da
biodisponibilidade e, consequentemente, da reducdo de dose e efeitos colaterais, sendo

esta estratégia alvo de estudo dos capitulos seguintes.
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5. CONSIDERACOES

O rendimento dos Oleos essenciais obtidos a partir das folhas e flores de C.
densiflorus e M. leucadendron e somente das folhas de C. nardus e M.graveolens variou
entre 0,1 a 1,9%. De acordo com este estudo foi possivel caracterizar em mais de 90% a
composi¢do quimica destes 6leos, sendo 0s monoterpenos e sesquiterpenos 0s
constituintes majoritarios.

Na andlise da atividade anti-T. cruzi in silico foram relatados onze possiveis
efeitos bioldgicos e mecanismo de acdo das principais substancias de cada Oleo
essencial, em que todos se revelaram ativos. Com destaque para a inibi¢do da proteina
dissulfeto redutase (Glutationa), que apresentou os maiores valores.

A triagem da atividade bioldgica in vitro contra o T. cruzi desses seis diferentes
6leos essenciais demonstrou que somente o 6Oleo obtido a partir de folhas de C.
densiflorus apresentou acdo antiparasitaria eficaz, com Clsy igual a 60 pg/mL. No
entanto, a citotoxicidade dessa amostra foi relativamente alta o que indica um baixo
indice de seletividade (1S=3,8).

Avaliagdo do efeito deste Oleo essencial sobre a integridade da membrana
plasmaética do parasito revelou um aumento significativo de permeabilidade em relacdo
ao controle ndo tratado. Fato este que foi observado tanto pela anélise por citometria de
fluxo quanto pela microscopia eletrdnica de transmissao, sugerindo que esta estrutura é

um forte candidato alvo para o efeito antiparasitario apresentado pelo éleo.
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1. INTRODUCAO
1.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia é a ciéncia que trata do projeto, producdo e aplicacdo de
materiais em nanoescala (BLECHER, NASIR & FRIEDMAN, 2011; HUH & KWON,
2011). O uso da nanotecnologia como uma estratégia para combater diferentes
patdgenos tem ganhado importancia e o foco de pesquisadores (Figura 14) (SANS-
SERRAMITJANA et al., 2015; SHI et al., 2010).

-
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Figura 14: Linha do tempo de sistemas de liberacdo de farmaco obtidos através da nanotecnologia,
destacando algumas formulacgdes de escala nanométrica que foram marcos importante ao longo da histéria
(Traduzido de SHI et al., 2010).

Esses sistemas apresentam vantagens sobre a medicina convencional, como
protecdo contra a degradacdo do ativo formulado, liberacdo do farmaco de forma
gradual e controlada, tamanho reduzido, area superficial elevada, possibilidade de
modificagéo estrutural e funcional do sistema, aumento da biodisponibilidade e reducao
dos efeitos colaterais (BLECHER, NASIR & FRIEDMAN, 2011; ZHANG, 2010;
COUVREUR & VAUTHIER, 2006; ROCO, 2001; VERMA & GARG, 2001). Além
disso, sabe-se que uma das caracteristicas dos carreadores nanoestruturados é a
interacdo significativa com microorganismos, 0 que favorece a passagem de ativos
através de barreiras fisicas produzidas pelos patogenos (SANS-SERRAMITJANA et
al., 2015).
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Diferentes exemplos de sistemas de liberagdo de farmacos de tamanho
nanomeétrico tém sido desenvolvidos como, por exemplo, nanoemulsées, lipossomas,
nanoparticulas metélicas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoparticulas poliméricas,
dendrimeros, nanoparticulas hibridas de polimeros lipidicos, sistemas micelares,
nanoestruturas compostas de carbono puro (nanotubos, nanofolhas e nanobastdes de
carbono), entre outros (VOLPEDO et al, 2019; KALHAPURE et al., 2015;
SAHARMA et al., 2012; HUH & KWON, 2011; ZHANG, 2010)

Apesar dos diversos usos no combate de doencas, 0s 6leos essenciais apresentam
algumas limitaces fisico-quimicas relacionadas a sua hidrofobicidade, volatibilidade e
reatividade. Sendo assim, produtos naturais encapsulados em sistemas nanoestruturados
tém sido investigados como uma alternativa para melhorar a estabilidade e a eficacia
destes ativos através da reducdo de dose e, por conseguinte, dos efeitos tdxicos
(MOGHIMI et al., 2016). Na literatura ja estdo descritos importantes estudos que
comprovam 0 aumento do potencial biol6égico de ativos que utilizaram a tecnologia de
nanoestruturas (LOPES et al., 2016; BHAWANA et al., 2011; LIOLIOS et al., 2009).
Além disso, em revisao realizada por EI Asbahani et al. (2015) diferentes aplicacdes de
nanoparticulas carregadas com 6leo essencial foram descritas, como potencial larvicida,
antimicrobiana, antioxidante, inseticida, repelente, preservacdo de alimentos e
tratamento de doencas digestivas. No entanto, neste caso nenhuma pesquisa
investigando a atividade tripanocida para 6leos nanoparticulados foi descrita, fato este

que reforca a importancia do presente estudo.
1.2. Sistemas nanoestruturados para o tratamento da doenca de Chagas

No tratamento da doenca de Chagas, o BZ permanece como o farmaco de
escolha e, na América Latina, é a Unica terapia disponibilizada. Entretanto, este
composto tem exibido atividade insuficiente na fase cronica da doencga, 0 que requer um
tratamento prolongado. Como consequéncia a esta condigdo, a incidéncia de reagdes
adversas e efeitos toxicos tém sido relatados, o que acarreta no abandono do tratamento
em um percentual significativo de pacientes. Além disso, caracteristicas fisico-
quimicas, como baixa solubilidade em &gua e, portanto, biodisponibilidade reduzida

intensificam a problematica do seu uso.
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Com o objetivo de contornar essas barreiras, diversos sistemas nanoestruturados
contendo BZ j& foram obtidos (FERRAZ et al., 2018). Complexacdo com ciclodextrinas
é uma das mais frequentes estratégias aplicadas para encapsular este farmaco. Leonardi,
Bombardiere & Salomon (2013) avaliaram a influéncia da inclusdo de BZ em
betaciclodextrina sobre sua solubilidade, taxa de dissolucdo e biodisponibilidade.
Aumento da taxa de dissolu¢do também foi observado para misturas contendo BZ em
diferentes polimeros como polivinilpirrolidona (PVP K-30) e polietilenoglicol (PEG
6000) (LIMA et al., 2011). Rambo, Britta & Nakamura (2015) desenvolveram
nanoparticulas de BZ a partir do copolimero polietilenoglicol e polilactidio (PEO 2000-
PLA 1400) usando o método de nanoprecipitacdo. Estudo feito por De Melo et al.
(2013) uniu ambas tecnologias, estruturas ciclodextrinadas e poliméricas, para
encapsular o BZ. Neste caso, 0 mecanismo de interacdo entre diferentes polimeros
hidrofilicos (PEG 1500, 4000 e 10000; HPMC, PVA, PVP e Poloxamer 407) e
trietanolamina em solugdo contendo betaciclodextrina foi avaliado. Outra inovagdo é a
producdo de estruturas organicas de metal (EOM), conforme descrito por Rolim-Neto et
al. (2016). EOM pertence a uma nova classe de polimeros e tem sido utilizado como um
adjuvante para modular e vetorizar a liberacdo de farmacos antichagasicos. Em adicao,
Morilla et al. (2002) avaliaram uma série de matrizes lipidicas para formular BZ em
lipossomas. Carreadores lipidicos, nanoparticulas lipidica sélida, lipossomas, quatsomas
e ciclodextrinas foram desenvolvidos por Vinuesa et al. (2017) com o intuito de
potencializar a atividade tripanocida do BZ.

Além do uso do farmaco de referéncia, outros principios ativos também ja foram
encapsulados com o intuito de potencializar sua acdo contra o T. cruzi (VOLPEDO et
al., 2019). Etanidazol foi encapsulado em lipossomas pH-sensiveis e foi demonstrada
uma liberacdo seletiva para o citoplasma de células fagociticas, o0 que aumentou sua
eficacia (MORILLA et al., 2005). Atividades in vitro e in vivo de formula¢Bes contendo
anfotericina contra infec¢@es do T. cruzi foram avaliadas por Yardley & Croft (1999). A
interacdo de benzidrazida de 5-nitro-2-furfurililideno com solugdes micelares mostrou
ser mais ativa do que o farmaco de escolha (RANGEL-YAGUI et al., 2007). Carneiro et
al. (2014) demonstraram que ditiocarbazato de S-benzilo carreado em nanoparticulas
lipidicas solidas foi efetivo em reduzir a carga parasitaria em animais infectados, bem

como, amenizar o processo inflamatdrio. Acido ursélico carreado em nanoparticulas de
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policaprolactona também revelaram eficécia in vivo similar ao padrdo BZ (ABRIATA et
al., 2017). Além disso, o potencial de nanoparticulas metélicas, particularmente de ouro
e prata, contra diferentes espécies de Trypanosoma pode ser destacado (ADEYEMI et
al., 2018).

No entanto, a maioria desses estudos restringe-se apenas a avaliagdo das
propriedades fisico-quimicas antes e apds encapsulamento do BZ, o que dificulta a
confirmacdo se o seu potencial tripanocida seria reproduzido. Sendo assim, apesar das
inimeras tentativas no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para combater a
doenca de Chagas, até hoje nenhum produto foi efetivamente obtido e 0 BZ na forma de
comprimido permanece como primeira op¢do para a terapéutica chagasica, embora suas
desvantagens ja sejam conhecidas. Esta realidade impulsiona, portanto, a pesquisa de
novas nanoestruturas, bem como, o efeito sinérgico entre novos farmacos e 0s

comercialmente disponiveis.
1.3. Nanoemulséo

Entre os sistemas de entrega de farmacos existe um grande interesse no
desenvolvimento de nanoemulsfes devido a sua estabilidade fisica maior do que as
emulsBes convencionais, além de biodegrabilidade, biocompatibilidade e facilidade de
preparacdo (KALHAPURE et al., 2015). NanoemulsGes sdo dispersdes translucidas
com tamanho de particula variando de 50 a 500 nm, além de serem
termodinamicamente estaveis por longos periodos de tempo. Este fato ocorre devido a
presenca do movimento Browniano, o qual esta relacionado ao movimento intrinseco
das goticulas e € suficiente para superar a gravidade e evitar processos de instabilidade
como coalescéncia ou floculacdo (VARGAS et al., 2017; BAJERSKI et al.,2016;
DONSI & FERRARI, 2016; ANWER et al., 2014).

Geralmente, nanoemulsdes consistem em duas fases imisciveis, em que uma das
fases esta dispersa em particulas nanométricas na outra, com o auxilio de um surfactante
(DONSI & FERRARI, 2016; MCCLEMENTS, 2011). De acordo com a fase externa,
esses sistemas podem ser classificados em O/A e A/O (Figura 15). A adicdo de
surfactantes anfifilicos atua como estabilizador e implica inumeras vantagens. Em
contrapartida, a concentracdo dessas estruturas é um fator critico, uma vez que niveis

altos podem causar citotoxicidade sistémica e topica (AZEEM et al., 2009). Outro fator
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importante € a selegdo de um tensoativo com o valor correto do equilibrio hidrofilico-
lipofilico para manter a estabilidade do sistema (KOMMURU et al., 2001). Sendo
assim, os surfactantes podem ser divididos em ndo-iénicos e idnicos (catibnicos e
anibnicos), sendo o primeiro considerado menos toxico (LI et al., 2015; ZIANI et al.,
2011; AZEEM et al., 2009).

O/A A/IO

Figura 15: Representacdo esquematica de nanoemulsdes do tipo O/A e A/O (Fonte: Adaptado de
OLIVEIRA et al., 2004).

A formacdo de nanoemulsdes pode ser alcangada através de duas abordagens, a
primeira inclui homogeneizacdo de alta energia usando dispositivos mecanicos
especializados, tais como misturadores de alto cisalhamento, homogeneizadores de alta
pressdo, sonicadores ou micro fluidificadores, os quais tém a capacidade de gerar forcas
disruptivas intensas que quebram a fase oleosa em mindsculas gotas de 6leo durante o
processamento. A segunda opcdo é conhecida como método de baixa energia e inclui
emulsificacdo espontanea, temperatura de inversdo de fase, ponto de inversdo de fase e
composicdo de inversdo de fase (KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2016; CHANG &
MCCLEMENTS, 2014; MCCLEMENTS, 2011). Esses métodos sdo baseados na
organizacdo espontanea do surfactante em torno das moléculas de 6leo essencial,
impulsionadas por diferentes forcas que tendem ao equilibrio termodindmico (DONSI
& FERRARI, 2016). O tamanho e a estabilidade das gotas podem ser controlados por
fatores de mudanca, como temperatura, pH, forca idnica e relacdo surfactante-6leo
(RSO) (OH et al., 2017; CHANG & MCCLEMENTS, 2014; MCCLEMENTS, 2011).
Além disso, estudos anteriores mostraram que as condicdes de operacdo do

homogeneizador (pressao e tempo de passagem), bem como, a composi¢do da amostra
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(tipo de 6leo e concentracdo) também sdo importantes na abordagem de alta energia
(QIAN & MCCLEMENTS, 2011).

Estudo feito por Restrepo et al. (2018) demonstrou que a média de distribuicdo
do tamanho de particula é altamente dependente dos valores da RSO, a qual diminui
quando esta relacdo é aumentada. Sendo assim, goticulas menores tem uma area
superficial maior e, portanto, requerem mais surfactantes (KOMAIKO &
MCCLEMENTS, 2016; OSTERTAG, WEISS & MCCLEMENTS, 2012). Em adicdo, 0
impacto da pressdo do microfluidizador e 0 nimero de passos sobre o tamanho médio
de particula foi avaliado por Wan et al. (2019), sendo possivel observar que 0s menores
valores de tamanho estavam relacionados a maior quantidade de passos, bem como ao
aumento de pressao de 5000 para 10000 psi.

Sendo assim, nanoemulsfes sdo mais estaveis e tem apresentado atividades
biolégicas potencializadas do componente lipofilico encapsulado devido ao seu
tamanho de particula reduzido e ao aumento da solubilidade (DONSI & FERRARI,
2016). Nanoemulsbes contendo 0leo essencial de C. flexuosus exibiram propriedade
antimicrobiana significante, com valores de concentracdo inibitéria minima menor do
que aqueles apresentados pelo 6leo livre (GUNDEL et al., 2018; ROSSI et al., 2017). A
atividade inibitéria de micotoxina foi consideravelmente potencializada pela forma
nanoemulsionada dos 6leos essenciais de tomilho, capim-limao, canela, pimenta-hortela
e cravo (WAN et al., 2019). Uma significante reducdo no nimero de formas de
Trypanosoma foi observada em testes com nanoemulsdes contendo 6leo de Carapa
guaianiensis e Schimus molle (BALDISSERA et al., 2013). Forma nanoemulsionada do
6leo de Pterodon emarginatus revelou atividade antiparasitaria contra as espécies
Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis e Mymarothecium boegeri
(VALENTIM et al., 2018).

1.4. Lipossoma

Os lipossomas sao vesiculas esféricas fechadas, organizadas em uma ou varias
bicamadas fosfolipidicas concéntricas com uma fase aquosa interna. De acordo com o
seu tamanho e lamelaridade podem ser classificados em: (1) vesiculas multilamelares
(MLV) com tamanho superior a 0,5 um, (2) pequenas vesiculas unilamelares (SUV)

com um tamanho entre 20 nm e 100 nm e (3) grandes vesiculas unilamelares (LUV)
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com um tamanho maior de 100 nm (Figura 16) (SHERRY et al., 2013). Os fosfolipidios
sdo moléculas anfifilicas capazes de se auto-organizarem espontaneamente em meio
aquoso. Além deste constituinte, os lipossomas convencionais também sdo compostos
por lecitina e colesterol, os quais sdo naturais e considerados seguros. Sendo assim,
estes sistemas apresentam vantagens por serem biodegradaveis, ndo toxicos, nao
imunogénicos e biocompativeis (ANWEKER, PATEL & SINGHAI, 2011).
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Figura 16: Representacdo esquematica dos diferentes tipos de lipossomas, unilamelar e multilamelar
(Traduzido de MISHARA et al., 2011).

Em adicdo, esses sistemas sdo candidatos promissores para o0 encapsulamento de
farmacos pouco sollveis em agua, uma vez que a estrutura das bicamadas lipidicas
permite o carreamento de compostos lipofilicos e anfifilicos, bem como o de moléculas
hidrofilicas no compartimento aquoso (COIMBRA et al., 2011; YOSHIDA et al.,
2010). Portanto, solubilizacdo de compostos insollveis e, consequentemente, aumento
da biodisponibilidade e liberacdo de farmaco controlada também sdo caracteristicas
encontradas nesse sistema. No caso dos 6leos essenciais, outras propriedades como
reducdo da perda por volatilidade e instabilidade quimica na forma lipossomal tornam-
se vantajosas (VALENT!I et al., 2001). Todos esses relatos fazem o encapsulamento de
6leos essenciais em lipossomas uma alternativa para melhorar o potencial biol6gico
devido principalmente ao seu tamanho subcelular que pode favorecer 0 mecanismo de
absorcéo passiva das células (XIAO, YU & YANG, 2011).

Em revisdo feita por Sherry et al. (2013) e El Asbahani et al. (2015) foram
relatadas diversas técnicas para a preparacdo de lipossomas contendo 6leo essencial,

bem como, a caracterizacdo desses sistemas. O metodo de hidratagdo do filme,
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conhecido como o classico método de Bangham, é usado para obter vesiculas
multilamelares com tamanho até poucos micrometros (BANGHAM, DE GIER &
GREVILLE, 1967). Entretanto, esta técnica produz vesiculas grandes com distribuicao
de tamanho e lamelaridade heterogéneos. Com isso, vérias propostas tém sido relatadas
para obter lipossomas com tamanho uniforme e reduzido, através da conversdo de MLV
em SUV ou LUV. A sonificacdo e extrusdo sdo os métodos mais comuns (PATIL &
JADHAYV, 2014). Metodologias empregando evaporacdo da fase reversa e a
convencional tecnologia do fluido supercritico também sdo descritas. O primeiro caso
consiste na preparacdo de uma emulsdo o/a através da mistura da fase orgénica
fosfolipidica em uma fase aquosa e, posteriormente, o solvente organico é evaporado,
dando origem as LUVs (DEAMER & BANGHAM, 1976). Ja a segunda técnica nao €
aplicada diretamente para a obtencdo de lipossomas, o que pode requerer varias
modifica¢Oes para 0 seu uso. Sendo assim, o método de hidratacdo do filme seguido por
sonificacdo continua sendo a técnica mais utilizada para o propdésito de encapsular 6leos
essenciais (SHERRY et al., 2013).

O desempenho funcional dos lipossomas para diversas atividades bioldgicas ja
foi reportado na literatura. Cui et al. (2016) demonstraram que o 6leo de canela exibe
uma performance antibacteriana satisfatoria sobre S. aureus MRSA e seu biofilme,
sendo que a aplicagdo da forma lipossomal aumentou sua estabilidade e estendeu o
tempo de acdo. As vesiculas lipidicas contendo 6leo de Thymus capitatus foram
altamente biocompativeis e capazes de neutralizar o estresse oxidativo, bem como,
favorecer o reparo de feridas em queratindcitos (MANCONI et al., 2018). Carvacrol e
timol, que sdo os compostos majoritarios do éleo de Origanum dictammus, revelou um
aumento da atividade antimicrobiana apds encapsulamento (SIVROPOULOU et al.,
1996). Esse efeito também foi indicado para o 6leo de Eucalyptus camaldulendis na
forma lipossomal em relacdo ao seu potencial antifungico (MOGHIMIPOUR et al.,
2012). Oleo essencial de Zanthoxylum tingoassuiba contido tanto em estruturas
multilamelares quanto unilamelares foi mais eficiente em reduzir a viabilidade celular
de glioblastoma do que sua forma livre (DETONI et al., 2012). Em adicéo, atividade
anti-herpética do 6leo de Artemisia arborescens foi potencializada quando incorporado
em MLVs (SINICO et al., 2005). No entanto, nenhum relato sobre as propriedades

antiparasitarias de 6leos essenciais encapsulados em lipossomas foi encontrado.
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1.5. Micela

As micelas sdo outro tipo de nanomaterial que atraiu consideravel atengdo como
potencial transportador de farmacos. Esses sistemas sdo geralmente agregados
globulares, no entanto, também podem ser apresentados nas formas elipsoidais,
cilindricas ou em camadas. Além disso, essas estruturas podem ser baseadas em lipidios
ou polimeros, como quitosana, condroitina ou polietilenoglicol (PEG) (WISSING,
KAYSER & MULLER, 2004). A formagdo das micelas ocorre espontaneamente em
solucBes aquosas e sdo compostas de copolimeros anfipaticos (BLANKSCHTEIN,
THURSTON & BENEDEK, 1986). A concentracdo de moléculas de surfactantes nas
quais as micelas aparecem é denominada de concentracdo micelar critica (CMC). O
processo de micelizacdo na agua resulta de um delicado equilibrio de forgas
intermoleculares, incluindo interacdes hidrofdbicas, estéricas, eletrostaticas, ligacbes de
hidrogénio e van der Waals. A principal forca atrativa resulta do efeito hidrofébico
associado as cadeias do surfactante ndo polar, por outro lado, a forca repulsiva esta
relacionada as interacGes estéricas e eletrostaticas entre as regides polares
(ISRAELACHVILI, 1991; TANFORD, 1980).

Pluoronic® F127 ou Poloxamer 407 é um surfactante ndo iénico produzido
através do bloco hidrofilico 6xido de etileno e do bloco hidrofébico 6xido de propileno
dispostos em uma estrutura tribloco (TAKATS et al., 2001). Este copolimero foi
selecionado para ser utilizado no presente estudo devido ao seu equilibrio hidrofébico-
lipofobico quando aliado a seus tamanhos reduzidos, além de ser considerado inerte
para diversas vias de administracdo (Figura 17) (DE MORAIS et al., 2019; ROWE et
al., 2005).

O método de preparacdo das solucbes micelares depende da extensdo da
solubilidade do polimero em meio aquoso, sendo que copolimeros sollveis em agua,
como os Pluronic, sdo convertidos em micelas simplesmente dissolvendo-os em meio
aquoso a temperatura normal ou elevada e em uma concentracdo acima do seu valor de
CMC. Por outro lado, os surfactantes com baixa solubilidade em &gua séo convertidos
em micelas dissolvendo-os primeiro em um solvente organico miscivel em agua, com
subsequente diélise ou evaporacdo do solvente orgénico (KORE et al., 2014; ALLEN,
MAYSINGER & EISENBERG, 1999; YOKOYAMA et al., 1998). Além disso, 0
método de nanoprecipitacdo também pode ser aplicado, com posterior separagdo do
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farmaco ndo encapsulado por centrifugacdo ou filtragdo, o qual é mais simples quando
comparado com o processo de emulsificacdo (SCALISE et al., 2016; GOU et al., 2011;
MONDON et al., 2011). Recentemente, pesquisadores tem desenvolvido uma nova
técnica para o preparo de micelas através da evaporacdo de fluido supercritico usando
diéxido de carbono (CHU et al., 2009).
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Figura 17: Representacdo esquematica da forma micelar a partir do polimero Pluronic F127 (Adapatado
de JHAVERI & TORCHILIN, 2014).

A composicao biocompativel dessa estrutura permite seu uso em alimentos, além
de ser empregada como um sistema de entrega de farmacos (WANG et al., 2018;
MONTANHA et al., 2017). Algumas formulacbes de terapia medicamentosa micelar ja
existem e possuem aprovacdo da Unitated States Food and Drug Administration
(USFDA) (KORE et al., 2014; BERRY et al., 1998). Sendo assim, estudos anteriores
tém demonstrado a versatilidade e as vantagens de micelas para entrega de compostos
hidrofobicos, devido sua habilidade de aumentar a solubilidade de substancias pouco
soliveis em agua (RANGEL-YAGUI, PESSOA-JR & TAVARES, 2005; MALL,
BUCKTON & RAWLINS, 1996). Além disso, o uso de solucdes micelares pode ser
vantajoso para fins de liberacdo de farmacos, com a possibilidade de melhorar a
biodisponibilidade, reduzir a toxicidade e outros efeitos colaterais, aumentar a
permeabilidade através das barreiras fisioldgicas e alterar a distribuicdo de farmacos
(TORCHILIN, 2001).

No estudo de cicatrizacdo de feridas cutaneas, observou-se que o tratamento com
6leo essencial de Croton zehntneri na forma micelar reduziu o inchaco e o exsudado
com uma magnitude semelhante ao tratamento com dexametasona. Além disso, uma

aceleracao do fechamento da ferida, com um nimero aumentado de fibroblastos e fibras
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de colageno também foi relatada (CAVALCANTI et al, 2012). Formulagao
desenvolvida a partir de ftalocianina de zinco, 6leo essencial de alho e Pluronic F127 foi
efetiva na terapia fotodinamica contra Leishmania spp. (DE OLIVEIRA DE SIQUEIRA
et al., 2017). O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados a partir do Poloxamer
407 carregado de oOleo essencial de alho e 8-methoxipsoralen € uma alternativa
promissora ao tratamento de dermatoses quando comparada com sua formulagdo
comercial (OLIVEIRA et al., 2018).

1.6. PLA-PEG

Os sistemas poliméricos incluem nanoparticulas poliméricas, como
nanocapsulas e nanoesferas, as quais sdo estruturas solidas no estado coloidal. As
nanoesferas sdo compostas por uma matriz polimérica esférica, em que o composto
ativo e o polimero sdo dispersos uniformemente. Por outro lado, as nanocépsulas tém
uma morfologia composta por um nucleo oleoso ou aquoso e 0s compostos ativos sao
confinados por uma parede polimérica (Figura 18-A e B) (SANCHEZ, VILA-JATO &
ALONSO, 1993; VERRECCHIA et al., 1993). O método de preparacdo e a composi¢ao
da fase organica podem favorecer a formagdo de uma ou de outra forma farmacéutica
(CRUCHO, 2015). Sendo assim, a escolha de um método especifico é geralmente
determinada pelo tipo de polimero, pelas propriedades fisico-quimicas do farmaco e
pelas caracteristicas finais desejadas para esses sistemas.

Vaérias técnicas de preparacdo tém sido desenvolvidas com sucesso, sendo a
precipitacdo dos polimeros um passo comum entre elas. De uma forma geral, esses
métodos podem ser classificados em duas categorias: uma baseada na polimerizacdo de
mondmeros e outra que utiliza polimeros pré-formados (ALLOUCHE, 2013). Dentre
eles, podem-se destacar os sistemas baseados em emulsificacdo, que consiste
basicamente na adi¢do da solucdo organica polimérica em uma fase aquosa empregando
técnicas de baixa ou alta energia como discutido previamente (CRUCHO & BARROS,
2017). Outra forma seria a aplicacdo do método de nanoprecipitagcdo, também chamado
de deslocamento de solvente, em que seu principio é baseado na deposicéo interfacial
de um polimero apods o deslocamento do solvente organico de uma solucéo lipofilica
para a fase aquosa (FESSI et al., 1989). Em contrapartida, essas técnicas utilizam

solventes organicos que sdo nocisos se ndo eliminados completamente. Sendo assim,
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fluidos supercriticos tém sido uma atrativa alternativa devido ao uso de uma tecnologia
ambientalmente correta, facil, reprodutivel em larga escala, bom controle da
uniformidade e alta pureza (ELIZONDO, VECIANA & VENTOSA, 2012).

Membrana Matriz
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Figura 18: Representacao esquematica de nanocapsula (A), nanoesfera (B) e nanoparticula formada pelos
polimeros polilactidio (PLA) e polietilenoglicol (PEG) (C) (Adapatado de SHALABY et al., 2014;
SUFFREDINI, EAST & LEVY, 2014).

No entanto, a maioria dos casos produz nanoparticulas em uma forma de
suspensdo aquosa, a qual apresenta baixa estabilidade quimica e fisica. A liofilizacdo
tem sido 0 método de secagem mais comumente usado para superar essa problematica,
melhorando sua estabilidade em longo prazo e facilitando o manuseio e armazenamento
(ABDELWAHED et al.,, 2006). Em adicdo, a purificacdo pds-sintese efetiva de
nanoparticulas também €é uma etapa importante para controlar a qualidade e as
caracteristicas dos sistemas, bem como, para sua adequacdo em uma futura aplicacdo
biomédica. Dependendo do método de preparacdo, varias impurezas como solventes
organicos, sais, agregados de particulas e residuos de reagentes estardo presentes. Esses
residuos sdo potencialmente toxicos, sendo necessaria a aplicagdo de técnicas de
filtracdo, centrifugacdo, evaporacdo ou didlise para purificar as nanoparticulas
(DALWADI, BENSON & CHEN, 2005).

Alguns sistemas poliméricos ja foram aprovados pelo FDA para serem usados

no tratamento de uma ampla variedade de doencas (BALDISSERA et al., 2016;
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PRIOTTO et al., 2009; BERRY et al., 1998). Essa tecnologia de entrega de fa&rmacos
depende fortemente da biodegradabilidade e biocompatibilidade dos polimeros, o que
permite serem completamente eliminados por vias metabdlicas naturais (MARIN,
BRICENO & CABALLERO-GEORGE, 2013). Poli-e-caprolactona (PCL), poli
(lactideo) (PLA), polietilenoglicol (PEG) e poli (lactideo-co-glicolideo) (PLGA) sdo
exemplos de polimeros biodegradaveis que sdo frequentemente usados para a
encapsulacdo de farmacos de baixa solubilidade (KHOEE & YAGHOOBIAN, 2009).
Isto ocorre porque esses sistemas sdo compostos de uma parte hidrofilica e outra
hidrofobica, a qual permite a incorporagdo desses ativos no interior do seu nucleo
(SHALABY et al., 2014). Além disso, essas estruturas apresentam vantagens devido ao
seu tamanho reduzido que possibilita sua circulacdo por um longo periodo de tempo e
reduz a deteccéo e opsonizacao pelos macrofagos (GONG et al., 2012; NISHIYAMA &
KATAOKA 2006).

Sendo assim, particulas poliméricas sdo de grande interesse devido a diversidade
de aplicabilidade e sua capacidade de agir como bio-condutores (GREINER et al.,
2006). Nanoparticulas de PLA-PEG sdao um exemplo dessas estruturas e tém sido
usadas como sistema de entrega de farmaco com alta eficiéncia de encapsulamento e
pequeno tamanho de particula (Figura 18-C) (GONG et al., 2012; SHIN et al., 2009;
VENKATRAMAN et al., 2005). Rambo, Britta e Nakamura (2015) desenvolveram
nanocapsulas de PEO (2000)-PLA (1400) contendo BZ e uma pequena concentracao foi
necessaria para eliminar as formas tripomastigotas de T. cruzi em comparacdo com a
substancia livre. Licnofolida, lactona sesquiterpénica isolada de Lychnophora
trichocarpha, encapsulada em nanoparticulas de policaprolactona ou PLA-PEG
apresentou maiores taxas de cura, reduziu a parasitemia e aumentou a sobrevida de
animais infectados por cepas de T. cruzi em concentracGes até duas vezes menores do
que as utilizadas para 0 BZ (BRANQUINHO et al., 2014). Este mesmo perfil também
foi demonstrado posteriormente por De Mello et al. (2016) a partir da administracéo

oral desses sistemas de entrega de farmaco.
1.7. Alginato

Polimeros naturais s@o geralmente biocompativeis, biodegradaveis, renovaveis e
ndo téxicos (ABREU et al., 2012; SENEL et al., 2000). Além disso, assim como 0s
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polimeros sintéticos, estas estruturas apresentam vantagens quanto ao aumento da
estabilidade quimica dos farmacos, melhora da solubilidade em liquidos bioldgicos,
controle da liberacéo e biodistribuicdo dos componentes ativos, bem como, melhora do
tempo de circulacdo sanguinea e menor toxicidade sisttmica (MORRIS et al., 2010;
SUNDAR, KUNDU & KUNDU, 2010; RACOVITA et al., 2009). Apesar de
geralmente seu uso ser limitado devido as variacbes nas propriedades para lotes
diferentes, além de poderem ser levemente imunogénicos, diferentes estudos ja
reportaram sua eficacia para carrear varias classes de farmacos (CRUCHO & BARROS,
2017; ANGSHUMAN et al., 2009; ZHANG et al., 2007; AHMAD et al., 2006;
SARMENTO et al., 2006; WU et al., 2005).

A técnica comum de preparacdo de nanoparticulas a partir de polissacarideos €
baseada na emulsificacdo dessas estruturas em um solvente organico imiscivel seguido
da gelatinacdo do polimero (LETSUTTHIWONG & ROJSITTHISAK, 2011;
MASALOVA et al., 2013). Além disso, spray-drying tem sido amplamente usada para
encapsular substancias volateis em matrizes poliméricas, dando origem tanto a micro
quanto a nanoparticulas (PAULA et al., 2012; KEAWCHAOON & YOKSAN, 2011;
PAULA et al., 2010a,b; GHARSALLAOQUI et al., 2007).

Dentre os polimeros naturais podemos destacar o alginato, o qual é extraido de
varias espécies de algas marrons e possui propriedades Unicas e notaveis, responsaveis
por sua capacidade de formar géis, esferas, micro e nanoparticulas (LI et al., 2012; WU
et al., 2012; ZHANG & SALSAC, 2012). Isto ocorre porque este composto € um
biopolimero linear polianidnico constituido por blocos de acido B-D-manurdnico e
acido o-L-gulurdnico que podem interagir com os céations divalentes, formando
complexos (GRANT et al., 1973) (Figura 19). Esses segmentos estdo dispostos em um
padrdo de blocos ao longo da cadeia polimérica que varia de acordo com a composicao
e sequéncia. Além disso, este composto apresenta vantagens como alta porosidade e
auséncia de solventes organicos durante o processo de encapsulamento (GOMBOTZ &
WEE, 1998).
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Figura 19: Representacdo esquematica de nanoparticula formada por alginato (Adapatado de
SEVERINO et al., 2015).

Estudos ja demonstraram sua capacidade para encapsular compostos lipofilicos
como o0s Oleos essenciais (DE OLIVEIRA, PAULA & DE PAULA, 2014;
LERTSUTTHIWONG et al., 2008; VARONA et al., 2010; PAULA et al., 2010).
Manuja et al. (2014) desenvolveram nanoparticulas de alginato contendo sulfato de
quinapiramina e os resultados mostraram que a forma nanoparticulada desse ativo foi
menos toxica e capaz de erradicar o parasito T. evansi em concentracdes inferiores
comparadas a sua forma livre. Em adi¢cdo, um potencial antioxidante e antimicrobiano
do Oleo essencial de Satureja hortensis foi observado quando encapsulado em
microparticulas de alginato (HOSSEINI et al., 2013b).

1.8. Quitosana

A quitosana também é um polimero natural obtido pela desacetilacdo da quitina,
o principal componente do exoesqueleto de crustaceos (SAHOO et al., 2010). Quitina é
0 segundo mais abundante polimero na natureza, estando atras somente da celulose.
Estruturalmente, quitosana é um polimero catiénico linear que consiste em unidades D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina acopladas por ligacdes B-(1-4)-glicosidicas
(ROBERTS, 1992). As proporcdes relativas desses residuos sdo responsaveis pela
solubilidade, atividade e biodegradabilidade da quitosana (GEORGE & ABRAHAM,
2006). Sob condicdes levemente &cidas, a quitosana tem uma natureza catibnica que
permite interagir com superficies carregadas negativamente e polimeros anidnicos
(Figura 20) (LETSUTTHIWONG & ROJSITTHISAK, 2011).

Sendo assim, esse composto é caracterizado como biodegradavel, biocompativel,
renovavel e ndo toxico (ABREU et al., 2012; SENEL et al., 2000). Além disso,

nanoparticulas de quitosana séo usadas para controlar a liberacdo de drogas, melhorar
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sua solubilidade e biodisponibilidade (SINHA et al., 2004; HEJAZI & AMUJI, 2003).
Na literatura é largamente descrito seu efeito como mucoadesivo, aumento da absorc¢éo,
inibicdo de peptidase e propriedades de proliferacdo celular (BONFERONI et al.,
2017).

OHO HO NHZ OH A\ ‘.:-:--‘ ’.-.'" ~ -.- ‘-' .
0" NF o7 O HOT Ny A TRES 5
7 e NI\ % :

Quitosana

Nanoparticula
de quitosana

Farmaco

Figura 20: Representacdo esquematica de nanoparticula formada por quitosana (Adapatado de CHEN et
al., 2017).

Oleo essencial de Eucalyptus citriodora inibiu o desenvolvimento de nematoides
gastrointestinal de ruminantes de pequeno porte e esse efeito foi reproduzido por sua
forma nanoparticulada de quitosana (RIBEIRO et al., 2014). Resultados obtidos por
Woranuch & Yoksan (2013) sugerem o uso de nanoparticulas de quitosana carregada
com eugenol como antioxidantes em plasticos bioativos para embalagens de alimentos,
uma vez que este efeito foi potencializado em relacdo a forma livre do terpeno.
Bioensaios também indicaram maior mortalidade de larvas St. Aegypti apos tratamento
com o 6leo de Lippia sidoides encapsulado em sistemas poliméricos de quitosana do
que ele livre (ABREU et al., 2012). Em adi¢do, a concentracdo inibitéria minima do
Oleo essencial de Mentha piperita livre e em nanoparticulas de quitosna contra
Aspergillus flavus foram 2100 e 500 ppm, respectivamente (BEYKI et al., 2014).

Diante desses relatos é possivel que o desenvolvimento de formulagdes
nanométricas possa potencializar o efeito dos principios ativos, 6leo essencial e/ou BZ,
sobre o T. cruzi, uma vez que seria uma alternativa eficaz para aumentar a
biodisponibilidade desses componentes altamente hidrofobicos. Sendo assim, o foco dos
proximos capitulos foi a caracterizagdo dos diferentes sistemas destacados
anteriormente, bem como, a avaliacdo da atividade tripanocida a fim de se confirmar

esta hipdtese.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver sistemas nanoestruturados contendo 6leo essencial de folhas de C.

densiflorus e/ou benznidazol, bem como, avaliar o potencial anti-Trypanosoma cruzi.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver os seguintes sistemas nanoestruturados: nanoemulséo, lipossoma e
micela.

e Caracterizar os sistemas desenvolvidos quanto ao diametro médio de particula,
indice de polidispersividade, potencial zeta e pH.

e Auvaliar a estabilidade dos sistemas nanoestruturados.

e Auvaliar in vitro o pontencial anti-T. cruzi dos sistemas desenvolvidos.

e Avaliar in vitro a citotoxicidade destes sistemas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
3.1.1. Sistema nanemulsionado

As nanoemulsdes foram preparadas em triplicata pelo método de emulsificacédo
por inversdo de fases (Emulsion Phase Inversion - EPI) (SEIBERT et al., 2019). A
técnica consistiu-se em aquecer as fases aquosa e oleosa separadamente em banho-
maria (Britania Multi Grill) até uma temperatura de 75 + 2 °C e, em seguida, verteu-se a
fase aquosa sobre a fase oleosa sob agitacdo constante a 600 rpm através do agitador
mecanico (Fisatom, modelo 713D) até resfriamento a temperatura ambiente.

Para obtencdo das nanoemulsdes foram utilizados os tensoativos ndo iénicos
&lcool estearilico etoxilado 2.0E (Brij 72° - Beraca Ingredients) (lipofilico) e PEG - 40
Hydrogenated Castor Oil (Croduret 50 Special®) (hidrofilico), a fase oleosa foi
composta por Oleo de girassol (comercial) e, no caso das formula¢bes contendo
principios ativos, 6leo essencial de folhas de C. densiflorus e BZ também foram
adicionados. Por fim, 4gua ultrapura (MilliQ - Millipore) foi usada como fase aquosa. A
composicdo qualitativa e quantitativa final das formulagOes esta descrita na tabela a
seguir (Tabelal0).
Tabela 10: Constituigdo qualitativa e quantitativa das nanoemulsdes obtidas a partir da adicdo de dleo

essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus e/ou benznidazol.
Nanoemulséo

Componente NE-CN NE-OE NE-OE+BZ NE-BZ
Brij 72 4% plv 4% plv 4% plv 4% plv
PEG 40 6% plv 6% plv 6% p/v 6% p/v

Oleo de girassol 10% pl/v 5% p/v 5% p/v 10% p/v

Oleo essencial - 5% plv 5% plv -

Benznidazol - - 0,008% p/v 0,008% p/v
Agua 80% v/v 80% v/v 80% v/v 80% v/v

NE — Nanoemuls&o; CN — Controle negativo; OE — Oleo essencial de folhas de Cymbopogon
densiflorus; BZ — Benznidazol.

3.1.2. Sistema lipossomal

Os lipossomas foram preparados em triplicata pelo método de hidratagdo do
filme lipidico conforme descrito por Barichello et al. (2017) acrescidos de
modificagdes. Inicialmente foram preparadas as solucdes de Phospholipon® 90G
(Lipoid®) e colesterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) a 10 mg/mL em
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diclorometano (Impex®, Varginha, Brasil). Em baldo de fundo redondo, foram
adicionados estas solugdes estoques e, no caso das formulagGes contendo principios
ativos, também foram acrescidos oleo essencial de folhas de C. densiflorus e BZ. O
solvente organico foi removido em evaporador rotatorio (Visatom) a 40°C, pressdo de
180 atm e rotacdo constante de 90 rpm. O filme lipidico foi ressuspendido em 5 mL de
agua ultra pura (MilliQ - Millipore) sob agitacdo constante em vértex (Mixer Vision
Scientific LTD/KMC 1300v, Korea) até que o filme se dispersasse completamente. O
tamanho das vesiculas lipidicas foi reduzido e uniformizado sob homogeneizacdo em
ultra turrax® (IKA T25 digital, Staufen Germany) a 5000 rpm por 40 minutos utilizando
ultrassom (Ultraclaner 1600 unique, Indaiatuba, SP Brasil). A composic¢do qualitativa e

quantitativa final das formulacGes esta descrita na tabela 11.

Tabela 11: Constituicdo qualitativa e quantitativa dos lipossomas obtidos a partir da adicdo de dleo
essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus e/ou benznidazol.

Componente Lipossoma
LIP-CN LIP-OE LIP-OE+BZ LIP-BZ
Phospholipon 4% plv 4% plv 4% plv 4% plv
Colesterol 0,5% p/v 0,5% p/v 0,5% p/iv 0,5% piv
Oleo essencial - 0,6% p/v 0,3% p/v -
Benznidazol - - 0,016% p/v 0,032% plv
Agua 5mL 5mL 5mL 5mL

LIP - Lipossoma; CN — Controle negativo; OE — Oleo essencial de folhas de Cymbopogon
densiflorus; BZ — Benznidazol.

3.1.3. Sistema micelar

As micelas foram preparadas em triplicata pelo método de dispersdo a frio
(ALMEIDA et al., 2019). O polimero Pluoronic® F127 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) foi adicionado em um becker contendo agua ultrapura (MilliQ -
Millipore), o qual foi mantido em banho de gelo sob agitacdo magnética (Velp
Scientifica) moderada até completa dispersdo do polimero. Em seguida, a solucéo foi
armazenada em geladeira overnight para dispersdao das bolhas formadas durante o
processo de agitagdo. Apos o periodo de incubagdo, os principios ativos, éleo essencial
de folhas de C. densiflorus e BZ, foram adicionados na solucéo polimérica sob agitagdo
vigorosa usando agitador magnetico a temperatura ambiente até incorporacdo completa
dos mesmos. A composicao qualitativa e quantitativa final das formulac6es esta descrita
na tabela 12.
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Tabela 12: Constituicdo qualitativa e quantitativa das micelas obtidas a partir da adi¢do de 6leo essencial
de folhas de Cymbopogon densiflorus e/ou benznidazol.

Componente Micela
MIC-CN MIC-OE MIC-OE+BZ MIC-BZ
Pluronic F127 10% p/iv 10% p/v 10% p/v 10% p/iv
Oleo essencial - 1% p/v 0,5% plv -
Benznidazol - - 0,008% p/v 0,016% plv
Agua 90% v/v 89% v/v 89,5% v/v 90% v/v

MIC - Micela; CN — Controle negativo; OE — Oleo essencial de folhas de Cymbopogon
densiflorus; BZ — Benznidazol.

3.2. Caracterizacao dos sistemas nanoestruturados
3.2.1. Determinacdo do didametro medio de particula e indice de polidispersividade

A distribuicdo do didmetro médio de particula dos sistemas desenvolvidos foi
determinada a partir da espectroscopia de correlacdo de fotons, mais conhecida como
espalhamento de luz dinamico, utilizando o Zetasizer (Malvern, modelo Zetasizer Nano
series - Nano ZS). As amostras foram preparadas em uma proporcdo 1:100,
adicionando-se 20 pL das formulagfes em 2 mL de agua ultra pura (MilliQ - Millipore)
e adicionadas em cubeta de quartzo. As leituras para esta analise foram realizadas em
triplicata e as medidas foram efetuadas a 25 °C sob o angulo de espalhamento incidente
de 90 °. Os resultados foram fornecidos como didametro médio das particulas e indice de
polidispersividade (PDI) (SEIBERT et al., 2019).

3.2.2. Determinagéao do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pelas medidas de mobilidade eletroforética das
particulas em suspensdo. O equipamento utilizado, Zetasizer (Malvern, modelo
Zetasizer Nano series - Nano ZS), dispde de uma célula contendo eletrodos de cargas
opostas, um em cada terminal de um tubo em forma de "U", onde as amostras
previamente diluidas (1:100) foram adicionadas para andlise. As leituras foram
realizadas em triplicata a 25 °C e os resultados foram expressos em milivolts (mV)
(SEIBERT et al., 2019).

3.2.3. Determinacgéo do pH

O valor do potencial Hidrogenidnico (pH) dos sistemas nanoestruturados foi
determinado inserindo o eletrodo do peagametro (Lutron, modelo PH-221) diretamente
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na amostra a uma temperatura de 25 °C. Os resultados foram expressos como média das
trés diferentes determinacgdes (SEIBERT et al., 2019).

3.3. Avaliacao da estabilidade dos sistemas nanoestruturados

Na avaliacdo da estabilidade dos sistemas nanoestruturados, os parametros
didmetro médio de particula, indice de polidispersividade, potencial zeta e pH,
previamente descritos, foram avaliados em triplicata nos periodos de 1, 7, 14, 21 e 28
dias ap6s o preparo das formulacGes a fim de se observar a presenca de sinais de

instabilidade.
3.4. Avaliacao in vitro da atividade anti-Trypanosoma cruzi
3.4.1. Atividade anti-Trypanosoma cruzi

Os sistemas nanoestruturados desenvolvidos a partir da adicao de 6leo essencial
de folhas de C. densiflorus e BZ foram avaliados quanto ao potencial antiparasitario a
fim de se confirmar a manutencdo do efeito biolégico apds a incorporagdo dos
principios ativos. Formas tripomastigotas do T. cruzi da cepa Tulahuen transformada
para expressar o gene da B-galactosidase foram utilizadas como descrito anteriormente
nos materiais e métodos do capitulo 1 (ROMANHA et al.,2010; BUCKNER et al.,
1996). As concentracOes das amostras variaram de 50 a 0,78 mg/mL e a dosagem dos
ativos foi determinada de acordo com suas porcentagens nas formulacdes
desenvolvidas, uma vez que cada sistema apresenta uma concentracao especifica dos
principios ativos, 6leo essencial e/ou BZ.

Além disso, para as formulacfes que continham 6leo essencial (OE) juntamente
BZ, foi calculado o indice da concentracdo inibitdria fracionada (IFCI) a partir do
somatorio da concentragdo inibitoria fracionada (CIF) de cada um desses ativos com o
intuito de determinar se ha um efeito sinérgico (< 1), indiferente (> 1 ¢ < 2) ou
antagonista (> 2) de acordo com a equacao a seguir (FRATINI et al., 2017):

IFCI = CIF (OE) + CIF (B2)

CI50 do OE+BZ |, CI50 do OE+BZ

IFCl = —50doOE T~ CI50 do BZ

Equacéo 4
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3.4.2. Citotoxicidade

Assim como a atividade anti-T.cruzi, os sistemas nanoestruturados também
foram avaliados quanto ao seu potencial citotoxico em celulas L929 utilizando o
reagente alamarBlue™, conforme detalhado previamente nos materiais e métodos do
capitulo 1 (ROMANHA et al., 2010). As concentracGes das amostras variaram de 50 a
0,78 mg/mL e a dosagem dos ativos foi determinada de acordo com suas porcentagens
nas formulacdes desenvolvidas, uma vez que cada sistema apresenta uma concentragao

especifica dos principios ativos, dleo essencial e/ou BZ.
3.5. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram representados pelas meédias = desvio
padrdo. A comparacdo entre os controles e as amostras foi realizada a partir do teste
One-way ANOVA seguido do teste de comparacdo mdultipla de Bonferroni, com nivel
de significancia para p<0,05, através do programa GraphPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados
4.1.1. Determinacgdo do diametro médio de particula e indice de polidispersividade

Dispersdes O/A com tamanho de particula variando entre 50 e 500 nm séo
consideradas nanoemulsdes (FORGIARINI et al., 2001). Os lipossomas sdo
caracterizados por apresentarem didmetros variados de acordo com sua classificago,
sendo eles de 20 a 100 nm para SUV, maior que 100 nm para LUV e em torno de 0,5
pum para MLV (SHERRY et al., 2013). Ja as micelas sdo carreadores coloidais com
tamanho entre 10 a 100 nm (KORE et al., 2014). O pequeno tamanho de particula
dessas estruturas esta diretamente associado com as vantagens apresentadas pelos
sistemas coloidas, como uma cinética estavel e aparéncia translticida (BAJERSKI et al.,
2016).

Sendo assim, de acordo com a tabela 13, pode ser verificado que todos os
sistemas desenvolvidos sao caracterizados como nanomeétricos, uma vez que o diametro
médio de particula foi inferior a 1000 nm, no caso dos lipossomas um tamanho similar a
LUV foi encontrado. As nanoemulsdes apresentaram valores de tamanho de particula
abaixo de 160 nm, sendo que na presenca do 6leo essencial essa méedia foi reduzida pela
metade. Reducdo ainda mais significativa foi demonstrada em relacdo ao lipossoma
como controle negativo. Segundo Valenti et al. (2001), este fato pode ser justificado por
uma maior interacdo entre os componentes do Gleo e 0s excipientes e ja foi relatado por
outros autores (GUNDEL et al., 2018; ROSSI et al., 2017). Por outro lado, todas as
formas micelares revelaram um diametro superior ao controle da formulacao.

O PDI é outro fator bastante importante na caracterizacdo dos sistemas
nanoestruturados. A distribuicdo do didmetro de particula pode ser monodispersa ou
polidispersa, de acordo sua extensédo entre 0 e 1. Estudos mostram que um PDI inferior
a 0,3 esta relacionado com a uniformidade da populacdo de particulas na formulagéo
(GUNDEL et al., 2018). Valores de PDI abaixo ou préximos do indicado para
caracterizar um sistema monodisperso foram encontrados paras todas as nanoemulsoes,
os lipossomas contendo Oleo essencial e apenas para a MIC-OE+BZ. Os outros

formulados, em contrapartida, foram identificados como polidispersos.

SEIBERT, J. B. (2019) 95



CAPITULO 2 4. Resultados e Discussao

Tabela 13: Caracterizacdo dos sistemas nanoemulsionados, lipossomais e micelares de acordo com o
diametro médio de particula, indice de polidispersividade, potencial zeta e pH.

Sistema Caracterizacéo
Nanoestruturado Tamanho (nm) PDI Potencial zeta (mV) pH
NE-CN 156,90 £ 0,51 0,206 + 0,01 -14,20 £ 0,45 6,03+0,18
NE-OE 84,74 + 0,49 0,211 + 0,00 -4,68 £ 0,65 4,84 +0,20
NE-OE+BZ 84,47+ 0,32 0,133+0,02 -4,35+0,27 6,62 + 0,03
NE-BZ 138,50 + 0,64 0,177 £ 0,02 -18,00 £ 1,12 5,29+0,14
LIP-CN 354,70 + 12,30 0,701 + 0,06 -31,50 £ 0,73 4,03+0,17
LIP-OE 131,10 £ 0,35 0,195+ 0,01 -13,30 £ 1,15 3,04+ 0,06
LIP-OE+BZ 117,40 £ 0,17 0,208 + 0,01 -23,40 £ 0,06 2,27 + 0,06
LIP-BZ 478,60 *+ 20,85 0,752 +£ 0,08 -33,80 + 1,60 4,32 +0,02
MIC-CN 32,58 + 3,97 0,486 + 0,07 -35,40 5,09 6,15+ 0,09
MIC-OE 190,60 + 72,67 0,415 + 0,06 -15,00 £ 0,65 6,24 + 0,17
MIC-OE+BZ 253,80 + 9,47 0,306 + 0,01 -25,30+£0,71 6,24 + 0,05
MIC-BZ 91,12+ 12,30 0,409 + 0,16 -11,90 + 2,06 6,49 + 0,04
PDI — Indice de polidispersividade; CN — Controle negativo; OE — Oleo essencial de folhas de

Cymbopogon densiflorus; BZ — Benznidazol; NE — Nanoemulsédo; LIP — Lipossoma; MIC — Micela.

Rossi et al. (2017) encontraram valores de diametro menor que 300 nm e PDI
inferior a 0,25 para a nanoemulsdo encapsulando o 6leo essencial de C. flexuosus. A
forma nanoemulsionada dos 6leos essenciais de tomilho, capim-limdo, canela, pimenta-
horteld e cravo também apresentaram tamanho inferior a 200 nm, independentemente
do numero de passos e da pressao do microfluidizador (WAN et al., 2019). No estudo
feito por Giindel et al. (2018), a formulacdo branca demonstrou tamanho em torno de
140 nm e este valor foi reduzido para 79 nm ap6s adi¢cdo do 6leo de C. flexuosus. Em
relacdo a polidispersividade, ambas foram monodispersas (PDI<0,3). Em adicéo,
populacdo uniforme foi revelada para as nanoemulsdes contendo 6leo de Carapa
guaianiensis e Schimus molle, além de tamanho inferior a 240 nm (BALDISSERA et
al., 2013). Todos esses relatos, bem como, os resultados para a nanoemulséo contendo o
mesmo 6leo do presente estudo (tamanho de 77 nm e PDI 0,09) (SEIBERT et al., 2019)
estdo de acordo com 0 nosso trabalho.

A relacdo surfactante-6leo (RSO) pode influenciar na distribuicdo média do
tamanho de particula, sendo que quanto maior essa propor¢do menor serd a particula.
Por exemplo, nanoemulsbes contendo Oleo essencial de capim-limdo (C. citratus)
apresentaram valores em torno de 600 nm no caso de uma RSO = 0,5, os quais foram
reduzidos para 180 nm em uma RSO = 2. Perfil semelhante foi demonstrado para a
nanoemulsdo contendo Oleo de alecrim (Rosmarinus officinalis), em que os valores
variaram de 700 para 160 nm, nas prévias RSO. Além disso, o PDI também sofreu

interferéncia na medida em que a proporcdo de tensoativo era aumentada, variando
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entre 0,5 a 0,3 (RESTREPO et al., 2018). No presente trabalho esta relagéo foi igual a 1
sendo suficiente para estabilizar os sistemas desenvolvidos e obter uma populagéo ainda
menos dispersa.

Nanoemulsdes contendo BZ também foram desenvolvidas e apresentaram
didmetro médio entre 119 a 622 nm de acordo com o tipo e a concentracdo de
surfactante utilizado (STRECK et al., 2019). Nossos valores estdo dentro dessa faixa e
reforcam a importancia de estabelecer uma relacdo ideal entre a fase oleosa e o
tensoativo. Por outro lado, segundo Streck et al. (2016) o perfil de tamanho da maioria
das nanoemulsfes aumentaram apos a adicdo do benznidazol, o que difere dos nossos
resultados. Entretanto, a variagdo do tamanho (80 a 170 nm) esta mais proxima da nossa
realidade e a reducdo de PDI também foi observada em ambos os trabalhos.

No caso dos lipossomas, uma larga faixa de tamanho e PDI tem sido obtida para
encapsulamento de dleos essenciais devido as diferentes condi¢des experimentais, como
tipo de 6leo, composicdo lipidica e a metodologia. Sendo assim, foi relatado que o
método de hidratacdo do filme seguido por sonificacdo foi o mais utilizado para a
preparacdo desses sistemas, permitindo uma obtencdo eficiente de particulas com
tamanho e PDI reduzidos (SHERRY et al., 2013).

Segundo Sebaaly et al. (2015) lipossomas desenvolvidos a partir de
Phospholipon 90H obtiveram tamanho em torno de 275 nm e PDI de 0,12. No entanto,
esses valaores aumentaram para o primeiro parametro apos a adicdo do 6leo essencial
de cravo (Syzygium aromaticum). Por outro lado, a dispersividade da populacdo foi
reduzida. Este fato esta em partes de acordo com os nossos resultados, uma vez que
ambas as caracteristicas sofreram reducdo. Esse perfil foi também observado por
Valenti et al. (2001) entre lipossomas branco (120 nm e PDI 0,21) e com 6leo de
Santolina insularis (63 nm e PDI 0,15) e por Sinico et al. (2005), em que lipossomas
vazios e com 6leo de Artemisia arborescens tiveram tamanho variando de 134 a 207 nm
e de 78 a 123 nm, respectivamente. O oposto foi revelado no estudo de Manconi et al.
(2018), uma vez que as vesiculas vazias tinham tamanho de 71 nm e PDI 0,18 e as
carregadas de 6leo de Thymus capitatus 89 nm e PDI 0,22. Na preparacdo desse tipo de
estruturas contendo diferentes concentracbes do Oleo de canela, um aumento de
tamanho, variando entre 133 a 157 nm, e PDI de 0,229 a 0,245 também foi identificado
(CUl et al., 2016).

SEIBERT, J. B. (2019) 97



CAPITULO 2 4. Resultados e Discussao

Interessantemente, foi observado que os lipossomas controle e contendo somente
BZ demonstram valores médios de particula acima de 350 nm e PDI préximo a 0,7.
Essa ampla distribuicdo de tamanho poderia ser atribuida a formacdo de vesiculas
gigantes e podem estar relacionada a aglomerados ou agregados de lipossomas menores
(DOMAZOU & LUIGI-LUISI, 2002). Além disso, existiam poucas expectativas de que
0 BZ era um farmaco ideal para ser encapsulado em lipossomas devido & sua baixa
hidrossolubilidade, dificuldade de retencdo nas bicamadas fosfolipidicas e 0 emprego de
uma metodologia eficiente para obter uma alta razdo farmaco/lipidio (MORILLA et al.,
2002). Morilla et al. (2004) encontraram valores para o didmetro médio de vesiculas
multilamelares contendo benznidazol variando de 2 a 0,5 um. Por outro lado, no estudo
de Vinuesa et al. (2017) valores mais baixos, 122 e 118 nm, foram identificados para os
lipossomas vazio e carregado, respectivamente. Além disso, ambos foram
caracterizados por uma populacdo monodispersa (PDI1<0,2).

Sendo assim, pode-se inferir que a presenca do Oleo essencial auxiliou na
reducdo do tamanho e PDI para este tipo de sistema. Esta realidade difere do esperado,
uma vez que o acumulo de compostos lipofilicos na parte hidrofébica da membrana
pertuba as interacdes entre as cadeias acilicas dos fosfolipidios, levando ao aumento da
bicamada (SIKKEMA, DE BONT & POOLMAN, 1995). No entanto, ja foi reportado
que esta reducdo pode estar relacionada a capacidade dos Oleos essenciais de causar
maior coesdo entre as cadeias apolares nas camadas das vesiculas (VALENTI et al.,
2001). Além disso, foi demonstrado que os monoterpenos sdo capazes de reduzir o
tamanho dos lipossomas forcando as camadas de fosfatidilcolina a aumentar sua
curvatura superficial, sugerindo que estivessem localizados na regido polar dessas
estruturas (TURINA A DEL et al., 2006).

Por fim, ao contrario do que tinha sido observado pelas estruturas anteriores, as
micelas carregadas de principio ativo sofreram um aumento de tamanho em relag&o ao
controle, em contrapartida o PDI foi reduzido. Corroborando com esses resultados, no
estudo feito por De Oliveira de Siqueira et al. (2017), formulagdes de Pluronic
apresentaram tamanho em torno de 40 nm. No entanto, apds adicdo de 1% do Oleo
essencial de alho, um aumento significativo foi encontrado (723 nm), embora esse efeito
tenha sido reduzido a medida que mais Oleo foi acrescido. Mesmo perfil foi descrito

para os valores de PDI, os quais variaram inicialmente de 0,861 até 0,140 e sugerem que
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0 aumento da quantidade de 6leo pode favorecer a reducdo de ambos os parametros. Por
outro lado, o sistema otimizado obtido a partir do Poloxamer 407 carregado de 6leo
essencial de alho e 8-methoxipsoralen apresentou tamanho medio de 25 nm e baixo PDI
(0,09), ndo sendo observada nenhuma diferenca significativa com a formulacgdo controle
(OLIVEIRA et al., 2018). Além disso, dados da andlise de DLS indicaram que a
incorporacéo de 6leo essencial de Artemisia arborescens em sistemas de Poloxamer 188
levou uma distinta redu¢do no tamanho de 294 para 199 nm. No entanto, assim como no
presente trabalho, eles observaram um aumento na homogeneidade da formulagédo, com
o0 decréscimo do PDI de 0,28 para 0,22 (LAl et al., 2006).

Em relagéo ao encapsulamento do BZ, Scalise et al. (2016) encontraram valores
de tamanho em torno de 63 nm para micelas de Poloxamer 188 a partir da técnica de
nanoprecitacdo. No entanto, uma populacdo altamente polidispersa foi caracterizada
para este sistema. Por outro lado, nanoparticulas obtidas a partir de Eudragit e Pluronic
F68 contendo BZ apresentaram um didmetro médio variando de 201 a 250 nm e PDI de
0,15 a 0,3 (SEREMETA et al., 2019). Estas variacdes podem ser justificadas devido ao

uso de diferentes técnicas e surfactantes que dificultam a comparacao dos resultados.
4.1.2. Determinagéo do potencial zeta

A magnitude do potencial zeta permite a avaliacdo da estabilidade das particulas
em suspensdo: se todas as particulas exibem um valor altamente negativo ou positivo
desse potencial, elas se repelem e impedem a agregacdo. Quando o potencial zeta tem
um valor préximo de zero, essa auséncia de carga superficial pode facilitar as interacGes
entre as particulas e promover, em alguns casos, processos de floculacdo ou agregacao.
Em geral, a fronteira entre as suspensdes estaveis e instaveis é considerada para um
valor de potencial zeta maior que [30| mV, condi¢do em que as goticulas sdo impedidas
de se agregar por causa da repulsdo eletrostatica entre elas (ACEVEDO-FANI et al.,
2015; HEURTAULT et al., 2003).

Como informado na tabela 13, todas as nanoemulsGes apresentaram um
potencial zeta com carga negativa, porém com valores abaixo do estabelecido, 0 que as
considerariam instaveis eletrostaticamente. Segundo Fronza, Fields & Teixeira (2004)
essa propriedade pode ser significativamente reduzida com valores de pH acido como

encontrado no presente estudo, o que poderia explicar 0os nimeros baixos para esta
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andlise. Por outro lado, uma estabilizacdo estérica pode ser observada para dispersdes
coloidais, sendo suficiente para estabilizar os sistemas desenvolvidos (CAPEK, 2002;
FORGIARINI et al., 2001). Interessantemente, uma reducdo em mddulo desse valor foi
revelada para os sistemas carregados com Oleo essencial. Este perfil também foi
demonstrado para as outras formas farmacéuticas.

Estes valores de potenciais dependem muito da carga do surfactante e quando
sdo usados tensoativos ndo-iénicos (Brij 72, PEG 40, Pluronic F127) levaria a formagéo
de formulacGes com potenciais proximos a 0 mV. No entanto, Ziani et al. (2011)
relataram que as nanoemulsGes desenvolvidas a partir de surfactantes sem carga podem
apresentar um valor ligeiramente negativo, o qual é atribuido a impurezas ani6nicas no
surfactante, como &cidos graxos livres, ou a absor¢do de espécies aniénicas da dgua para
a superficie das gotas. Mesmo os valores estando préximo da neutralidade, é possivel
que os sistemas permanecam estaveis devido ao efeito estérico proporcionado pelos
grupos de superficie volumosos dos surfactantes nao-iénicos utilizados (RIBEIRO et
al., 2017; ATTAMA et al., 2012).

Nanoemulsdes contendo ou ndo o 6leo essencial de C. flexuosus também
demonstraram valores menores do que o estabelecido para este potencial, sendo,
respectivamente, -10 e -6,5 mV de acordo com Gindel et al. (2018) e -8 mV para ambas
as formulagbes no estudo feito por Rossi et al.(2017). Resultado semelhante foi
observado para as nanoemulsfes contendo 6leo de capim-limdo (C. citratus), alecrim
(Rosmarinus officinalis) (RESTREPO et al., 2018) e C. densiflorus (SEIBERT et al.,
2019). Por outro lado, valores bem superiores foram encontrados para as nanoemulsoes
contendo 6leo de Carapa guaianiensis, Schimus molle e o controle negativo, -55, -30 e -
27 mV, respectivamente, indicando que tanto o tipo quanto a concentracdo de
surfactante utilizado pode interferir nesse potencial (BALDISSERA et al., 2013). O
mesmo pode ser dito sobre os resultados de potencial zeta para diferentes nanoemulsdes
contendo BZ, as quais apresentaram ndmeros (-60 a -96 mV) bem acima do nosso
trabalho (STRECK et al., 2016).

Em relagdo aos lipossomas, apenas os sistemas contendo 6leo essencial estavam
abaixo do estabelecido. Segundo Sebaaly et al. (2015) lipossomas desenvolvidos a
partir de Phospholipon 90H obtiveram potencial zeta proximo a -4 mV, mesmo na

presenca do dleo de cravo. Apesar dos baixos valores encontrados no nosso trabalho,
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estes foram superiores comparados a outros Oleos 0 que garantiria uma maior
estabilidade ao sistema. Em contrapartida, a forma lipossomal do 6leo de canela
apresentou numeros acima do desejado, em media -55 mV (CUI et al., 2016). Perfil
semelhante foi demonstrado para as vesiculas carregadas de 6leo de Thymus capitatus (-
72 mV) (MANCONI et al.,, 2018). No caso do encapsulamento de BZ na forma
lipossomal, Vinuesa et al. (2017) encontrou valores de -18 e -10 mV, para a formulacao
controle e a carregada, respectivamente, sugerindo uma menor estabilidade quando
comparados com o0 nosso trabalho.

As formas micelares também apresentaram um perfil de reducdo de potencial
zeta apds encapsulamento dos ativos. Segundo Lai et al. (2006), valor proximo a -15
mV foi demonstrado pelo sistema de Poloxamer 188 apds a incorporacdo do dleo
essencial de Artemisia arborescens, o que corrobora com 0s nossos achados. Além
disso, formulagdo utilizando o mesmo polimero carregada de BZ apresentou potencial
zeta proximo de -18 mV (SCALISE et al., 2016). No entanto, nanoparticula obtida a
partir de Eudragit e Pluronic F68 contendo BZ demonstrou um potencial zeta entre 24 a
37 mV, o qual pode ser justificado pela carga superficial positiva presente no polimero

Eudragit devido aos grupos de aménio quaternario (SEREMETA et al., 2019).
4.1.3. Determinacéo do pH

A determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH) é um importante teste para
monitorar a estabilidade de formulagdes, uma vez que mudancas de valores neste
parametro pode indicar a ocorréncia de reacBes quimicas, as quais comprometem a
qualidade do produto final. Todos os sistemas revelaram um pH acidificado,
independentemente da presenca dos principios ativos, sendo portanto, uma caracteristica
intrinseca dos excipientes das nanoestruturas (Tabela 13). Além disso, ja é demonstrado
que os 6leos essenciais contribuem para este carater, uma vez que uma reduc¢do de pH
pode ser resultado da hidrélise de ésteres de &cidos graxos que geram &cidos livres
(FRONZA, CAMPOS & TEIXEIRA, 2004). No entanto, para futuras aplicagdes in
vivo, 0 pH das formulacGes deve ser ajustado a um valor mais fisiologicamente
relevante de acordo com a rota de administracéo desejada.

Valores de pH 5,6 e 3,7 foram encontrados para a nanoemulséo na auséncia e

presenca do Oleo essencial de C. flexuosus, respectivamente (ROSSI et al. 2017).
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Mesmo perfil, 5,5 e 4,0, foi revelado por Giindel et al. (2018), o que se assemelha ao
nossos resultados. Por outro lado, um caréter ainda mais &cido foi demonstrado pela
nanoemulsdo contendo o mesmo 6leo do presente estudo, indicando, assim, que esta
alteracdo esta relacionada ao uso de diferentes surfactantes (SEIBERT et al., 2019).

No caso de exemplos lipossomais, Cui et al. (2016) encontraram valores de pH
proximos da neutralidade para as estruturas contendo 6leo de canela. Esse mesmo perfil
também foi revelado para lipossomas encapsulando 6leo essencial de C. densiflorus (pH
7,1), o qual se assemelha ao presente trabalho e sugere que a diferenca do fosfolipidio
pode ser o responsavel pela reducdo desses valores (BARICHELLO et al., 2017).

Por fim, formulagBes desenvolvidas a partir de ftalocianina de zinco, o6leo
essencial de alho e Pluronic F127 apresentaram valores de pH em torno de 5, sendo
considerado satisfatério se a intencdo é usa-las topicamente (DE OLIVEIRA DE
SIQUEIRA et al., 2017). Por outro lado, valores superiores (6,1-6,5) foram encontrados
no presente trabalho, o que é vantajoso para outras vias de administracdo. Estes dados
estdo de acordo com o estudo realizado por Oliveira et al. (2018), o qual encontrou um
pH em torno de 6,5 para os sistemas nanoestruturados desenvolvidos a partir do
Poloxamer 407 carregado de 6leo essencial de alho e 8-methoxipsoralen. Em adicéo,
amostras produzidas através de Poloxamer 188 e Oleo essencial de Artemisia
arborescens revelou um pH préximo a 6,2 (LAI et al., 2006).

4.2. Avaliacdo da estabilidade dos sistemas nanoestruturados

Para a aplicagdo pratica, é essencial assegurar a estabilidade a longo prazo dos
sistemas desenvolvidos. Portanto, mudancas no didametro médio, PDI, potencial zeta e
pH foram medidos apos 28 dias de armazenamento a 25 °C.

De acordo com a figura 21, ndo foi possivel observar nenhuma alteragdo do
tamanho das particulas nanoemulsionadas contendo somente o dleo essencial (NE-OE),
embora uma reducdo deste pardmetro tenha sido descrito apos 21 dias paras as outras
formas. Além disso, todas as nanoemulsbes apresentaram um aumento no PDI, no
entanto, este valor foi mantido ap6s 14 dias, indicando uma estabilidade do sistema. Em
relacdo ao potencial zeta, valores superiores ao inicial foram encontrados, exceto para a
NE-BZ, o que confirma uma maior repulsdo das particulas e, consequentemente, maior

estabilidade ao longo do periodo analisado. Por fim, uma acidificagdo da formulacéo foi
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revelada somente para a NE-OE+BZ, o que pode estar relacionada a uma reagéo entre
os dois ativos. Apesar dessas diferencas, pode-se sugerir que as nanoemulsdes exibiram
uma boa estabilidade durante o periodo de estocagem, uma vez que a faixa nanométrica
para o tamanho de particula foi mantida, bem como, ndo ocorreu a separacdo de fases
ou formacao de aglomerados.

No estudo feito por Wan et al. (2019), nanoemulsdes contendo 6leos essenciais
de tomilho, capim-liméo, canela, pimenta-horteld e cravo foram avaliadas quanto a
estabilidade ap6s armazenamento a 4 e 25 °C. De acordo com 0 autor, nenhuma
variacdo entre o diametro de particula foi observada na menor temperatura. No entanto,
as formas contendo canela e cravo sofreram um aumento nesta medida ap6s 30 dias a
temperatura ambiente e mesmo assim foram consideradas estaveis. Na avaliacdo da
estabilidade da nanoemulsdo contendo 6leo essencial de C. flexuosus em um periodo
ainda maior (90 dias), o tamanho e o PDI das particulas foram mantidos quando
armazenadas sob refrigeracdo, embora o potencial zeta e pH tenham sido reduzidos. Por
outro lado, todos esses parametros foram alterados na manutencdo destas formulagdes
na temperatura de 25 °C (GUNDEL et al., 2018). Esse mesmo perfil também foi
encontrado por Sonawane et al. (2015) para nanoemulsdes carregadas de &cido
linoleico. Em contrapartida, dados obtidos a partir do método de DLS demonstraram a
estabilidade das nanoemuls6es baseadas em 6leo de copaiba (Copaifera sp.) e andiroba
(Carapa guianensis), uma vez que ndo houve mudanca significativa no tamanho, PDI e
potencial zeta durante 90 dias de estocagem a temperatura ambiente (DHORM
PIMENTEL DE MORAES et al., 2018).

Estes resultados esclarecem, portanto, que uma estocagem ndo adequada pode
interferir nas caracteristicas do sistema e que no caso das nanoemulsdes a melhor opg¢éo
seria manté-las a baixas temperaturas. Sendo assim, é esperado que as nanoemulsdes
obtidas no presente estudo demonstrassem uma estabilidade ainda maior, caso tivessem

sido mantidas sob refrigeracao.
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Figura 21: Avaliacdo do didmetro médio de particula, indice de polidispersividade, potencial zeta e pH
dos sistemas nanoemulsionados de acordo com o periodo analisado. NE-CN: Nanoemulsdo como
controle negativo; NE-OE: Nanoemulsdo contendo 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus;
NE-OE+BZ: Nanoemulséo contendo 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus e benznidazol;
NE-BZ: Nanoemulsdo contendo benznidazol. *Diferenca estatistica em relagéo ao periodo inicial (Tempo
1 dia), p<0,05.

No caso dos lipossomas, o efeito sobre o tamanho foi oposto ao observado
anteriormente, ou seja, valores elevados foram descritos para todas as formas, exceto
para LIP-BZ (Figura 22). Além disso, a formulacdo contendo ambos os ativos (LIP-
OE+BZ) apresentou caracteristicas de instabilidade ap6s 21 dias de armazenamento,
sugerindo uma incompatibilidade dos mesmos na forma lipossomal. Varia¢des drasticas
no PDI também reforcam a presenca de sinais de um sistema instavel. Fato semelhante
foi observado para os valores de potencial zeta, exceto para LIP-BZ. Em adig&o, as
formulacBes na auséncia do 6leo essencial intensificaram a acidez dos sistemas. Diante
desses resultados, pode-se dizer que a forma lipossomal ndo seria adequada para carrear
uma grande quantidade de componentes hidrofobicos.

VariacGes do tamanho e PDI também foram avaliadas para lipossomas contendo
6leo de cravo apds dois meses de estocagem a 4 °C (SEBAALY et al., 2015). Neste
caso, nenhuma mudanca foi encontrada para a formulagdo contendo menor proporgédo
de 6leo. No entanto, a medida que esta quantidade foi aumentada, maiores sinais de
instabilidade foram observados, o que esta de acordo com a nossa prévia analise. No
estudo de estabilidade realizado durante um ano para lipossomas do 6leo de Santolina

insularis, nenhuma mudanca no tamanho e porcentagem de Oleo encapsulado foi
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relatada quando estocados a 4 °C (Valenti et al., 2001). Além disso, em analise de um
ano feita por Sinico et al. (2005), MLVs contendo 6leo de Artemisia arborescens
demonstraram estabilidade até 6 meses a 4 °C. Entretanto, apds esse periodo ocorreu um
aumento no tamanho devido a fusdo de vesiculas menores, o qual foi confirmado por
imagens obtidas pela MET. Mesmo perfil foi encontrado por Ortan et al. (2009).
Vesiculas lipidicas carregadas de 6éleo de Thymus capitatus também foram instaveis
apos 60 dias mantidas em temperatura ambiente, em que um aumento de tamanho de 71
para 500 nm foi identificado (MANCONI et al., 2018). Em adicdo, variacdo de 173 para
245 nm também foi demonstrada para lipossomas apds seis meses mantidos a 25 °C
(WEN et al., 2010). Sendo assim, pode-se concluir que os lipossomas se mantém mais
estaveis quando armazenados a 4 °C, temperatura esta que difere do presente trabalho e
justificaria os resultados de baixa estabilidade.
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Figura 22: Avaliacdo do didametro médio de particula, indice de polidispersividade, potencial zeta e pH
dos sistemas lipossomais de acordo com o periodo analisado. LIP-CN: Lipossoma como controle
negativo; LIP-OE: Lipossoma contendo 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus; LIP-
OE+BZ: Lipossoma contendo 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus e benznidazol; LIP-
BZ: Lipossoma contendo benznidazol. *Diferenca estatistica em relacdo ao periodo inicial (Tempo 1 dia),
p<0,05. * Sistema instavel.

Em relacdo as formas micelares, estas demonstraram ser mais estaveis, uma vez
que um aumento de tamanho foi observado somente para a formulagdo controle, bem
como, nenhuma alteracdo do PDI foi encontrada. Neste mesmo perfil, apenas MIC-CN
apresentou uma reducdo do potencial zeta, 0 que configuraria um sistema instavel, e o
pH foi mantido para todas as micelas (Figura 23).
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FormulacGes desenvolvidas a partir de ftalocianina de zinco, 6leo essencial de
alho e Pluronic F127 foram mantidas a temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeracéo
(8 °C) por 60 dias e se mantiveram estaveis em ambas as condi¢des, uma vez que nao
foi observada alteracdo no tamanho, PDI e pH durante o periodo analisado (DE
OLIVEIRA DE SIQUEIRA et al., 2017). Manutencgédo da estabilidade e uniformidade
também foi demonstrada para os sistemas nanoestruturados desenvolvidos a partir do
Poloxamer 407 e 6leo essencial de alho mantidos a temperatura ambiente, sendo esses
resultados reproduzidos apdés a adicdo de e 8-methoxipsoralen (OLIVEIRA et al.,
2018). Portanto, para este tipo de sistema a manutencdo da estabilidade ndo dependeu
das condicdes de armazenagem, o que reforgca ser mais vantajoso quando comparado
com as formas farmacéuticas anteriores.

No entanto, dados do estudo de estabilidade do oOleo essencial de Artemisia
arborescens em sistemas de Poloxamer 188 indicou um leve aumento de tamanho e PDI
apos 60 dias de armazenamento a temperatura ambiente e a 40 °C e uma manutengdo
desses parametros foi detectada a baixas temperaturas (4 °C). Em adicdo, o potencial
zeta foi reduzido para todas as condicdes de armazenamento (LAI et al., 2006). Estes
resultados sugerem que além da temperatura o tipo de surfactante também pode
interferir na estabilidade dos sistemas, uma vez que conclusfes controvérsias foram
obtidas ao analisarmos os trabalhos citados anteriormente. E sabido que as regides
formadas pelo Poloxamer na superficie das particulas ndo atuam de maneira tdo
eficiente em temperaturas elevadas, uma vez que uma demasiada energia cinética entra
no sistema e pode levar a desestabilizagdo (FREITAS & MULLER, 1999). Essa
informacdo somada aos dados experimentais sugere que a melhor forma para manter o
sistema micelar estavel é acondicionando-o sob refrigeracdo, assim como descrito para

as outras formas farmacéuticas desenvolvidas no presente trabalho.
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Figura 23: Avaliacdo do didmetro médio de particula, indice de polidispersividade, potencial zeta e pH
dos sistemas micelares de acordo com o periodo analisado. MIC-CN: Micela como controle negativo;
MIC-OE: Micela contendo dleo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus; MIC-OE+BZ: Micela
contendo 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus e benznidazol; MIC-BZ: Micela contendo
benznidazol. *Diferencga estatistica em relagdo ao periodo inicial (Tempo 1 dia), p<0,05.

4.3. Avaliacdo in vitro da atividade anti-Trypanosoma cruzi
4.3.1. Atividade anti-Trypanosoma cruzi

O oleo essencial de C. densiflorus apresentou atividade contra T. cruzi, mas a
eficAcia ndo atingiu os niveis requeridos terapeuticamente para um ensaio in Vivo
(IS>50) (ROMANHA et al., 2010). Portanto, o encapsulamento deste 6leo, bem como
do farmaco de referéncia foram desenvolvidos como alternativa para potencializar o
efeito tripanocida sem provocar danos as células do hospedeiro. Um efeito dose-
dependente sobre as formas parasitarias do T. cruzi foi demonstrado para todos os
sistemas nanoestruturados desenvolvidos. Este fato ocorre devido a um conjunto de
fatores como carga superficial e tamanho médio de particula reduzido, que permitem o
transporte eficiente de éleo e BZ através da membrana celular, bem como, facilita a
interacdo com maultiplos sitios moleculares (DONSI & FERRARI, 2016; WU et al.,
2014).

As nanoemulsdes foram capazes de reproduzir o efeito tripanocida de ambos os
ativos a partir de concentracdes menores aos dos farmacos livres (Tabela 14). O uso
desses sistemas previne a degradagdo dos farmacos para uma administragdo oral,

aumentando sua absorgdo (DONSI et al., 2011). Além disso, pode levar ao aumento da
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eficiéncia do produto com consequente reducdo da dose e frequéncia do tratamento
(CUI et al., 2006). No entanto, uma atividade antiparasitaria ndo desejada foi revelada
pelo controle da formulacdo, o0 que indica que 0s excipientes sozinhos seriam
responsaveis por esse efeito. Este mesmo perfil também foi encontrado para as formas
lipossomais, com excegdo do LIP-OE que demonstrou uma eficacia ligeiramente maior
do que o controle (Tabela 14). Em contrapartida, os carreadores nanoemulsionados
apresentam vantagens sobre a formulacdo lipossomal como facil obtencdo, baixa
complexidade, maior estabilidade, bem como, alta capacidade de incorporar
componentes lipofilicos, o que justifica a necessidade de menores doses de OE e,
principalmente de BZ para reproduzirem efeito similar aos lipossomas (SAINSBURY,
ZENG & MIDDELBERG, 2014; LOVELYN & ATTAMA, 2011).

Tabela 14: Determinacdo da Clsy das formas amastigotas e tripomastigotas do parasito Trypanosoma
cruzi e das células L929 sob acdo dos sistemas nanoestruturados e determinagdo do indice de seletividade

para a atividade anti-Trypanosoma cruzi.
Cls, sobre o parasito®

Cly, sobre L9297

Sistema Indice de
Nanoestruturado SN? (pgérgsL) BZ SN? (ugérgsL) B7° Seletividade®
NE-CN 60 - - 130 - - 2,2
NE-OE 140 7,0 - 540 27 - 3,8

NE-OE+BZ 130 6,5 0,01 500 25 0,04 3,8
NE-BZ 80 - 0,006 250 - 0,02 3.1
LIP-CN 4680 - - 4400 - - Inativo
LIP-OE 3420 20,5 - 4500 27 - 1,3

LIP-OE+BZ 6700 20,1 11 16000 48 2,56 2,4
LIP-BZ 7760 - 25 8700 - 2,78 1,1

MIC-CN Inativo - - >50000 - - Inativo
MIC-OE 8100 81 - 37200 372 - 4.6
MIC-OE+BZ 2100 10,5 0,168 62500 312,5 5 30
MIC-BZ 2400 - 0,384 >125000 - >20 >52
OE livre 60 230 3,8
BZ livre 1 625 625

Concentracdo que reduz em 50% o crescimento parasitario; “Concentracdo que induz 50% de morte
celular; 3Cls, sobre as células dividido pelo Cls, sobre o parasito; “Concentracdo do sistema
nanoestruturado; °Concentracdo do 6leo essencial encapsulado; ®Concentracdo do benznidazol
encapsulado; NE: Nanoemulsdo; LIP: Lipossoma; MIC: Micela; CN: Controle negativo; OE: Oleo
essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus; BZ: Benznidazol.

Na literatura j& foram identificados estudos antiparasitarios para ambas as
nanoestruturas. Uma significante redugdo no numero de parasitos T. evansi foi
observada em testes com a forma nanoemulsionada dos 6leos de Carapa guaianiensis e
Schimus molle quando comparada com o controle sem tratamento e a formulagdo na
auséncia de ativo (BALDISSERA et al., 2013). O oleo de andiroba (C. guianensis)

nanoemulsionado também foi efetivo contra formas promastigotas de L. infantum e L.
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amazonensis (Clsp 366 e 590 pg/mL). No entanto, a nanoemulsdo baseada no 6leo de
copaiba (Copaifera sp.) mostrou maior potencial leishmanicida (Clsp 16 e 18 pg/mL)
(DHORM PIMENTEL DE MORAES et al., 2018). Concentracdes superiores a 100
mg/L da nanoemulsdo contendo 6leo de Pterodon emarginatus revelou atividade
antiparasitaria contra espécies de vermes pertencentes a classe Monogenea
(Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis e Mymarothecium boegeri)
(VALENTIM et al., 2018). No caso de nanoemulsdes contendo BZ, Streck et al. (2019)
demonstraram que todas as formulacdes desenvolvidas induziram um aumento
significativo da eficicia deste farmaco em relacdo a sua forma livre, com valores de
Clsp variando de 0,74 a 0,02 pg/mL para formas epimastigotas e de 0,39 a 0,53 para
tripomastigota, 0s quais sdo bem maiores ao nosso estudo.

O uso de formulagbes lipidicas esta relacionado ao direcionamento passivo dos
famacos para o sistema mononuclear fagocitico para um efeito potencializado,
modificacdo da farmacocinética e uma subsequente reducdo da citotoxicidade, além de
uma libracdo prolongada ou direcionada. Diversos estudos relatam o carreamento de BZ
em lipossomas e suas caracteristicas fisico-quimicas, como eficiéncia de
encapsulamento, taxa de liberagdo e solubilidade (MORILLA, PRIETO & ROMERO,
2005; MORILLA et al., 2002). No entanto, poucos avaliam seu efeito tripanocida apés
a formulacdo, o que dificulta a confirmacgdo da eficacia dos sistemas desenvolvidos.
Este fato pode estar relacionado aos fracassados resultados encontrados para essa forma
farmacéutica.

Morilla et al. (2004) avaliaram se a entrega de BZ especificamente para o figado
poderia ser aumentada ap6s encapsula-lo em lipossomas multilamelares. No entanto,
nenhum efeito sobre os niveis de parasitemia em camundongos infectados por T. cruzi
foi observado. As concentracdes de BZ alcancadas por Vinuesa et al. (2017) no
carreamento em lipossomas foram baixas (<12 mM), o que tornoram o efeito
antiparasitario insignificante. Em adicdo, doses de até 30 mg/kg i.v. de anfotericina B
lipossomal prolongaram a sobrevivéncia em modelo murino, mas ndo foram curativas
nos regimes estudados (CLEMONS et al., 2017). Por fim, nenhum trabalho
relacionando o encapsulamento de Oleos essenciais em lipossomas e seu potencial
tripanocida foi encontrado para comparacdo dos resultados. Esta realidade reforca a

importancia dos nossos dados, uma vez que foi alcancada a reproducéo da atividade de
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ambos os ativos na forma lipossomal, além das vantagens do carreamento
nanoestruturado, como protecdo contra degradacéo, aumento da solubilidade e liberagéo
gradual, serem mantidas.

Em relacdo a estrutura micelar, o controle foi inativo nas concentracdes testadas.
Além disso, esses sistemas permitiram a manutencdo da eficacia de ambos os ativos
(Tabela 14). Estudos prévios j& vém demonstrando a capacidade das micelas em
potencializar o efeito biologico avaliado. Avaliacdo da atividade fotodindmica da
hipericina sobre T. cruzi foi realizado por De Morais et al. (2019) e revelou maior
eficcia das micelas (F-127 e P-123) quando comparadas ao farmaco livre. Amostras
do ativo na forma micelar mostraram acdo mesmo no escuro, com um Clsp em torno de
6 a 8 umol/L. Por outro lado, quando iluminadas revelaram valores muito menores (Cls
0,31 umol/L). A atividade tripanocida da benzidrazida de 5-nitro-2-furfurililideno foi
avaliada por Rangel-Yagui et al. (2007) e encontraram uma completa eliminacéo do
parasito apds 3 dias de tratamento. No entanto, a solugdo micelar contendo a mesma
concentracdo do ativo livre foi capaz de erradicar imediatamente a cultura de
epimastigotas. Em adicdo, formulacdo de Poloxamer 188 carregada de BZ reduziu a
taxa de sobrevivéncia de tripomastigotas a partir de uma Clsg de 36 pg/mL, sendo esse
efeito superior quando comparado com a forma convencional do farmaco (Clsy 49
pg/mL) (SCALISE et al., 2016). Por outro lado, nenhum relato na literatura sobre o
encapsulamento de 6leos essenciais em sistemas micelares e posterior avaliacdo do
efeito contra T. cruzi foi encontrado, o que ndo possibilitou a comparagdo dos nossos
resultados.

Em adicdo, no caso da MIC-OE+BZ, os resultados sugerem que as micelas
apresentam uma atividade mais forte comparada com os farmacos livres e encapsulados
separadamente, uma vez que a concentracdo de ambos os ativos foi reduzida (Tabela
14). De acordo com os resultados encontrados no capitulo 1, o mecanismo pelo qual o0s
monoterpenos podem atuar nas células do T. cruzi esta relacionado a sua capacidade de
desestabilizar a membrana celular. Estes compostos, devido ao seu carater lipofilico,
interagem com a bicamada fosfolipidica que forma a membrana celular, alterando sua
integridade e funcdo. Esta alteracdo facilitaria, portanto, a entrada do BZ e, por
conseguinte uma reproducdo da atividade tripanocida a partir de doses reduzidas. O

aumento da atividade tripanocida in vitro das nanoparticulas poderia também ser
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explicado por uma interacéo entre a superficie das nanoparticulas e a parte externa das
bicamadas das membranas bioldgicas. De fato, o revestimento de surfactante da
superficie das nanoparticulas pode facilitar a penetracdo do farmaco encapsulado no
parasito (LHERM et al., 1987).

Segundo Wagner & Ulrich-Merzenich (2009), sinergismo entre dois farmacos
pode ser demonstrado quando o efeito produzido pelos compostos usados em
combinacdo é maior do que a soma dos efeitos de cada componente utilizado sozinho.
Sendo assim, o indice da concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) foi calculado para
determinar se houve um efeito de sinergia, indiferenga ou antagonismo quando
combinados o OE e o BZ nos sistemas nanoestruturados. De acordo com a tabela 15,
um efeito sinérgico foi demonstrado para as formas nanoemulsionadas e micelares em
comparagdo com a forma livre dos ativos. No entanto, essa acdo sé foi mantida para as
micelas quando analisamos os farmacos encapsulado separadamente, o que reforca a
eficacia desse sistema como alternativa para combater o T. cruzi. Em adi¢do, os efeitos
para cada sistema foram indicados por isobologramas (Figura 24), em que abaixo da
linha continua é observada a regido de sinergia.

Tabela 15: Determinacdo do indice da concentragdo inibitéria fracionada e do efeito sobre a atividade

anti-Trypanosoma cruzi do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus quando combinado com
0 benznidazol.

Sistema nanoestruturado ICIF Efeito
NE-OE+BZ Farmaco livre 0,118 Sinérgico
Farmaco encapsulado 2,588 Antagonista
LIP-OE+B7 Farmaco livre 1,435 Indiferente
Farmaco encapsulado 1,420 Indiferente
MIC-OE+B7 Farmaco livre 0,343 Sinérgico
Farmaco encapsulado 0,566 Sinérgico

ICIF: Indice da concentracdo inibitoria fracionada; NE: Nanoemulsdo; LIP: Lipossoma; MIC: Micela;
OE: Oleo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus; BZ: Benznidazol.
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Figura 24: Isobologramas descrevendo os efeitos do 6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus
quando combinado com o benznidazol nas formas nanoemulsionadas (A), lipossomais (B) e micelares
(C). Abaixo da linha continua corresponde as posi¢des para um efeito sinérgico.

Na quimioterapia convencional, a combinacdo de farmacos é uma abordagem
terapéutica Gtil para aumentar a eficacia e reduzir os efeitos colaterais (SULSEN et al.,
2016). Nessa estratégia, a eficacia e toxicidade dos farmacos ja sdo conhecidas, o que
agiliza a comercializacdo do novo produto desenvolvido. Nesse sentido, diferentes
pesquisadores tém unido as duas abordagens, a partir do desenvolvimento de sistemas
de entrega de farmacos, bem como, o encapsulamento de forma concomitante de
compostos que apresentam propriedades sinérgicas com o intuito de melhorar a
biodisponibilidade e a eficacia (CONTRERAS et al., 2018; KYRIAZI et al., 2018;
ZHANG et al., 2018a; ZHONG et al., 2018; BAHNSON et al., 2016). A sinergia ja €
explorada no tratamento da Tripanossomiase Humana Africana através do uso
combinado de nifurtimox e eflornitina, em que esse encapsulamento de multiplas drogas
foi eficaz contra o parasito T. brucei, embora mais estudos sejam necessarios
(KENNEDY, 2013). Em comparacdo com os farmacos livres, a combinacgdo do extrato
etanolido de Physalis angulata e BZ reduziu ambos os valores de Clso (MEIRA et al.,
2015). A associagdo de um derivado do acido betulinico e BZ também revelou efeito
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sinérgico sobre formas tripomastigota e amastigota do T. cruzi. Deformacdo na
membrana plasmatica, retracdo do flagelo e vacuolizacdo citoplasmatica estdo entre as
alteracdes observadas no parasito apos tratamento com esse triterpeno (MEIRA et al.,
2016). Resultado semelhante quanto ao sinergismo e mecanismo de acdo foi
demonstrado anteriormente neste trabalho, o que corrobora com 0s nossos achados.

Em sintese, 0 BZ € o farmaco padrdo na terapéutica chagésica, porém atua
principalmente na fase aguda da doenca e revela efeitos colaterais intensos. O 06leo
essencial de folhas de C. densiflorus demonstrou alto potencial contra o parasito, no
entanto, sua citotoxicidade também foi elevada. Estes relatos apresentam desvantagens
de ambos os tratamentos, os quais quando administrados de forma isolada podem
demonstrar perda de eficacia. Por outro lado, quando usado em combinagdo na forma
micelar, esses farmacos exibiram potente atividade sinérgica contra o T. cruzi. Neste
contexto, a combinacdo de terapias pode ser uma ferramenta valiosa para aumentar a
eficacia do tratamento através da reducdo de dose e toxicidade, assim como, para
prevenir o desenvolvimento potencial de cepas resistentes, caracteristicas estas que

podem ser vantajosas para o tratamento de doencas parasitarias.
4.3.2. Citotoxicidade

Os estudos de toxicidade sdo cruciais para a compreensdao dos efeitos
potencialmente nocivos de novos nanomateriais formulados, pois permite que se
estabeleca uma dosagem ndo toxica e apropriada para a bioaplicagdo (SONAWANE et
al., 2015; OBERDORSTER et al., 2005). De acordo com a tabela 17 uma
potencializacdo do efeito citotoxico foi indicada para ambos os ativos quando
formulados em nanoemulsdes e lipossomas. Nestes casos, a formulacdo controle
também demonstrou ser tdxica, sugerindo, assim, que 0s excipientes poderiam estar
relacionados & esse efeito. Por outro lado, o controle micelar ndo revelou acgdo
prejudicial significativa as células de mamiferos nas concentragdes testadas, além disso,
essas estruturas foram capazes de reduzir a citotoxicidade do dleo essencial e uma
reproducédo dessa acdo também & esperada para o BZ.

Em relacdo ao indice de seletividade de ambos os ativos (Tabela 14), ndo foi
observado um aumento mesmo apés encapsulamento em nanoemulsdes e lipossomas, o

que contraria a reducdo de citotoxicidade como caracteristica desses sistemas. Este fato
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pode estar relacionado a elevagdo do efeito toxico dos ativos de forma similar para as
células parasitarias e hospedeiras, além de uma acdo prejudicial dos excipientes
indicado anteriormente, a qual intensificaria esse resultado. No entanto, valores
superiores de IS foram encontrados para as formas micelares em comparacdo com as
outras formulagdes, embora o resultado para MIC-OE tenha sido menos significativo.

De acordo com a literatura, varios estudos tém reportado a avaliacdo da
citotoxicidade para formulagbes nanoestruturadas como forma de comprovar a
eficiéncia desses sistemas na entrega de farmacos. Neste contexto, nanoemulsdes
brancas desenvolvidas a partir de diferentes tipos e proporgdes de surfactantes foram
obtidas por Streck et al. (2019). O ensaio de viabilidade celular usando linhagem de
células Vero e SiHA revelou citotoxicidade para concentracdes superiores a 200 pg/mL,
confirmando que este efeito pode estar presente mesmo na auséncia de um ativo.
Segundo Streck et al. (2016), um aumento da citotoxicidade para nanoemulsoes
contendo BZ foi revelado a medida que a relacdo surfactante-6leo foi elevada,
sugerindo que as estruturas anfifilicas seriam mais toxicas do que o proprio 6leo. No
estudo feito por Dhorm Pimentel de Moraes et al. (2018), uma reducao dos nimeros de
macrdfagos foi observada em culturas de células tratadas com nanoemulsdes do 6leo de
andiroba (C. guianensis) e copaiba (Copaifera sp.). No entanto, a formulagdo sem estes
6leos ndo alterou a viabilidade celular, o que difere dos nossos resultados. Por outro
lado, nanoemulsBes contendo acido linoleico ndo foram nocivas apenas para
concentracdes abaixo de 20 pg/mL, assemelhando ao presente trabalho (SONAWANE
etal., 2015).

Em relacdo aos lipossomas, a Clsp do 6leo de Santolina insularis foi de 112
pug/mL e o mesmo valor foi obtido ap6s o seu encapsulamento, o0 que se encontra acima
dos numeros descritos no presente estudo (VALENTI et al., 2001). Em contrapartida,
nenhum efeito toxico sobre queratindcitos foi observado tanto para o 6leo de Thymus
capitatus livre quanto para o encapsulado em vesiculas lipidicas nas concentragdes
maximas de 20 pug/mL, corroborando com os nossos achados (MANCONI et al., 2018).
Segundo Vinuesa et al. (2017), a citotoxicidade dos lipossomas vazios sobre células
L929 foi quase insignificante. No entanto, as formas carregadas com BZ apresentaram

resultados paradoxais, uma vez que baixas concentracGes exibiram toxicidade mais
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acentuada em relacdo as maiores concentragoes, o que difere do efeito dose-dependente
demonstrado presente estudo.

No caso das micelas, uma reducéo de citotoxicidade do OE foi acompanhada do
seu encapsulamento, além da auséncia de um efeito nociso da formulacdo controle
(Tabela 14). No entanto, o IS para a formulacdo contendo somente o 6leo ainda se
manteve baixo. Portanto, este fato pode esta relacionado provavelmente ao efeito toxico
do proprio ativo, uma vez que concentracdes menores de MIC-OE ja foram prejudiciais
quando comparadas com o controle.

Uma comparacdo entre os efeitos do surfactante ndo ibnico nas células
epimastigotas do T. cruzi e nos eritrocitos mostrou que o efeito litico desse composto
utilizado para formar as estruturas micelares € mais forte nas células do parasita
(RANGEL-YAGUI et al., 2007). Formulacdes de Pluronic F127 ndo apresentaram
citotoxicidade sobre macréfagos murinos (RAW 264.7) nas concetracOes testadas. No
entanto, apds adi¢do de ftalocianina de zinco e dleo essencial de alho um efeito toxico
foi revelado, indicando uma Clsp de 0,73 pg/mL e um indice de seletividade da
atividade leishimanicida menor do que 4, 0 que sugere uma pequena faixa de seguranca
quando comparada ao presente trabalho (DE OLIVEIRA DE SIQUEIRA et al., 2017).
Por outro lado, sistemas de Poloxamer 188 carregados de BZ ndo demonstraram
nenhuma diferenca de viabilidade sobre células Vero quando comparados com a forma
convencional do farmaco e células ndo tratadas. Este mesmo padrdo foi estabelecido
para 0 ensaio hemolitico. Além disso, nenhuma alteracio morfoldgica e
desestabilizacdo da membrana celular foram observadas para esses tratamentos
(SCALISE et al., 2016). Todos esses resultados confirmam, portanto, a seguranca e
eficacia dos sistemas micelares para carrear compostos pouco solUveis em agua.

Apesar dos baixos IS para as formas nanoemulsionadas e lipossomais, estes
sistemas foram capazes de reproduzir a atividade bioldgica a partir de concentracGes até
inferiores quando comparadas com as dos farmacos livres. Além disso, o0
desenvolvimento destas formulagGes protege o farmaco da degradagdo, aumenta a
absorcdo e facilia a difusdo através do epitélio, promovendo, assim, uma distribui¢do
mais eficiente dos ativos (COUVREUR & VAUTHIER, 2006). No entanto, todas essas
vantagens somadas a capacidade de reduzir a citotoxidade do dleo essencial e produzir
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um efeito sinérgico com o BZ, fazem do sistema micelar uma promissora alternativa
para a terapéutica chagasica.

Posto isto, a emergéncia da nanotecnologia nas Gltimas décadas apresenta uma
oportunidade para explorar o efeito de 6leos essenciais em sistemas nanoestruturados.
Entretanto, existem poucos estudos relacionando essa tematica e o tratamento da doenca
de Chagas, bem como, o efeito sinérgico de farmacos (KROUBI et al., 2010;
YONGSHENG et al., 1996). Em adicdo, as nanoparticulas precisam superar alguns
desafios para serem eficazes e amplamente empregadas na medicina clinica, apesar de
terem muitas qualidades positivas para o tratamento de doengas. As limitacOes estdo
associadas aos métodos de preparacdo, as vias de eliminagdo e ao desconhecimento dos
mecanismos de acdo, cada um deles representando uma area de interesse e exigindo
mais estudos pela comunidade cientifica (ZHANG et al., 2018b; ZHANG, KIM &
HUANG, 2018). Sendo assim, nossos resultados reforcam a importancia dessa
perspectiva tecnoldgica e indicam que a forma micelar do BZ tanto sozinho ou em
sinergia com o Oleo de C. densiflorus tem um grande potencial na quimioterapéutica

tripanocida, sendo aconselhada para futuros testes in vivo.
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5. CONSIDERACOES

O presente estudo demonstrou a viabilidade em desenvolver sistemas
nanoemulsionados, lipossomais e micelares contendo 6leo essencial de C. densiflorus
e/ou benznidazol com tamanho inferior a 500 nm, o que os caracterizam como
nanomeétricos. As nanoemulsdes apresentaram os menores indices de polidispersividade,
no entanto, a adicdo dos principios ativos favoreceu a homogeneidade para todas as
formulacGes. Além disso, potencial zeta negativo e um pH acido também definiram as
formulagoes.

Apesar dos valores de PDI e carga superficial para algumas estruturas estarem
abaixo do desejado, pode-se dizer que a estabilidade foi mantida para grande parte dos
sistemas desenvolvidos, exceto para o lipossoma encapsulando ambos os ativos. No
entanto, esses resultados foram obtidos para um armazenamento a temperatura ambiente
e apos a analise de dados na literutura, sugere-se que um menor grau de instabilidade é
obtido quando a manutencéo ocorre sob refrigeracéo.

De uma forma geral, as formulacdes foram capazes de reproduzir a atividade
tripanocida apresentada pelo dleo de C. densiflorus e benznidazol a partir de
concentracOes inferiores quando comparadas aos farmacos livres. No entanto, uma
potencializacdo da citotoxicidade também ocorreu para as nanoemulsdes e lipossomas.
Por outro lado, esta acdo foi reduzida para o 6leo essencial quando incorporado nas
micelas, as quais foram caracterizadas pelos maiores indices de seletividade. Além
disso, um efeito sinérgico foi comprovado quando ambos os farmacos foram
encapsulados concomitante nessa forma farmacéutica. Esta melhora da acéo tripanocida
a partir da associagdo do 6leo essencial e benznidazol pode estar relacionada a presenca
ao mesmo tempo de diferentes alvos de ac&o para erradicar o parasita.

Sendo assim, esses resultados sugerem que as micelas contendo benznidazol
podem ser uma alternativa na quimioterapéutica chagasica tanto na sua forma simples,

bem como, em combinagdo com o 6leo essencial de C. densiflorus.
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CAPITULO 3 PLA-PEG Nanoparticles

Como informado anteriormente, 0s sistemas nanoestruturados apresentam
diversas vantagens em relacdo as formas farmacéuticas convencionais. Neste contexto,
foi proposto o desenvolvimento de um projeto sobre sistemas poliméricos carreadores
de farmacos durante o periodo de doutorado sanduiche na University of Nottingham.
Neste estudo, foram selecionadas nanoparticulas obtidas através do copolimero PLA-
PEG e de polimeros naturais, alginato e quitosana. Os resultados foram expostos no
formato de artigo e na lingua inglesa, a fim de facilitar o entendimento pelos
colaboradores estrangeiros. O primeiro artigo “Development of PLA-PEG nanoparticles
loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves for the treatment of
Chagas disease” descreve o desenvolvimento e caracterizagdo das formulagdes obtidas a
partir de polimeros sintéticos e o artigo “Nanoparticles from natural polymers, alginate
and chitosan, as an alternative for the treatment of Chagas disease” teve como proposta

0 uso alternativo de polimeros naturais.

Development of PLA-PEG nanoparticles loaded with essential oil from

Cymbopogon densiflorus leaves for the treatment of Chagas disease
ABSTRACT

Benznidazole is the choice drug for the treatment of Chagas disease, but it shows
disadvantage as low efficacy in the chronic phase and intense side effects. Due to these
facts, the search for alternative treatments is required. Essential oils have drawn
attention for their antiparasitic properties although their physic-chemical characteristics
difficult the administration. PLA-PEG system allows encapsulating of the lipophilic
drugs in addition can enhance their biological potential. In this context, the aim of this
study was the development of PLA-PEG nanoparticles as a delivery system for essential
oil (EO) from Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole (BZ) in order to
evaluate their effects on Trypanosoma cruzi. Nanoparticles were prepared using
emulsification method using three PLA-PEG ratios. PLA-PEG (85:15) was the best
system and was characterized later. An average particle size below of 160 nm with
homogeneous distribution (PDI1<0.3) and negative zeta potential, as well as an acid
character were observed. In addition, the dispersions were stable since there were no
changes for these previous parameters after 28 days. Encapsulation efficiency rate was
below of 40% to EO and above of 30% to BZ, varying according to the method. Drug
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release assay demonstrated that the intestinal fluid was the best medium to the EO
release while the pH close to 7 favored the BZ release. MET analysis confirmed the
uniform distribution of the nanoparticles and spherical shape. The treatment with
nanoparticulates EO and BZ led to a reduction in T. cruzi infection levels in fibroblast
cultures and the EO cytotoxicity was reduced. Although the Sl values were low, this
study demonstrated the versatility of developing nanostructured systems that may have
various advantages to the treatment of Chagas disease as controlled release and

increased bioavailability.

Keywords: Polyethylene glycol (PEG), polylactide (PLA), biodegradable
nanoparticles, drug delivery system, Cymbopogon densiflorus, essential oil,

benznidazole, Chagas disease, anti-Trypanosoma cruzi activity.
INTRODUCTION

Natural products play an important role in the search for new active drugs and,
among these compounds with biological potential, essential oils (EO) may be
highlighted (SCHMIDT et al., 2012a). EO are secondary metabolites produced by
medicinal plants and can be extracted from a variety of species. They are used for many
purposes due their biological actions, as antimicrobial, analgesic, sedative, anti-
inflammatory, antispasmodic, anthelmintic, and antiprotozoal (AZEREDO et al., 2014).
In addition, natural products are easy to cultivate, biodegradable, and present low
toxicity since they do not give rise to accumulations in animal tissue (COIMBRA et al.,
2006; CHAGAS et al., 2002).

C. densiflorus is a large grass present throughout Africa, Asia and Australia
(AKHILA, 2010; KHANUJA et al., 2005; SOENARKO, 1977). It has popular use to
the treatment of asthma, fever, abdominal pain, and epilepsy (TAKAISI-KIKUNI,
TSHILANDA & BABADY, 2000; SOENARKO, 1977). In addition antimicrobial,
antioxidant, anti-inflammatory and parasitic properties have already been demonstrated
in the literature (SEIBERT et al., 2019; TAKAISI-KIKUNI, TSHILANDA &
BABADY, 2000). Thus, phytotherapy is a alternative treatment for several parasitic
infections as Chagas disease (SCHMIDT et al., 2012a,b).

Trypanosoma cruzi is a blood protozoan parasite and the etiological agent of the
Chagas disease (GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). Although the transmission by
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vectors and new infections has declined by more than 70% in the American continent,
the migration of chronically infected and asymptomatic individuals has led to the
globalization of the disease (GASCON, BERN & PINAZO, 2010; SCHUMUNIS,
2007). Benznidazole (BZ) is the most common antiprotozoal drug used in the treatment
of this disease (GASCON, BERN & PINAZO, 2010; URBINA, 2002). However, this
drug has been ineffective mainly in the chronic phase and showed side effects
(URBINA, 2009; CASTRO, MECCA & BARTEL, 2006; URBINA & DOCAMPO,
2003; URBINA 2002). Moreover, frequent episodes of parasites resistance to some
drugs has been reported and new alternatives are required (MAUDLIN, HOLMES &
MILES, 2004).

However, EO and BZ present disadvantages as low dispersion in water and
nanotechnology researches represent a strategy for the inefficiency and/or low solubility
of some hydrophobic drugs (VOLPEDO et al., 2019; KALHAPURE et al., 2015;
SAHARMA et al., 2012; HUH & KWON, 2011; ZHANG, 2010). Gradual and
controlled release, increased bioavailability, reduced side-effects are some advantages
showed for the nanostructured systems (BLECHER, NASIR & FRIEDMAN, 2011;
ZHANG, 2010; COUVREUR & VAUTHIER, 2006; ROCO, 2001; VERMA & GARG,
2001). In addition, the small size allows a long circulation time of these structures, as
well as reduces recognition and opsonization by macrophages (GONG et al., 2012,
NISHIYAMA & KATAOKA 2006). Dispersion using polymers is well established for
this purpose (DE MELO et al., 2013). Poly-e-caprolactone (PCL), poly(lactide) (PLA),
polyethylene glycol (PEG) and poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) are examples of
biodegradable polymers and are frequently used for encapsulation of EO in
nanoparticulate systems (KHOEE & YAGHOOBIAN, 2009). This is possible due
polymeric particles are composed of a hydrophilic and a hydrophobic parts that allow
the incorporation low water soluble drugs inside their hydrophobic core (SHALABY et
al., 2014). PLA-PEG nanoparticles are an example of this alternative and studies have
showed their efficacy over the conventional medicine (GONG et al., 2012; SHIN et al.,
2009; VENKATRAMAN et al., 2005).

In this context, the development of new alternative for the treatment of Chagas
disease is crucial. Therefore, the objective of this study was to evaluate the in vitro
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susceptibility of T. cruzi to PLA-PEG nanoparticles loaded with essential oil from C.

densiflorus leaves and/or benznidazole.
MATERIAL AND METHODS
Botanical material

Cymbopogon densiflorus leaves were collected in Ouro Preto — MG/Brazil
(20°23'51"S, 43°30'40"W). A voucher specimen (OUPR 28122) was identified by Prof.
Hildeberto Caldas de Sousa and deposited in Herbarium Prof. José Badini, Federal
University of Ouro Preto — MG/Brazil. The access was registered at SisGen, the
Brazilian National System of Genetic Resource Management and Associated
Traditional Knowledge under number AC902F3. The essential oil extraction was

performed by the hydrodistillation (Linax®) according to Seibert et al. (2019).
Preparation of PLA-PEG nanoparticles

PLA-PEG nanoparticles were prepared from three different ratios: PLA-PEG
(50:50), PLA-PEG (65:35) and PLA-PEG (85:15) using the single (O/W) and double
(W/O/W) emulsification methods (ZAMBAUX et al., 1998). The different copolymers
were accurately weighed and dissolved in specific solvent (Ethanol:dichloromethane
(1:1) to PLA-PEG (50:50) and PLA-PEG (65:35) and only ethanol to PLA-PEG
(85:15)). The drugs, EO and BZ, were dissolved in the same solvent according to the
used copolymer and added into the polymeric solution under stirring. Then ultrapurified
water was added in this mixture and stirred by ultrasonic homogenizer (Bandelin
Sonopuls hd 2070) at force 90% for 1 minute. This step occurred only for the double
(W/O/W) emulsification method. Finally, the organic phase was added into polyvinyl
alcohol aqueous solution 0.5% w/v (PVA — Nippon Gohsei) and the dispersions were
stirred at force 47% for 3 minutes. These mixtures were concentrated to a final volume
of 1 mL, in a rotatory evaporator to eliminate the organic solvent and to adjust the final
concentration of EO and BZ to 10 mg/mL and 100 pg/mL, respectively (RITTER et al.,
2017). After the nanoparticles development, these systems were characterized by
particle size and size distribution to select the best loaded system and continue the next
assays. The qualitative and quantitative compositions of the nanoparticles were
described in the table 1.
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Table 1: Composition of PLA-PEG nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus
leaves and/or benznidazole.

PLA-PEG nanoparticle

Constituent

NP-NC NP-EO NP-EO+BZ NP-BZ
PLA-PEG' 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg
Solvent? 1mL 1mL 1mL 1mL
Essential oil - 10 mg 10 mg -
Benznidazole - - 100 pg 100 pg
Water? 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
PVA* 5% 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL

'PLA-PEG (50:50), PLA-PEG (65:35) and PLA-PEG (85:15); * Ethanol:dichloromethane (1:1) to
PLA-PEG (50:50) and PLA-PEG (65:35), and ethanol to PLA-PEG (85:15); *Double emulsification
method (W/o/w); “PVA — Polyvinyl alcohol; NP — PLA-PEG nanoparticle; NC — Negative control;
EO - Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.

Determination of particle mean size and polydispersity index

The particle mean size and the polydispersity index (PDI) of the nanoparticles
were measured by photon correlation spectroscopy using Zetasizer (Zetasizer Nano
series - Nano ZS, Malvern). Samples were diluted in distillated water and analyzed at
170° detection angle. The polydispersity index reflects the homogeneity profile of the
diameter of the sample’s droplets and a value under 0.3 was considered satisfactory.
The median and standard deviation analysis was performed in triplicate (SEIBERT et
al., 2019).

Determination of Zeta potential

The zeta potential of the nanoparticles was determined by electrophoretic
mobility measurements of suspended particles using Zetasizer (Zetasizer Nano series -
Nano ZS, Malvern). The samples were diluted in distillated water and inserted into a
capillary cell. The measurements were performed in triplicate and the results were
expressed in millivolts (mV) (SEIBERT et al., 2019).

Determination of pH

The potential of hydrogen (pH) of the nanoparticles was measured directly in the
suspensions using a potentiometer (Fisherbrand Hydrus 600) previously calibrated with
buffer solutions pH 4.0 and 7.0. The pH values were determined by the average of three
replicates at 25 °C (SEIBERT et al., 2019).
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Determination of encapsulation efficiency

The samples were scanned at intervals of 200 to 400 nm and 400 to 600 nm in
the spectrophotometry analysis to observe their characteristic absorbance and
fluorescence peaks, respectively. After preparation, the nanoparticles were filtered using
an acetate membrane (0.22 um) to remove the excess of non-encapsulated drug and
freeze-dried (GVD3 Freeze Dryer Girovac) (SEREMETA et al., 2019). Samples were
suspended in ethanol or acetonitrile according to the used method. Encapsulation
efficiency (EE) analyses were assayed by means of spectrophotometric (S) (TECAN
SPARK 10 M) and chromatographic (C) (HPLC Shimadzu) methods at 296 and 324 nm
wavelengths to EO and BZ, respectively. Calibration curves were performed (EO-S: y =
0.0002x — 0.021; R* = 0.9988; EO-C: y = 30.067x + 1878; R* = 0.9986 and BZ-S: y =
3.4275x — 1952.2; R? = 0.9924; BZ-C: y = 1.2936x + 3725.5; R? = 0.9576). Essential oil
was also quantified by fluorescence from both methods at 350 nm excitation
wavelength and 417 nm emission wavelength (EO-S: y = 3.4275x — 1952.2; R? =
0.9924; EO-C: y = 1.2936x + 3725.5; R? = 0.9576). The HPLC analysis was carried out
according the following conditions: mobile phase: A — ultrapure water and C —
acetonitrile (ACN); isocratic elution (0-1.0 min: 20% ACN; 1.0-15.0 min: 20 to 70%
ACN; 15.0-17.0 min: 70% ACN; 17.0-18.0 min: 70 to 20% ACN; 18.0-25.0 min: 20%
ACN); run time: 25.0 min; flow: 1.0 mL/min; column temperature: 30 °C; samples
temperature: 19,5 °C; column: C18 (250 x 4.6 mm, 5um — Phenomenex®); injection
volume: 20 pL and wavelengths: 296 and 324 nm (PERIN et al., 2017). The EE

percentage was calculated in triplicate using the following equation:

. . . amount of drug quantified in nanoparticle
Encapsulation efficiency (%) = - - x 100
theoretical amount of drug in the system

Determination of drug release profile

The in vitro drug release study was performed using dialysis membrane
(SnakeSkin™ Dialysis Tubing). Nanoparticles were added in the donor compartment
and it was placed in contact with the receptor medium under stirring at 37 °C (Fisher
Scientific). Three different receptor solutions were used: A - phosphate buffer solution
(PBS) and 10% Tween 80 (pH 7.4); B — fasted state simulated gastric fluid (FaSSGF)
(pH 1.6) and C — fasted state simulated intestinal fluid (FaSSIF) (pH 6.5) (JANTRATID
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et al., 2008). At specific intervals (1, 2, 3, 4, 5, 6, 18, 24, 48, 96 and 168 hours for A
solution and 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 hours for B and C solutions), aliquots were removed
from receptor medium and the same volume of a freshly solutions was replaced to
maintain the sink conditions. The samples were freeze-dried (GVD3 Freeze Dryer
Girovac) and suspended in acetonitrile. Percentages of EO and BZ released were
determined by chromatographic method at 296 and 324 nm, respectively, according

previous conditions.
TEM analysis

The surface morphology of nanoparticles and size distribution were observed
using a transmission electron microscope (JEOL 2100F FEG-TEM) operated at 200 kV.
Samples were diluted in ultrapure water and deposited on a copper mesh grid. The
excess of fluid then was removed with filter paper and the samples were left to dry to be
observed (BARRADAS et al., 2017).

Stability study

The measurements of particle mean size, PDI, zeta potential and pH were
conducted for all samples immediately after processing and again at intervals of 1, 7,

14, 21 and 28 days to stability study on samples maintained at room temperature.
Evaluation of anti-Trypanosoma cruzi activity

In vitro test of trypanocidal activity adopting [-galactosidase-transfected
Tulahuen T. cruzi strain was performed as previously describe by Romanha et al.
(2010). Briefly, infective trypomastigote forms were obtained through culture in
monolayers of mouse L929 fibroblasts in RPMI-1640 medium without phenol red
(Gibco BRL), containing 10% fetal bovine serum and 2mM glutamine. For the
bioassay, 4,000 L929 cells were added to each well of a 96-well microplate. After an
overnight incubation at 37°C and 5% CO,, 40,000 trypomastigotes were added to the
cells and the plate was incubated for 48 hours. The medium was then replaced with
solutions of loaded nanoparticles between 50 and 0.78 mg/mL in fresh medium and the
plate was incubated for 96 hours. After this period, chlorophenol red glycoside in 0.5%

Nonidet P40 was added and the plate incubated for 18 hours, after which the absorbance

SEIBERT, J. B. (2019) 125



CAPITULO 3 PLA-PEG Nanoparticles

at 570 nm was measured. A negative control with uninfected cells (100% cure) and
infected cells without treatment (0% cure) were used as comparative parameters. In
addition, infected cells treated with EO and BZ free, as well as formulation negative
control were used in parallel. The results were performed in triplicate and expressed as

the percentage of T. cruzi growth inhibition.
Evaluation of cytotoxicity

In vitro cytotoxicity test using AlamarBlue™ assay was performed as previously
describe by Romanha et al. (2010). Briefly, 4,000 mouse L929 fibroblasts in the same
previous RPMI-1640 medium were added to each well of a 96-well microplate and
incubated for three days at 37 °C and 5% CO,. The medium was then replaced with
solutions of loaded nanoparticles between 50 and 0.78 mg/mL in fresh medium and the
plate was incubated for four days. After this period, AlamarBlue™ was added and the
plate was incubated for 4-6 hours, after which the absorbance at 570 and 600 nm was
measured. The same controls in the previous test were used. The results were expressed
as the percent difference in the reduction between treated (TC) and untreated cells (UT),
using the following equation:

Cytotoxicity (%) = (117,216)(Abss7 TC) — (80,586)(Abseeo TC) x 100
(117,216)(Abss7o UT) — (80,586)(Absgeo UT)

Evaluation of membrane permeability

In vitro cytotoxicity on mouse L929 fibroblasts was also evaluated by the lactate
dehydrogenase (LDH) assay (Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit), which is a marker
of integral membrane. In a 96-well microplate, 5,000 cells were added in a final volume
in each well and incubated for 24 hours at 37 °C and 5% CO,. After this period, the
medium was replaced and controls and samples were added in triplicate. For the
negative control only culture medium was used, whereas for the positive control 1%
triton X solution was added. The loaded nanoparticles were diluted from the 1:2 serial
dilutions at concentrations from 500 to 3.9 mg/mL. Free EO and BZ were added,
respectively, from 5 to 0.039 mg/mL and from 50 to 0.39 pg/mL.

After 24 hours incubation period, the samples were removed and 5 pL of lysis

solution was added, completing the final volume with culture medium (150 pL). The
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plate was incubated for 45 minutes and 25 uL of each well were then removed and
transferred to a new plate. In this second plate, 50 pL of the dye was added and
incubated for 30 minutes at room temperature and protected from light. Finally, 25 pL
of HCI was added and absorbance at 490 nm was measured. The results were expressed

by the percentage of cytotoxicity from the equation below:

CytOtOXICIty (%) = (AbSSamme_ AbS negative COﬂtI’O|) X 100

(Abspositive control — Absnegative control)
Statistical analysis

The results are presented as mean and standard error and were analyzed by an
analysis of variance (ANOVA) followed by comparison with the Bonferroni test using

Graph Pad Prism 5.0 software. The significance level was p<0.05.
RESULTS AND DISCUSSION
Determination of particle mean size and polydispersity index

The particle mean size and polydispersity index of the initial PLA-PEG
nanoparticles using three different ratios (50:50; 65:35 and 85:15) are shown in figure 1.
According these results PLA-PEG (85:15) nanoparticles and double-emulsion method
showed the best results for the previous parameters and were selected to encapsule the
essential oil and/or benznidazole. Ladj-Minost (2012) demonstrated that hydrophobicity
decreased the size of nanoparticles and increased the active molecule entrapment
efficiency. Moreover, Bilati, Allemann & Doelker (2003) concluded that a second
mixing step (W/O/W) had a great influence on the final mean particle size. In this
context, PLA nanoparticles with an average size of 200 nm and a low PDI were
prepared by Zambaux et al. (1998) using the same double-emulsion method. Other
report demonstrated that the particle size decreased from 159 nm to 113 nm when the
concentration of PVA increased from 1 to 5%, which was the same amount used in our
work, due to an improvement in the emulsification process (MANCHANDA et al.,
2010).
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Figure 1: Particle size and size distribution of nanoparticles obtained from PLA-PEG (50:50), PLA-PEG
(65:35) and PLA-PEG (85:15) by single (o/w) and double (w/o/w) emulsion method. A — Nanoparticles
as negative control; B — Nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; C -
Nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and benznidazole; D —
Nanoparticles loaded with benznidazole; Bars refer to size and circles refer to PDI.

The PLA-PEG (85:15) nanoparticle control presented mean size of 121 nm and
an increase in this value was observed after drug encapsulation, but all structures
maintained a mean size below 160 nm, as shown in table 2. On the other hand, a
reduction of PDI values was demonstrated for the loaded particles, being characterized
as a narrow size distribution (PDI<0.3). Shalaby et al. (2014) prepared PLA-PEG
copolymers using different molecular weights of PLA blocks and particles sizes
between 42 and 485 nm were found. According this author, the mean diameter
increased as the polymer and drug ratio decreased. However, an opposite profile was
observed when the copolymer was prepared with the biggest concentration of PLA, that
is in agreement with our results. In addition, low values of PDI were shown for this
same condition.

Similar approach was observed by Dos Santos-Silva et al. (2017), which BZ
slightly enhanced the particle size due to the known solute contribution effect. Besides
PEO (2000)-PLA (1400) nanoparticles loaded with BZ showed mean size of 194.6 nm
and PDI 0.211 (RAMBO, BRITTA & NAKAMURA, 2015). Moreover, Achyrocline
satureioides essential oil-loaded in poly-e-caprolactone nanoparticles demonstrated
droplet size round of 236 nm with polydispersity of 0.112, suggesting that the polymer
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may influence in these parameters (RITTER et al., 2017). This difference could be
justified by PEG influence on the interfacial tension between solvents. In agreement
with this finding, values of 182.5 and 105 nm were found for poly-e-caprolactone and
PLA-PEG nanocapsules loaded with lychnopholide isolated from Lychnophora
trichocarpha, respectively. Both nanoparticle populations were also monodisperse with
PDI lower than 0.3 (BRANQUINHO et al., 2014). Same profile for these previous
nanocapsules was also showed by De Mello et al. (2016). All these reports corroborate
with our study and confirm the versatility of carrying hydrophobic drugs in small and
uniform PLA-PEG systems. These characteristics are required for a safety intravenous
administration and for accessing leaky endothelium in infectious and inflammatory

process which are observed during the Chagas disease (PEREIRA et al., 2009).

Table 2: Average size, polydispersity index, zeta potential and pH of the PLA-PEG (85:15) nanoparticles
loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole.

Nanostructured Characterization
system Size (nm) PDI Zeta potential (mV) pH
NP-NC 121.57 £ 3.07 0.204 + 0.08 -4.70 £1.15 3.60+0.01
NP-EO 146.70 £ 4.07 0.104 £ 0.01 -5.51 £ 0.63 3.57+0.01
NP-EO+BZ 151.87 £1.76 0.084 + 0.01 -5.78 £0.11 3.68+0.01
NP-BZ 123.10 £ 2.18 0.187 £ 0.02 -4.18 £ 0.01 3.52+0.01

PDI — Polydispersity index; NP — PLA-PEG (85:15) nanoparticle; NC — Negative control; EO — Essential
oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.

Determination of Zeta potential

The zeta potential enables prediction of the nanoparticles stability, given
repulsion forces between the droplets predominate and prevent instability processes. In
general, the border between stable and unstable suspensions is considered for a zeta
potential value greater than |30| mV (ACEVEDO-FANI et al., 2015). According to table
2, the formulations showed zeta potential values between -4.18 and -5.78 mV. These
negative values can be attributed to the presence of ionized carboxylic groups, such as
those present in the lactic acid of PLA. In addition, the low absolute value is probably
associated to the masking of these groups by PEG, which has no surface charge.
According to Dos Santos-Silva et al. (2017), high concentrations of surfactant reduced
the zeta potential due to the surfactant adsorption on the nanoparticles. Although these
values were lower than established, this system was found to be stable as a result of the
steric stabilization provided by the bulky surface groups of PEG. This effect is also
required and prevents or minimizes the occurrence of particle aggregation (CAPEK,
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2002; FORGIARINI et al., 2001). Thus, polymeric nanoparticles in aqueous solution
can be stabilized by electrostatic and/or steric stabilizations using surfactants
(CRUCHO & BARROS, 2017).

According to Shalaby et al. (2014), PLA-PEG nanoparticles developed from
different molecular weights of PLA blocks showed zeta potential in the range of -1.9 to
-30.2 mV and an increase of these values was observed when the polymer and drug
ratio decreased. High values for this potential were also determined for poly-e-
caprolactone nanoparticles containing Achyrocline satureioides essential oil (-29.3 mV)
(RITTER et al., 2017). Similar results, -32.7 and -42.7 mV, have been demonstrated for
PLA-PEG and poly-e-caprolactone nanocapsules loaded with a sesquiterpene,
respectively (DE MELLO et al., 2016). Interestingly, BZ encapsulated in PEO (2000)-
PLA (1400) systems showed a potential of 540 mV (RAMBO, BRITTA &
NAKAMURA, 2015).

Determination of pH

The determination of pH is an important test to monitor the formulations
stability, because changes in this parameter indicate the occurrence of chemical
reactions that may compromise the quality of the final product. The PLA-PEG
nanoparticles showed an average pH value of 3.6 (Table 2). It is known that in the case
of systems formulated with vegetable oils, a decrease in pH may result from the
hydrolysis of fatty acid esters, which generate free fatty acids (FRONZA, CAMPOS &
TEIXEIRA, 2004). However, the control formulation and loaded with BZ also showed
an acid pH, being a characteristic of the system. According to Ritter et al. (2017),
Achyrocline satureioides essential oil-loaded in poly-e-caprolactone nanoparticles

showed a pH close to neutrality (pH 6.32).
Determination of encapsulation efficiency

Another key parameter during the development of polymeric nanoparticles
incorporating drugs is the encapsulation efficiency. In the first step, the absorbance and
fluorescence scanning analyses by spectrophotometric method demonstrated that the
solvent and components of nanoparticle (PLA-PEG) did not promote any interference in

the range of maximum wavelength for EO and BZ. Although, BZ can lead to the
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improvement of EO concentrations by first analysis, its quantification by fluorescence
would be more reliable than by absorbance. On the other hand, BZ chromatographic

results are more precise than spectrophotometric values.
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Figure 2: Absorbance (A) and fluorescence (B) spectrum in ethanolic solution by spectrophotometric
method for different samples: essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves, benznidazole, ethanol
and PLA-PEG nanoparticles without drug. The excitation wavelength was 350 nm for fluorescence
analysis.

Entrapment efficiency of EO and BZ was determined and found to be in the
range of 10.27 to 38.74% and of 31.61 to 41.77%, respectively (Table 3). This result
was already expected since the BZ amount added was significantly lower than EO and
an excess of this drug would be observed. Comparing the methods (same line), there
was no significant difference between for the NP-BZ absorbance values and for the EO
fluorescence values. However, EO absorbance by spectrophotometric method was
significantly higher than chromatographic method. As previous described, an
improvement of the EO concentration would be found in NP-EO+BZ analysis due to an
interference promoted for the BZ. Interestingly, this profile was also observed for the
nanoparticle loaded with only EO, but in a smaller proportion. All the other samples
showed the same EE in both methods when different types of nanoparticle were

compared (same column).
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Table 3: Encapsulation efficiency of PLA-PEG (85:15) nanoparticles loaded with essential oil from
Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole by spectrophotometric and chromatographic
methods.

Encapsulation efficiency (%)

Nanostructured Spectrophotometry Chromatography
system Absorbance Fluorescence Absorbance Fluorescence
EO BZ EO EO BZ EO
29.87 £ 1452 + 10.27 = 1549 =
NP-EO 1.61%* ] 2730 1,230 ] 1.68%*
38.74 £ 3161+ 11.79 = 10.53 = 41.77 £ 15.26 =
NP-EO+BZ 1.58%* 4,03 2510% 0.75> 0.05° 0.57"
35.25+ 37.85+
NP-BZ 1.17%* - - 0.75

NP — PLA-PEG (85:15) nanoparticle; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ —
Benznidazole. Different letters mean p<0.05 in each line and different symbols mean p<0.05 in each
column.

In summary, the BZ encapsulation efficiency rate was higher than EO rate and
this difference may be explained by the physic-chemical properties of EO and/or the
variations that occur in the method. Gas chromatography analysis is recommended to
quantify volatile substances as EO. Moreover, the scape of hydrophobic drugs from de
polymeric wall may occur at the moment of solvent evaporation, being a drug-loading
efficiency about 60% demonstrated for this method (MOBARAK, SALAH &
ELKHESHEN, 2014; BUDHIAN, SIEGEL & WINEY, 2007; KNOW et al., 2001).
Thus, this parameter depends of the interaction between polymer and drug.

Similar to our observations, PLA-PEG systems loaded with noscapine presented
an EE range of 2.79 to 41.89% according to molecular weights of PLA blocks, being
the polymer to drug ratio was the most influential factor for this parameter (SHALABY
et al., 2014). On the other hand, a great drug loading efficiency of 86% was observed
for the poly-methylmethacrylate nanoparticle containing BZ (DOS SANTOS-SILVA et
al., 2017). Interestingly, poly-e-caprolactone and PLA-PEG nanocapsules loaded with
lychnopholide showed high yield, more than 95% was encapsulated for the first
polymer and 100% for the second (BRANQUINHO et al., 2014). Similar results for

these structures were reproduced later by De Mello et al. (2016).
Determination of drug release profile

In vitro release studies were performed at pH 7.4 and acid pH solutions at 37 °C
to simulate the physiological blood and gastric intestinal pH, since these particles were
formulated to be administered intravenously or orally. According to the figure 3, it can
be observed that EO released percentage was higher than BZ released percentage
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independent of the receptor medium. When the drug release profile is analyzed
according to this parameter, the intestinal solution favored the EO release, with a high
drug released percentage after 3 hours. Although this result is not ideal for a controlled
release, this property was sustained in the gastric solution that occurs previous to
intestinal fluid. Thus, the oral via is suggested as the most appropriate for the EO loaded
nanoparticles. It is known that the oral administration of polymeric nanosystems is more
stable in the gastrointestinal tract than other structures as liposomes and lipid-based
nanoparticles (PLAPIED et al., 2011; BARRATT, 2003). This occurs because the
polymeric wall protects the encapsulated drug, hence a longer exposure is conferred
(ATTILI-QADRI et al., 2013; MORGEN et al., 2012).

On the other hand, the PLA-PEG nanoparticle property of controlling BZ release
was better observed in pH close to neutral than acid pH, releasing 50% approximately.
This value was significantly high and suggests that the parenteral via is the best option
for this drug. This difference between the receptor solutions may be due to that part of
BZ remained on the surface of the nanoparticles when acid pH was used. However,
studies have demonstrated a BZ rapid release in the medium of similar gastric pH
(SEREMETA et al., 2019). It is known that BZ solubility is low (0.4 mg/mL) at pH 7
(SEREMETA et al., 2019) and nonionic surfactants are better solubilizing agents than
ionic surfactants in dilute solutions (RANGEL-YAGUI et al., 2007). Thus the
nanoparticles development could be the main factor responsible for the BZ loaded
nanoparticles exhibiting a great parasitological effect in further in vivo assays if
administrated by intravenous via, since the time of body exposure to the drug could be
longer. Thus, although EO and BZ showed distinct release characteristic, NP-EO+BZ is
a great alternative because the drug would be released independent of the medium.

According to Dos Santos-Silva et al. (2017), BZ loaded poly-
methylmethacrylate nanoparticle assured the drug desired slow release for distinct
diffusion kinetic linear models using buffer phosphate solution. However, in our study
no drug amount was detected using only this solution, being need add Tween 80 in the
receptor medium to maintain the sink conditions (Data no shown). This difference may

be justified by use of the cationic polymer that ensured a slower BZ release.
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Figure 3: In vitro drug release profile of the essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and
benznidazole encapsulated in PLA-PEG (85:15) nanoparticles using three different receptor medium. A -
Phosphate buffer solution (PBS) and 10% Tween 80 (pH 7.4); B — Fasted state simulated gastric fluid
(FaSSGF) (pH 1.6) and C — Fasted state simulated intestinal fluid (FaSSIF) (pH 6.5); NP — PLA-PEG
(85:15) nanoparticle; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.

TEM analysis

The morphology of PLA-PEG nanoparticles was analyzed by TEM and showed
spherical shape and a narrow size distribution, as shown in figure 4. The small size
obtained by TEM analysis correlated well with the size obtained using DLS method.
The same profile had already been observed for other systems containing hydrophobic
drugs and essential oils (RITTER et al., 2017; SHALABY et al., 2014). Images of PEO
(2000)-PLA (1400) copolymer loaded with BZ also showed a spherical morphology
(RAMBO, BRITTA & NAKAMURA, 2015).

In addition, EO loaded nanoparticles (NP-EO and NP-EO+BZ) revealed dark
spots inside their structure. This fact could not be verified for control formulation and
NP-BZ. This result occurred probably due a difference in light reflection and confirms
that the EO has been encapsulated, corroborating with the preliminary results of the

encapsulation efficiency.
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Figure 4: Morphology of PLA-PEG (85:15) nanoparticle determined by transmission electron
microscopy (TEM). A — PLA-PEG (85:15) nanoparticle as negative control (NP-NC); B — PLA-PEG
(85:15) nanoparticle loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves (NP-EQ); C — PLA-
PEG (85:15) nanoparticle loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and
benznidazole (NP-EO+BZ); D — PLA-PEG (85:15) nanoparticle loaded with benznidazole (NP-BZ).
Black arrows show nanoparticulate essential oil.

Stability study

Differences in the particle size, PDI, zeta potential and pH of the polymeric
system were explored in a physical stability assay after 28 days under room temperature
storage. According to the figure 5, PLA-PEG nanoparticles clearly exhibited a stable
behavior for all the evaluated period, since there was no significant difference for any of
these previous parameters. This finding could probably be related with the absence or a
very small influence of the Ostwald ripening (PINTO et al., 2010). It is worth
mentioning that Branquinho et al. (2014) described that PLA-PEG and poly-e-
caprolactone nanocapsules loaded with lychnopholide were stable for 6 months at 4 °C.
Similar to our findings, BZ nanoparticles demonstrated excellent stability behavior at 5
°C for six weeks, since diameter of about 160 nm with zeta potential of 20 mV were
remained (DOS SANTOS-SILVA et al., 2017). Although colloidal nanoparticles are
thermodynamically unstable, the polymeric surfactant PVA was able to induce the steric

stabilization hence formulations were stable over a long period.
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Figure 5: Average size, polydispersity index (PDI), zeta potential and pH of the PLA-PEG (85:15)
nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole
according to the analyzed period. NP — PLA-PEG (85:15) nanoparticle; NC — Negative control; EO —
Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.

Once evaluated the nanoparticle stability in solution form, some variations were
applied to confirm the system stability. Thus, a concentrated system was obtained after
centrifugation of initial system and resuspended in 1 mL of PVA (0.5%). PLA-PEG
nanoparticles were also produced using only ultrapurified water without PVA. In
addition, a freeze-drying process was performed after the standard nanoparticle
development. All formulations were obtained without drug by same method to the
control formulation. According to figure 6, no significant changes were observed in the
size for standard NP-CN, nanoparticles without PVA and freeze dried, as well as the pH
was sustained for all formulations. However, an increased size for concentrated NP-NC
can occur due an insufficient dispersion of nanoparticles after centrifugation originating
an aggregation process and it can be also confirmed by increased of PDI. Superior value
found for population dispersion after 28 days suggests that the same phenomenon
happened for freeze dried nanoparticles. Besides, only the formulation without
surfactant demonstrated difference in the zeta potential, confirming that a stabilizer can
prevent the agglomeration during the storage period. On the other hand, Musazzi et al.
(2014) prepared stable nanoparticles without surfactant from a combination of PLGA
and PCL-PEG copolymer.

For various methods, nanoparticles are produced in an aqueous suspension form,

in which their chemical and physical stability is poor. A drying technique as freeze-
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drying has been applied to obtain the corresponding powder, since that solid phase is
more desirable than liquid phase due the slower reaction rates of physical and chemical
interactions. However, during this process some changes on nanoparticle properties are
produced and a cryoprotectant may be needed to preserve the system stability (ZHANG
et al., 2017, FONTE et al., 2016). Some reports in the literature have reported an
increased particle size after lyophilization (FONTE et al., 2014; CHACON et al., 1999).
On the other hand, in the study carried out for Seremeta et al. (2019), this parameter
was not modified by freeze-drying process which is in agreement with the present work.
Crucho & Barros (2015) evaluated the influence of post-synthesis methods on
nanoparticles mean size and concluded that evaporation under reduced-pressure could
reduce the coalescence process since the smallest particle diameter was observed.
Similar to our observations, an aggregation behavior after the centrifugation step was
demonstrated for them. In other study, caking, coalescence and difficulties in
redispersing nanoparticles were evidenced in this process (DALWADI, BENSON &
CHEN, 2005). At the same time, this behavior is also attributed to lyophilization which

confirms our results for both technics.
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Figure 6: Average size, polydispersity index (PDI), zeta potential and pH of the negative control PLA-
PEG (85:15) nanoparticle (NP-NC) after some modifications. Concentrated NP-NC — nanoparticle after
centrifugation; NP-NC without PVA — nanoparticle obtained without stabilizer; Freeze-dried NP-NC —
nanoparticle after freeze-drying.
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Evaluation of anti-Trypanosoma cruzi activity

The results obtained from in vitro anti-T. cruzi test using infected fibroblasts
treated with PLA-PEG nanoparticles showed that all loaded formulations were effective
in reducing the parasite number in a dose-dependent manner. In addition, no effect was
observed for negative control at concentrations analyzed. The previous trypanocidal
activity evaluation of the free EO and BZ were carried out and 1Cs, values of 60 and 1
pHg/mL were obtained, respectively. On the other hand, an increase of the BZ activity
was observed after its encapsulation, as shown in table 4. Although the same effect was
not observed for the essential oil, the nanoparticles development still presents
advantages, as protection against oil degradation, gradual and controlled release, and
increased bioavailability.

Table 4: 1C5y determination of the Trypanosoma cruzi infected L929 cells and uninfected L929 cells after
treatment with PLA-PEG (85:15) nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus

leaves and/or benznidazole and selectivity index for the anti-Trypanosoma cruzi activity.
ICs, on parasite’ ICs 0N L929°

Nanostructured Selectivit
system T (“g/ msL) 5 7 (Hg/ msL) 5 indeX3 g
NS EO BZ NS EO BZ
NP-NC Inactive - - >6250 - - Inactive
NP-EO 27100 271 - 74700 747 - 2.8
NP-EO+BZ 8900 89 0.89 68600 686 6.86 7.7
NP-BZ 6000 - 0.60 50000 - 5.00 8.3
Free EO 60 230 3.8
Free BZ 1 625 625

IConcentration which reduced 50% of the proliferation of parasite cells; “Concentration cytotoxic for 50%
of L929 cells; ®ICs, of L929 cells/ICs, of parasite cells; “Nanostructured system concentration;
Nanoparticulate essential oil concentration; °Nanoparticulate benznidazole concentration; NP — PLA-
PEG (85:15) nanoparticle; NC — Negative control; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus
leaves; BZ — Benznidazole.

Branquinho et al. (2014) developed PLA-PEG and poly-e-caprolactone
nanocapsules loaded with lychnopholide and evaluated their trypanocidal in vivo
activity. According to the author these systems were able to increase the cure rates,
decrease parasitemia and hence improve the infected animal survival. In addition, PLA-
PEG showed an effect higher in the prepatent period than the other polymer, since that
this system presents a long circulation in blood. This effect occurs due to its polymeric
steric stabilization which reduces uptake by phagocytes of the mononuclear phagocyte
system and the same condition is expected for our formulations in further in vivo assays
(GONG et al., 2012; NISHIYAMA & KATAOKA 2006). It is known that BZ has poor

activity in the late chronic phase, thus these nanoparticles advantages may improve its
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action. These previous results of nanoparticulate sesquiterpene lactone were obtained by
intravenous administration and its oral use was also evaluated. In similar approach, the
cure rates of the drug delivery systems were significantly higher than of free
lychnopholide, which did not cure any animals (DE MELLO et al., 2016).

In another report, Rambo, Britta & Nakamura (2015) developed PEO (2000)-
PLA (1400) nanoparticles containing BZ and a small concentration (ICso 1.2 pg/mL)
was required to Kill trypomastigote forms of T. cruzi compared to free substance (ICso
1.8 ug/mL). However, lower values were demonstrated in our work. Other nanoparticles
have also presented parasitic efficacy. Animals treated with Achyrocline satureioides
essential oil-loaded in poly-e-caprolactone nanoparticles showed lower parasitemia than
control group (RITTER et al., 2017). Moreover, the greatest trypanocidal activity was
recorded for ethylcyanoacrylate nanocapsules with an I1Csy twenty times less than free
nifurtimox (SANCHEZ et al., 2002).

Evaluation of cytotoxicity

A new drug candidate for treatment of Chagas disease must be effective, secure,
and present low toxicity and absence of side effects. The negative control showed no
cytotoxicity at concentrations tested and the LDH assay confirmed absence of toxicity
until 500 mg/mL, assuring the secure use of this formulation’s components (Figure 7).
In addition, loaded PLA-PEG nanoparticles were more toxic to parasite than
mammalian cells since 1Csy values above 50 mg/mL were found for L929 cells (Table
4). The evaluation of the cytotoxicity activity of the free EO and BZ in the same
conditions was already performed (ICso 230 and 625 pg/mL, respectively). However,
the formulation development reduced EO cytotoxicity when compared to free drug.
Although low IS were reported, features such high physical stability and solubilization
of lipophilic drugs make PLA-PEG nanoparticles a great drug-delivery system.

In this context, poly-e-caprolactone and Achyrocline satureioides essential oil
system was able to protect the liver tissue against the cytotoxic effect caused by the T.
evansi by avoiding exacerbated production of reactive oxygen species (Ritter et al.,
2017). Moreover, no signs of toxicity or abnormal behavior were observed in mice
treated with PLA-PEG and poly-e-caprolactone nanocapsules loaded with
lychnopholide (BRANQUINHO et al., 2014). Similar to our results, BZ loaded
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nanoparticles inhibited the normal kidney cell growth much more than the free drug
(DOS SANTOS-SILVA et al., 2017).

Evaluation of membrane permeability

LDH assay measures the lactate dehydrogenase activity in the extracellular
medium (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). According to the figure 7, the nanoparticles
presented a dose dependent cytotoxicity profile, in which the lower concentrations of
the samples led to lower cell membrane damage. This assay demonstrated absence of
toxicity until 500 mg/mL for control formulation, as well for NP-BZ (Figure 7-A).
However, the EO loaded formulations showed lower cell viability from the
concentration of 250 mg/mL. In addition, an increased cytotoxicity was observed for the
NP-EO+BZ when compared with free BZ form, indicating that the EO would be the
responsible for the cell death (Figure 7-C). On the other hand, polymeric nanoparticle
was able to reduce the harmful effect of the free BZ, contradicting the previous method.
Different profile was also observed for the EO loaded nanoparticle, since this system
showed the same cytotoxicity of the free drug (Figure 7-B).

Although AlamarBlue and LDH assays evaluated the cytotoxicity on the same
line cell, the results could not be compared due to different experimental conditions.
This difference may be explained by the EO ability to damage the cell membrane, as
shown previously. Thus, a higher cytotoxicity effect would be demonstrated by LDH
assay, since the loss of intracellular LDH and its release into the extracellular medium
indicate irreversible cell death due to the increased cell membrane permeability
(FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). However, this effect is not observed after treatment
with BZ, justifying the decreased cytotoxicity. On the other hand, the AlamarBlue
(oxidized, blue and nonfluorescent) is reduced to a pink fluorescent dye by
mitochondrial enzymes (O’BRIEN et al., 2000; DE FRIES & MISTUHASHI, 1995).
According to the previous result, it is suggested that EO do not interfere in the
mitochondrial activity, since no difference on the ROS levels was determined after
treatment with this drug. Therefore, this result reinforces the reduction of the EO toxic

effect revealed for this method.
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Figure 7: Cytotoxicity on L929 cells after treatment with PLA-PEG (85:15) nanoparticles loaded with
essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole by LDH assay. NP — PLA-PEG
(85:15) nanoparticle; NC — Negative control; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves;
BZ — Benznidazole.

Various studies have demonstrated that different cytotoxicity tests can give
different results depending on the assay employed (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006;
WEYERMANN, LOCHMANN & ZIMMER, 2005; ROMERO et al., 2003). Taken
together, both cytotoxicity assays clearly demonstrated that the PLA-PEG nanoparticles
development reduced this effect when compared to free drugs. This result added with
other nanostructured systems advantages as overcome the physical barriers presented by
these assets, controlled release, as well as the possibility of reaching sites of action
difficult due to their small size, make them a great alternative for the treatment of

Chagas disease.
CONCLUSION

This work promoted the development of stable drug delivery systems with
controlled drug release. The small and narrow droplet-size nanoparticles exhibited some
advantages and promising features, such as an enhanced BZ trypanocidal activity.
Although this effect was not observed to EO, the PLA-PEG nanoparticles reduced its

cytotoxicity and others advantages as protection against oil degradation and long-
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circulation property may be maintained. Thus, this study confirms that these systems are
a new potential treatment for Chagas disease.
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Nanoparticles from natural polymers, alginate and chitosan, as an alternative for
the treatment of Chagas disease

ABSTRACT

Amphiphilic alginate and chitosan have been recently proposed to improve delivery of
hydrophobic drugs and enhance their biological potential. Benznidazole is the choice
drug to treatment of Chagas diseases, but its bioavailability is low and it presents
intense side effects. Natural products have showed parasitic properties and beneficial
characteristics that make them candidates for new drugs. The aim of this study was to
investigate the susceptibility in vitro of Trypanosoma cruzi to the nanoparticles from
natural polymers loaded with essential oil (EO) from Cymbopogon densiflorus leaves
and/or benznidazole (BZ). Alginate and chitosan nanoparticles were synthetized by
ionic gelation of the polymers in the presence of a stabilizer. The systems were
characterized for physical-chemical properties and a preliminary stability study was
performed. The systems are stable dispersion of a few hundred nanometer droplets, low
PDI and acid pH. Negative and positive zeta potential characterized alginate and
chitosan structure, respectively. A uniform distribution was confirmed by MET
analysis. In general, the BZ encapsulation efficiency was higher than that of EO for
both systems. In addition, the BZ release was higher than EO release independently of
the receptor medium and the polymer type. A dose-dependent reduction in the number
of parasites for the both nanoparticles was observed. Besides, a synergic effect to
EO+BZ was demonstrated. The results suggest that alginate and chitosan nanoparticles
loaded with both drugs may be an alternative to the chemotherapeutic of Chagas

disease.

Keywords: alginate, chitosan, natural polymer, nanoparticle, drug delivery system,
Cymbopogon densiflorus, benznidazole, Chagas disease, anti-Trypanosoma cruzi

activity, synergy.
INTRODUCTION

Chagas disease is a neglected tropical disease caused by the Trypanosoma cruzi
(GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). Therapy for this tripanosomosis is based on
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chemotherapy mainly with benznidazole (BZ). This antichagasic drug is currently
available as an oral tablet pharmaceutical dosage form and its ability to reduce the acute
and chronic infection is known (GASCON, BERN & PINAZO, 2010; URBINA, 2002).
However, BZ is poorly hydrophilic, with limited ability to overcome biological barriers
and requiring high-administered doses. This condition causes various side effects and
leads to discontinuation of Chagas disease treatment (URBINA, 2009; CASTRO,
MECCA & BARTEL, 2006; URBINA & DOCAMPO, 2003; URBINA 2002). In
addition, parasite resistance reinforces the need to obtain new alternatives (MAUDLIN,
HOLMES & MILES, 2004).

Different plant species have already showed antiparasitic potential (SCHMIDT
et al., 2012a,b). Thus, recent research has been directed to find natural products that
have better pharmacological properties than synthetic chemicals. Essential oils (EO) are
produced by the secondary metabolism of plants and are characterized by natural origin,
low toxicity and action on various target molecules at the same time (RODRIGUEZ-
ROJO et al., 2012; POTZERNHEIM et al., 2006). These particularities make the
essential oils good candidates for the development of new drugs.

Essential oil from C. densiflorus leaves comprises monoterpenes and
sesquiterpenes, being trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, trans-
p-mentha-1(7),8-dien-2-ol, cis-piperitol, and cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol the major
compounds (SEIBERT et al., 2018). This oil has been used in traditional medicine to
treat diseases such as asthma, fever, abdominal pain, epilepsy (TAKAISI-KIKUNI,
TSHILANDA & BABADY, 2000; SOENARKO, 1977) and biological studies have
proved its antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory and parasitic properties
(SEIBERT et al., 2019; TAKAISI-KIKUNI, TSHILANDA & BABADY, 2000). On the
other hand, essential oils are volatile and can decompose when exposed to air, light,
heat, and moisture (RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012; POTZERNHEIM et al., 2006).
These characteristics reduce their bioavailability and the formulations development that
maintain the biological actions, as well as improve the solubility are required.

In fact, polymers have showed potential as a carrier system for the delivery of
poor water-soluble drugs due to their enhancement of chemical stability of these
substances (VOLPEDO et al., 2019). Besides, these structures create a foundation for

targeted delivery systems with improved blood circulation time (MORRIS et al., 2010;
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SUNDAR, KUNDU & KUNDU, 2010). Natural polymers as starch, cellulose, alginate,
chitosan, and pectin are biodegradable, biocompatible, renewable and non-toxic
(ABREU et al., 2012; SENEL et al., 2000).

In this context, alginate presents properties which allow forming gel, spheres,
micro- and nanoparticles. This occurs because alginate (ALG) is a polyanionic linear
biopolymer that can interact with cations, forming complexes. Thus, these ions act as
crosslinking agent (LI et al.,, 2012; WU et al., 2012; ZHANG & SALSAC, 2012).
Studies have demonstrated its capacity to encapsulate lipophilic drugs as essential oils
(DE OLIVEIRA, PAULA & DE PAULA, 2014; LERTSUTTHIWONG et al., 2008;
VARONA et al., 2010; PAULA et al., 2010). Chitosan (CHI) is also a natural polymer
obtained by deacetylation of chitin, the main component of the exoskeleton of
crustaceans (SAHOO et al., 2010). Nanoparticles from this compound are used to
control drugs release, improve their solubility and bioavailability (SINHA et al., 2004;
HEJAZI & AMUJI, 2003, PAULA et al., 2011; PAULA et al., 2010a,b). In addition, it is
largely described in the literature for its mucodhesive, absorption enhancement,
peptidase inhibition and cell proliferation properties (BONFERONI et al., 2017).

Previous studies have demonstrated strategies to enhance the BZ action such as
cyclodextrins (DE MELO et al., 2016; PRIOTTI et al., 2015), solid dispersions
(FONSECA-BERZAL et al., 2015; LIMA et al., 2011), liposomes (MORILLA et al.,
2004 and 2002). On the other hand, few studies have evaluated the alginate and chitosan
nanoparticles (FERRAZ et al., 2018; VINUESA et al., 2017; MORILLA et al., 2002).
In addition, micrometric particles are easily produced by the gelation of the
polysaccharide polymer, but nanoparticles are rarely reported (MASALOVA et al.,
2013; AHMAD et al., 2006; SILVA et al., 2006). Thus, both natural polymers are a
great alternative to overcome the physical disadvantage of these lipophilic drugs. In the
present work three different Tween 80: Flower oil (T80:FO) ratios and concentrations
were studied, as well as a crosslinking agent variation in order to obtain stable
nanosystems. Alginate and chitosan nanoparticles loaded with essential oil from C.
densiflorus leaves and/or benznidazole were characterized and their anti-Trypanosoma

cruzi activity was assessed.
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MATERIAL AND METHODS
Botanical material

Cymbopogon densiflorus leaves were collected in Ouro Preto — MG/Brazil
(20°23'51"S, 43°30'40"W). A voucher specimen (OUPR 28122) was identified by Prof.
Hildeberto Caldas de Sousa and deposited in Herbarium Prof. José Badini, Federal
University of Ouro Preto — MG/Brazil. The access was registered at SisGen, the
Brazilian National System of Genetic Resource Management and Associated
Traditional Knowledge under number AC902F3. The essential oil extraction was
performed by the hydrodistillation (Linax®) according Seibert et al. (2019).

Preparation of alginate nanoparticles

Alginate nanoparticles were synthesized by ionic gelation of the polymer
according to Masalova et al. (2013). Sodium alginate (0.1%) (Alginic acid sodium salt
from brown algae — Sigma Aldrich) was solubilized in acetic acid (0.1%) (Sigma
Aldrich) under constant stirring overnight. In parallel, Tween 80 (Fluka BioChemika)
was added to flower oil (T80: FO) at ratios of 2:1, 1:1 or 1:2, respectively, under
constant stirring for 20 minutes. In the preliminary tests, CaCl, (2M) (Sigma Aldrich)
cross-linking (0, 1 or 5%) was added to the alginate solution under stirring in ultrasonic
homogenizer (Bandelin Sonopuls hd 2070) at force 90% for 1 minute. Then, three
concentrations (1, 5 or 10%) of each organic phase (T80: FO) were added in the same
previous conditions. Various quantities of Tween 80, oil and CaCl, were evaluated to
obtain a stable product and the best system was selected to encapsulate the essential oil

from C. densiflorus leaves and/or benznidazole.

Table 1: Composition of preliminary alginate nanoparticles

Constituent Alginate nanoparticles
Alginate (in Acetic acid 0.1%) 0.1% wiv
Tween 80:Flower oil* 1/5/10% viv
CaCl, (2M) 0/1/5% viv

"Tween 80: Flower oil in three different ratios (2:1; 1:1 and 1:2 v/v).

Preparation of chitosan nanoparticles

As previously described, chitosan nanoparticles were also synthesized by ionic
gelation of the polymer according to Masalova et al. (2013). Chitosan (0.1%) (Chitosan
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from crab shells highly viscous - Sigma Aldrich) was solubilized in acetic acid (0.3%)
under constant stirring overnight. In parallel, Tween 80 was added to flower oil (T80:
FO) at ratios of 2:1, 1:1 or 1:2, respectively, under constant stirring for 20 min. In the
preliminary tests, three concentrations (1, 5 or 10%) of the each organic phase (T80:
FO) were added to the chitosan solution under stirring in ultrasonic homogenizer at
force 90% for 1 minute. Then, NaCl (6.5% w/v) (Sigma Aldrich) cross-linking (0, 1 or
5%) was added in the same previous conditions. Various quantities of Tween 80, oil and
NaCl were evaluated to obtain a stable product and the best system was selected to

encapsulate the essential oil from C. densiflorus leaves and/or benznidazole.

Table 2: Composition of preliminary chitosan nanoparticles

Constituent Chitosan nanoparticles
Chitosan (in Acetic acid 0.3%) 0.1% wiv
Tween 80:Flower oil* 1/5/10% viv
NaCl (6.5%) 0/1/5% viv

"Tween 80: Flower oil in three different ratios (2:1; 1:1 and 1:2 v/v).

Determination of particle mean size and polydispersity index

The particle mean size and the polydispersity index (PDI) of the nanoparticles
were measured by photon correlation spectroscopy using Zetasizer (Zetasizer Nano
series - Nano ZS, Malvern). Samples were diluted in distillated water and analyzed at
170° detection angle. PDI indicates the width of the size distribution ranging between 0
and 1, being a monodisperse or polydisperse system, respectively. The median and
standard deviation analysis was performed in triplicate (SEIBERT et al., 2019).

Determination of Zeta potential

The zeta potential of the nanoparticles was determined by electrophoretic
mobility measurements of suspended particles using Zetasizer (Zetasizer Nano series -
Nano ZS, Malvern). The samples were diluted in distillated water and inserted into a
capillary cell. The measurements were performed in triplicate and the results were
expressed in millivolts (mV) (SEIBERT et al., 2019).

Determination of pH

The potential of hydrogen (pH) of the nanoparticles was measured directly in the
suspensions using a potentiometer (Fisherbrand Hydrus 600) previously calibrated with
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buffer solutions pH 4.0 and 7.0. The pH values were determined by the average of three
replicates at 25 °C (SEIBERT et al., 2019).

Determination of encapsulation efficiency

After preparation, the nanoparticles were filtered using an acetate membrane
(0.22 um) to remove the excess of non-encapsulated drug and freeze-dried (GVD3
Freeze Dryer Girovac) (SEREMETA et al., 2019). Samples were suspended in ethanol
or acetonitrile according to the used method. Encapsulation efficiency (EE) analyses
were assayed by means of spectrophotometric (S) (TECAN SPARK 10 M) and
chromatographic (C) (HPLC Shimadzu) methods at 296 and 324 nm wavelengths to EO
and BZ, respectively. Calibration curves were performed (EO-S: y = 0.0002x — 0.021;
R? = 0.9988; EO-C: y = 30.067x + 1878; R” = 0.9986 and BZ-S: y = 3.4275x — 1952.2;
R? = 0.9924; BZ-C: y = 1.2936x + 3725.5; R* = 0.9576). Essential oil was also
quantified by fluorescence from both methods at 350 nm excitation wavelength and 417
nm emission wavelength (EO-S: y = 3.4275x — 1952.2; R? = 0.9924; EO-C: y = 1.2936x
+ 3725.5; R* = 0.9576). The HPLC analysis was carried out according the following
conditions: mobile phase: A — ultrapure water and C — acetonitrile (ACN); isocratic
elution (0-1.0 min: 20% ACN; 1.0-15.0 min: 20 to 70% ACN; 15.0-17.0 min: 70%
ACN; 17.0-18.0 min: 70 to 20% ACN; 18.0-25.0 min: 20% ACN); run time: 25.0 min;
flow: 1.0 mL/min; column temperature: 30 °C; samples temperature: 19,5 °C; column:
C18 (250 x 4.6 mm, 5um — Phenomenex®); injection volume: 20 L and wavelengths:
296 and 324 nm (PERIN et al., 2017). The EE percentage was calculated in triplicate

using the following equation:

amount of drug quantified in nanoparticle

x 100

Encapsulation efficiency (%) = amount of drig in the system

Determination of drug release profile

The in vitro drug release study was performed using dialysis membrane
(SnakeSkinTM Dialysis Tubing). Nanoparticles were added in the donor compartment
and it was placed in contact with the receptor medium under stirring at 37 °C (Fisher
Scientific). Three different receptor solutions were used: A - phosphate buffer solution
(PBS) and 10% Tween 80 (pH 7.4); B — fasted state simulated gastric fluid (FaSSGF)
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(pH 1.6) and C — fasted state simulated intestinal fluid (FaSSIF) (pH 6.5) (JANTRATID
et al., 2008). At specific intervals (1, 2, 3, 4, 5, 6, 18, 24, 48, 96 and 168 hours for A
solution and 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 hours for B and C solutions), aliquots were removed
from receptor medium and the same volume of a freshly solutions was replaced to
maintain the sink conditions. The samples were freeze-dried (GVD3 Freeze Dryer
Girovac) and suspended in acetonitrile. Percentages of EO and BZ released were
determined by chromatographic method at 296 and 324 nm, respectively, according

previous conditions.
Transmission electron microscopy analysis

The surface morphology of nanoparticles and size distribution were observed
using a transmission electron microscope (JEOL 2100F FEG-TEM) operated at 200 kV.
Samples were diluted in ultrapure water and deposited on a copper mesh grid. The
excess of fluid then was removed with filter paper and the samples were left to dry to be
observed (BARRADAS et al., 2017).

Stability study

The measurements of particle mean size, PDI, zeta potential and pH were
conducted for all samples immediately after processing and again at intervals of 1, 7,

14, 21 and 28 days to stability study on samples maintained at room temperature.
Evaluation of anti-Trypanosoma cruzi activity

In vitro test of trypanocidal activity adopting p-galactosidase-transfected
Tulahuen T. cruzi strain was performed as previously describe by Romanha et al.
(2010). Briefly, infective trypomastigote forms were obtained through culture in
monolayers of mouse L929 fibroblasts in RPMI-1640 medium without phenol red
(Gibco BRL), containing 10% fetal bovine serum and 2mM glutamine. For the
bioassay, 4,000 L929 cells were added to each well of a 96-well microplate. After an
overnight incubation at 37°C and 5% CO,, 40,000 trypomastigotes were added to the
cells and the plate was incubated for 48 hours. The medium was then replaced with
solutions of loaded nanoparticles between 50 and 0.78 mg/mL in fresh medium and the

plate was incubated for 96 hours. After this period, chlorophenol red glycoside in 0.5%
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Nonidet P40 was added and the plate incubated for 18 hours, after which the absorbance
at 570 nm was measured. A negative control with uninfected cells (100% cure) and
infected cells without treatment (0% cure) were used as comparative parameters. In
addition, infected cells treated with free EO and BZ, as well as formulation negative
control were used in parallel. The results were performed in triplicate and expressed as
the percentage of T. cruzi growth inhibition.

In addition, for formulations containing essential oil and benznidazole (ALG-
EO+BZ and CHI-EO+BZ), the fractional inhibitory concentration index (FICI) was
calculated from the sum of the fractional inhibitory concentration (FIC) of each drug in
order to determine if there is a synergistic effect (<1), indifferent (> 1 and < 2) or
antagonist (> 2) according to the following equation (FRATINI et al., 2017):

FICI =FIC (EO) + FIC (BZ)

IC50 EO+BZ | IC50 EO+BZ

FICI =—rs0E0 1C50 BZ

Evaluation of cytotoxicity

In vitro cytotoxicity test using AlamarBlue ™ assay was performed as previously
describe by Romanha et al. (2010). Briefly, 4,000 mouse L929 fibroblasts in the same
previous RPMI-1640 medium were added to each well of a 96-well microplate and
incubated for three days at 37 °C and 5% CO,. The medium was then replaced with
solutions of loaded nanoparticles between 50 and 0.78 mg/mL in fresh medium and the
plate was incubated for four days. After this period, AlamarBlue™ was added and the
plate was incubated for 4-6 hours, after which the absorbance at 570 and 600 nm was
measured. The same controls in the previous test were used. The results were expressed
as the percent difference in the reduction between treated (TC) and untreated cells (UT),
using the following equation:

Cytotoxicity (%) = (117,216)(Abss7o TC) — (80,586)(Absgyo TC) x 100
(117,216)(Abss7o UT) — (80,586)(Absgeo UT)

Statistical analysis

The results are presented as mean and standard error and were analyzed by an
analysis of variance (ANOVA) followed by comparison with the Bonferroni test using

Graph Pad Prism 5.0 software. The significance level was p<0.05.
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RESULTS AND DISCUSSION
Preparation of alginate nanoparticles

Preliminary experiments focused on the improvement of biopolymeric
nanoparticles were performed by using different Tween 80: Flower oil (T80:FO) ratios
and concentrations, as well as a crosslinking agent variation. Concentrations of the
alginate higher than 0.5% are not practical because viscosity of the solution becomes
too high (Data no shown). In addition, the order of crosslinking agent addition on
alginate solution interfered in the particle size. Interestingly, when CaCl; solution was
added as the first compound into the polymer smaller nanocapsules were obtained
compared to those obtained with T80:FO added before the crosslinking compound
(Data no shown). Similar results were described for Letsutthiwong & Rojsitthisak
(2011) when chitosan was used as stabilizer. This phenomenon could be explained
because alginate solution interacts with calcium ions at oligopolyguluronic sequences,
forming a compact “egg-box” structure. Then, addition of stabilizer after this first
process would stabilize the system and small nanocapsules are obtained (SARMENTO
et al., 2006).

According to the figure 1, it was possible to observe that the crosslinking agent
is important for the stable systems production, since the nanoparticles without CaCl,
presented the highest values of PDI or were unstable after 24 hours. Studies have shown
calcium cations as a great gelating agent due to the formation of small particles, as well
as their biocompatibility with alginate and non-toxicity (RACOVITA et al., 2009;
OPANASOPIT et al., 2008).
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Figure 1: Particle size (A) and size distribution (B) of alginate nanoparticles obtained from different
ratios of Tween 80:Flower oil (FO) and CaCl, cross-linking. * Unstable formulations after 24 hours.
Black arrows show the selected formulations.

In addition, the samples containing 1% CaCl, and 5 or 10% T80: FO (2:1) and
10% T80: FO (1:2), as well as the addition of 5% CaCl, and 10% T80: FO (1:1)
presented the lowest values for PDI, indicating the stable formulation production. Thus,
these nanoparticles were selected and developed again from the change of flower oil by
essential oil (EO) from C. densiflorus leaves in the same concentrations in order to
confirm the maintenance of these results. In a previous study, Hosseini et al. (2013b)
observed an increased particle size and size distribution as a function of initial essential
oil content in alginate systems.

Similar approach was evaluated by Masalova et al. (2013) and revealed alginate
colloids in water of 210 to 540 nm. However, these values were reduced when the
drying process was applied (below to 240 nm), suggesting that these structures
collapsed. According to the author, this parameter was affected by the presence of a
stabilizer besides the ageing in the water. Considering the stabilizer type, Tween 80 was
able to produce particles smaller than those produced by PEG 15000. This occurs due
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the contraction of the neighboring hydrophobic tails hence a decreased swelling of
nanoparticles in water is observed. Thus, Tween 80 is adsorbed on the surface of
alginate system, forming a shell like micelle.

The nanostructured system developed from 5% CaCl, and 10% T80:EO (1:1)
revealed the best results for the parameters analyzed, as shown in figure 2. De Oliveira,
Paula & De Paula (2014) developed alginate-cashew gum nanoparticles in order to
encapsulate essential oil using different ratios for this polymer mixture and oil phase. In

accordance with our finding, the best result found for them was blend:oil ratio of 10:1.

1 5% Tween 80:EO (2:1) B4 10% Tween 80:EO (2:1)
B 10% Tween 80:EO (1:2) B3 10% Tween 80:EO (1:1)

800~ 1.0
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0 . 0.0
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CaCl, (%)

Figure 2: Particle size (Bars) and size distribution (Squares) of alginate nanoparticles loaded with
essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves.

Then, 100 pg/mL of BZ was added in the selected oil phase to obtain the ALG-
EO+BZ nanoparticles. Similarly, the ALG-BZ was obtained but replacing EO for FO.
Finally, the control formulation was developed from FO without drug as described to
preliminary systems. Thus, the final composition of the alginate nanoparticles is

described in the table 3 and they were employed throughout this work.

Table 3: Composition of alginate nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus
leaves and/or benznidazole.

Alginate nanopatrticle

Constituent

ALG-NC ALG-EO ALG-EO+BZ ALG-BZ
Alginate (in Acetic acid 0.1%) 0.1% wiv 0.1% w/v 0.1% w/v 0.1% wiv
Tween 80:0il (1:1) 10% vIv! 10% vIvV? 10% vIvV? 10% vIv!
Benznidazole - - 0.01% wiv 0.01% wiv
CaCl, (2M) 5% viv 5% v/v 5% v/v 5% viv

Tween 80: Flower oil; “Tween 80: Essential oil; ALG — Alginate nanoparticle; NC — Negative
control; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.
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Preparation of chitosan nanoparticles

Similarly to the previous system, chitosan concentrations higher than 0.5% did
not allow the nanoparticle development due to highly viscous system (Data no shown).
The preliminaries chitosan nanoparticles were characterized by mean particle diameter
and polydispersity index. In addition, the order of crosslinking agent addition on
chitosan solution was also evaluated. However, the opposite of the alginate profile was
observed for chitosan nanoparticles. Thus, when NaCl solution was added as the first
compound into the polymer, bigger nanocapsules were obtained compared to those
obtained with T80:FO added before the crosslinking compound (Data no shown).

As shown in the figure 3, the crosslinking agent was also important for the stable
systems production, since the nanoparticles without NaCl presented the highest values
of PDI, corroborating with the alginate formulations. In addition, higher oil amount in
the T80:FO ratio led to the instability of the system. According to Zhao et al. (2010), an
increasing Tween 80 concentration reduced the particle size. In similar approach,
Masalova et al. (2013) developed chitosan nanoparticles with size between 180 and 260
nm. This difference depended on polymer concentration, its molecular weight, and
stabilizer type. However, lower values were demonstrated in our work. In this context,
samples containing 1 or 5% NaCl and 5 or 10% T80:FO (2:1), as well as 5% NaCl and
10% T80:FO (1:1) presented the lowest values for PDI, indicating the stable
formulation production. Following the previous method, these nanoparticles were
selected and developed again from the change of flower oil by essential oil (EO) from

C. densiflorus leaves in the same concentrations.
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Figure 3: Particle size (A) and size distribution (B) of chitosan nanoparticles obtained from different
ratios of Tween 80:Flower oil (FO) and NaCl cross-linking. * Unstable formulations after 24 hours. Black
arrows show the selected formulations.

The nanostructured system developed from 5% NaCl and 10% of the Tween 80:
OE (1:1), revealed the best numbers for the parameters analyzed, as shown in the figure
4. Interestingly, this result represent the same amount of the crosslinking and T80:FO
demonstrated for the alginate nanoparticles. According to Letsutthiwong & Rojsitthisak
(2011), SEM images of chitosan-alginate nanocapsules suggest that an ideal Tween 80
amount is required to produce a small particle size.

Then, this system was selected for developing CHI-EO+BZ and CHI-BZ
nanoparticles and the control formulation (CHI-CN). These nanoparticles were obtained
in the same conditions as the alginate formulations, since the same system (5%
crosslinking agent and 10% T80:EO 1:1) showed the best results for both formulations.
Thus, the final composition of the chitosan nanoparticles is described in the table 4 and

they were employed throughout this work.
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Figure 4: Particle size (Bars) and size distribution (Squares) of chitosan nanoparticles loaded with
essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves.

Table 4: Composition of chitosan nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus
leaves and/or benznidazole.

Chitosan nanopatrticle

Constituent

CHI-NC CHI-EO CHI-EO+BZ CHI-BZ
Chitosan (in Acetic acid 0.3%) 0.1% wiv 0.1% wiv 0.1% wiv 0.1% w/v
Tween 80:0il (1:1) 10% viv! 10% VIV 10% VIV 10% viv*
Benznidazole - - 0.01% wiv 0.01% w/v
NaCl (6.5%) 5% viv 5% v/v 5% v/v 5% viv

Tween 80: Flower oil; “Tween 80: Essential oil; CHI — Chitosan nanoparticle; NC — Negative
control; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.

Determination of particle mean size and polydispersity index

The alginate and chitosan nanoparticles, previously selected, showed particle
mean size lower than 110 and 70 nm, respectively (Table 5). Interestingly, the mean
diameter was reduced after drug encapsulation in alginate system. However, the
opposite profile was observed for loaded chitosan formulations. PDI indicates the width
of the size distribution ranging between 0 and 1, being values less than 0.3 characteristic
of the uniform system (GUNDEL et al., 2018). Thus, both structures were characterized
as monodisperse. The therapeutic success in the treatment of any disease depends on the
effective drug uptake and nanostructured systems have shown an increased drug
efficacy and a reduced side effect. In this context, these results are appropriate since the
low particle size increases the surface area, favoring drug delivery (DOS SANTOS-
SILVA et al., 2017; PEREIRA et al., 2009).

DLS data showed that alginate-cashew gum nanoparticles containing Lippia
sidoides essential oil presented diameters between 223 and 399 nm, being much bigger
than those observed in our work (DE OLIVEIRA, PAULA & DE PAULA, 2014). In
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similar approach, analysis of Eucalyptus citriodora essential oil in chitosan system
demonstrated a mean size of 232 nm with polydisperse distribution (RIBEIRO et al.,
2014). In this case, this difference can be justified due to the high concentrations of
encapsulated oil (36%) when compared with our work (5%).

Table 5: Average size, polydispersity index, zeta potential and pH of the alginate and chitosan
nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole.

Nanostructured Characterization
system Size (nm) PDI Zeta Potential (mV) pH
ALG-NC 103.30 £ 0.80 0.076 £ 0.01 -4.50 + 1.36 3.49+0.01
ALG-EO 59.17 + 0.86 0.192 £ 0.01 -2.68 +0.18 3.57+0.01
ALG-EO+BZ 77.53+0.88 0.161 + 0.01 -4.01+1.28 3.46 +0.01
ALG-BZ 62.34 £ 0.72 0.209 + 0.01 -3.66 + 0.50 3.51+0.01
CHI-NC 45.30+£0.57 0.234 £ 0.00 2.65+0.65 3.82+0.01
CHI-OE 56.78 + 0.31 0.178 £ 0.01 412+ 255 3.80+0.00
CHI-EO+BZ 59.77 £ 0.96 0.152 +0.01 6.95+2.46 3.79+0.01
CHI-BZ 69.45 + 0.76 0.264 + 0.00 1.40+£0.14 3.80+0.01

PDI — Polydispersity index; ALG — Alginate nanoparticle; CHI — Chitosan nanoparticle; NC — Negative
control; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.

Determination of zeta potential

The zeta potential parameter allows the assessment of the stability of
nanoparticles since particles that exhibit high superficial charge will repel and prevent
instability processes. In general, the border between stable and unstable suspensions is
considered for a zeta potential value greater than |30] mV (ACEVEDO-FANI et al.,
2015). According to table 5, alginate and chitosan formulations showed negative and
positive superficial charge, respectively. This occurs because the first polymer is a
polyanionic compound while chitosan has a cationic nature. However, the values were
lower than established.

Zeta potentials of alginate-cashew gum nanoparticles loaded with essential oil
varied from -30.0 to -36.2 mV. These superior values relate with the carboxylated sites
present in both polymers (DE OLIVEIRA, PAULA & DE PAULA, 2014). Similarly,
quinapyramine sulfate loaded alginate nanoparticles showed values about -40.5 mV
(MANUJA et al., 2014).

According to Woranuch & Yoksan (2013), the positive charge at the chitosan
nanoparticle decreased (+37.7 and +31.91 mV) with increasing eugenol content (+16.2
and +16.5 mV), suggesting an effect of charge shielding by migrated and coated
terpene. This same profile has been found for others authors (KEAWCHAOON &
YOKSAN, 2011; WU et al., 2005). However, an increase in this parameter was
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described for EO loaded chitosan and this difference might be related to the crosslinking
agent used. In addition, Abreu et al. (2012) demonstrated that the oil content did not
influenced the zeta potential, but this value drastically reduced when the cashew
gum:chitosan ratio increased. Data suggests that the chitosan amount contributes more
effectively to nanoparticle stabilization and the higher is its concentration the greater
would be its zeta potential.

Despite the low potential found in our work, colloidal system also has a steric
stabilization which helps to prevent instability processes (CAPEK, 2002; FORGIARINI
et al., 2001). In addition, chitosan has a positive charge which favorable electrostatic
interaction with the negatively charged phospholipids in the biological membranes. This
condition allows a higher cellular uptake in the adsorptive-mediated endocytosis
(CHENG et al., 2014; LIN et al., 2010; AZEVEDO et al., 2007). This is also a key
factor influencing nanoparticles in vivo use, for example in interactions with cell
membranes (CRUCHO & BARROS, 2017). Studies have shown that the cationic

nanoparticles have the cellular uptake enhanced by macrophages
Determination of pH

The determination of pH is an important test for monitoring the formulations
stability, because changes in this parameter indicate the occurrence of chemical
reactions that may compromise the quality of the final product. The alginate and
chitosan nanoparticles showed pH values of 3.5 and 3.8, respectively. In the case of
systems formulated with vegetable oils, a decrease in pH may result from the hydrolysis
of fatty acid esters, which generate free fatty acids (FRONZA, CAMPOS &
TEIXEIRA, 2004).

Determination of encapsulation efficiency

Encapsulation efficiency studies were performed to observe differences in the
drug amount as a function of the method. A higher uniformity in this parameter was
showed for the spectrophotometry method than chromatography method when EO
entrapment in alginate nanoparticle was evaluated (Table 6). This result could be
improved if a gas chromatography was used, since EO are composed for volatile

substances. On the other hand, opposite profile was determined for chitosan system.
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Moreover, close values were found for BZ loaded formulations using chromatography
assay.

Although this difference, statically increased values in this analysis were
observed when BZ was encapsulated alone for both polymers and independently of the
method. However, the same EO amount was shown for its encapsulation alone and
combined, suggesting that it is the responsible for polymer saturation. In addition, BZ
encapsulation efficiency was higher than EO independently of the method. Similar
results have been previously reported for Masalova et al. (2013) that drug encapsulation
efficiency in alginate polymer significantly varied according to its concentration. In this
case, a high drug amount (99%) was encapsulated when its concentration was of 0.25
mg/mL. However, this value was reduced to 15% in the increase concentration to 1.0
mg/mL. The same profile was demonstrated for chitosan polymer. This fact would
explain the difference found to EO and BZ about this parameter in our work, since that
was used 50 mg/mL for the first drug and 0.1 mg/mL for the second.

Table 6: Encapsulation efficiency of alginate and chitosan nanoparticles loaded with essential oil from

Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole by spectrophotometric and chromatographic
methods.

Encapsulation efficiency (%)

Nanostructured Spectrophotometry Chromatography
system Absorbance Fluorescence Absorbance Fluorescence
EO BZ EO EO BZ EO
e BEI L mEmoams L Zm
weromz SR G mu o annamr am
wosz - gm: o wE
TN B
CHLEO'BZ  Gopl  7ghe  gbe  oos  Dode 25w
CHI-Bz ] Zgég;—’; ) ) 719.'49425";7F -

ALG - Alginate nanoparticle; CHI — Chitosan nanoparticle; EO — Essential oil from Cymbopogon
densiflorus leaves; BZ — Benznidazole. Different letters mean p<0.05 in each line and different symbols
mean p<0.05 in each column for each polymer.

Similarly, this parameter ranged from 52.40 to 66.37%, decreasing as the
Satureja hortensis essential oil content increased in the alginate microparticles
development (HOSSEINI et al., 2013b). In a previous report, the encapsulation
efficiency ranges from 21 to 48% were also found for alginate-cashew gum
nanoparticles loaded with essential oil by spectrophotometry method (DE OLIVEIRA,
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PAULA & DE PAULA, 2014). This finding indicates that a saturation capacity of the
polymer to encapsulate EO may happen for high concentrations of this drug and it is
also related with the increased encapsulation efficiency when BZ is encapsulated
without the EO. The same profile was also demonstrated for chitosan systems
containing oregano essential oil, being observed an increase from 5.45 to 24.72% when
the oil content reduced from 0.8 to 0.1 g/g chitosan (HOSSEINI et al., 2013a). On the
other hand, superior values (96.48%) were determined for quinapyramine sulfate loaded
alginate nanoparticles (MANUJA et al., 2014).

Determination of drug release profile

A controlled drug release profile was demonstrated for both polymer
independently of the receptor medium, as shown in the figure 5. Interestingly, BZ
release was higher than EO release for all experimental conditions. This result is
opposite to those demonstrated for loaded PLA-PEG nanoparticles that favored the EO
release. In addition, similar drug percentage was released for the three solutions. In vitro
release studies were performed at pH 7.4 and acid pH solutions at 37 °C to simulate the
physiological blood and gastric intestinal pH. Thus, these results suggesting that both
nanoparticles could be administered intravenously or orally.

In previous report, a BZ rapid release was observed in the medium of similar
gastric pH (SEREMETA et al., 2019). In addition, it is known that BZ solubility is low
(0.4 mg/mL) at pH 7 (SEREMETA et al., 2019), but a controlled and high BZ release
percentage was demonstrated in the pH close to neutrality. Other studies have also
demonstrated a sustained drug release from superficial charged nanoparticles. In this
condition, the drug release is reduced before the nanoparticles arrive the target cells,
mainly considering the internalization of nanoparticles by endocytosis (DOS SANTOS-
SILVA et al., 2017; KANG et al., 2016; CHENG et al., 2014; LIN et al., 2010; MIAO
et al., 2010; SON & KIM, 2010).
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Figure 5: In vitro drug release profile of the essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and
benznidazole encapsulated in alginate and chitosan nanoparticles using three different receptor medium.
A - Phosphate buffer solution (PBS) and 10% Tween 80 (pH 7.4); B — Fasted state simulated gastric fluid
(FaSSGF) (pH 1.6) and C — Fasted state simulated intestinal fluid (FaSSIF) (pH 6.5); ALG — Alginate
nanoparticle; CHI — Chitosan nanoparticle; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ —
Benznidazole.

On the other hand, the results also showed an initial “burst” effect for BZ loaded
nanoparticles that may be attributed to the presence of drug at or near the nanoparticles
surface, as well as high surface area and diffusion coefficient due to the small particle
size (GHOSH et al., 2010). After this effect, the drug inner part of the polymer matrix
becomes surrounded by the drug-free outer part. Then, this condition allows a
sustained-release profile due to the increased diffusion distance and hindering effects by
matrix (VERMA & RAM, 2010).

In accordance with our results, a slow and extended BZ release encapsulated in
alginate and chitosan based interpolyelectrolyte complexes was observed towards water

and saline solution. However, a high BZ amount was released during the first 30
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minutes, suggesting that a “burst” effect could happen. In addition, a solution simulating
gastrointestinal tract conditions was used and the same previous profile was obtained
from this medium (GARACIA, MANZO & JIMENEZ-KAIRUZ, 2018). The burst
effect followed by slow drug release was also determined for quinapyramine sulfate
loaded alginate nanoparticles and S. hortensis essential oil loaded alginate
microparticles (MANUJA et al., 2014; HOSSEINI et al., 2013b).

Usually, nonionic surfactants are better solubilizing agents than ionic surfactants
in dilute solutions (RANGEL-YAGUI et al., 2007). However, the opposite was
observed by Rangel-Yagui et al. (2007) and Krishna & Flanagan (1989), corroborating
with our work. Moreover, the positively charged nanoparticle, as chitosan, could be
attached to the negatively charged epithelial mucin layer in the gastrointestinal tract
which in turn would improve drug oral bioavailability (SEREMETA et al., 2019;
UBRICH et al., 2005).

Similar to our observations, alginate-cashew gum nanoparticles allowed a
sustained release of L. sidoides essential oil with release maximal peak between 30 and
50 hours and released content varying from 45 to 95% (DE OLIVEIRA, PAULA & DE
PAULA, 2014). Other studies demonstrated the same profile for chitosan nanoparticles,
being 80-90% of the essential oil released after 48-60 hours (PAULA et al., 2011;
PAULA et al., 2010b). On the other hand, only 15% of the turmeric oil in the chitosan-
alginate nanocapsule was release into the sodium lauryl sulfate solution after 12 hours.
Although this low rate, this system enhanced the drug skin permeation compared with
its free form (LETSUTTHIWONG & ROJSITTHISAK, 2011).

TEM analysis

According to figure 6, TEM images revealed small dark round-shaped particles
and no signs of aggregate formation were detected for loaded formulations. Similar to
our observations, Masalova et al. (2013) developed chitosan nanoparticles that
presented a monodisperse population and have a spherical shape with the mean size
close to 80 nm. In addition, TEM micrographs showed quinapyramine sulfate loaded
alginate nanoparticles of approximately 25 nm (MANUJA et al., 2014).
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Figure 6: Morphology of alginate and chitosan nanoparticle determined by transmission electron
microscopy (TEM). A — Alginate nanoparticle as negative control (ALG-NC); B — Alginate nanoparticle
loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves (ALG-EO); C — Alginate nanoparticle
loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and benznidazole (ALG-EO+BZ); D —
Alginate nanoparticle loaded with benznidazole (ALG-BZ). E — Chitosan nanoparticle as negative control
(CHI-NC); F — Chitosan nanoparticle loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves
(CHI-EO); G — Chitosan nanoparticle loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and
benznidazole (CHI-EO+BZ); H — Chitosan nanoparticle loaded with benznidazole (CHI-BZ).

Stability study

In the stability study, alginate and chitosan nanoparticles loaded with essential
oil presented an increased mean size after 14 days (Figure 7 and 8). However, after this
period the previous parameter was maintained. This finding may be attributed to an
increased interaction of the nanoparticles under storage at room temperature and
consequence formation of new agglomerates. Although this difference may indicate an
instability behavior, the PDI, zeta potential and pH remained constant for the all period
analyzed.

Masalova et al. (2013) found stable alginate colloids for more than 30 days and
this parameter may change according to the ageing in the supernatant and the presence
of stabilizers. The same profile was also revealed for the chitosan nanoparticles since no
separation of colloids was observed. Thus, the interaction forces between Tween 80 and
these polysaccharides would be enough to support the high stability presented for these
systems. In addition, the use of a drying technic would be advantageous to maintain
their initial physical chemical characteristics.

Stable system for up 4 months was also developed for Lertsutthiwong,
Rojsitthisak & Nimmannit (2009) using chitosan and alginate to incorporate turmeric
oil. This condition was maintained at 4 and 25 °C, being possible due to strong ionic
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interactions between these polymers. A polyelectrolyte complex is then formed that
stabilizes and reduces the porosity of the alginate particles (SMIDSR@D & SKJAK-
BRAK, 1990).
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Figure 7: Average size, polydispersity index (PDI), zeta potential and pH of the alginate nanoparticles
loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole according to the
analyzed period. ALG — Alginate nanoparticle; NC — Negative control; EO — Essential oil from
Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.
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Figure 8: Average size, polydispersity index (PDI), zeta potential and pH of the chitosan nanoparticles
loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and/or benznidazole according to the
analyzed period. CHI — Chitosan nanoparticle; NC — Negative control; EO — Essential oil from
Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.
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Evaluation of anti-Trypanosoma cruzi activity

Drug-loaded polymeric nanoparticles were evaluated on T. cruzi using in vitro
assay. These systems inhibited the growth of the parasite in the dose-dependent form
and control formulations were inactive or active at high concentrations. In this context,
quinapyramine sulfate loaded alginate nanoparticles were able to inhibit the growth of
T. evansi at lower concentrations and time treatment (0.243 pg/mL - 4h) than its
conventional form (10 pg/mL - 6h). The same profile was also determined by in vivo
assay for these systems (MANUJA et al., 2014).

Thus, EO loaded formulations reproduced the free drug biological potential.
However, the data indicate that CHI-BZ (ICs 0.68 pg/mL) is more toxic to parasite than
ALG-BZ (IC50>2.5 pg/mL) and, in this case, higher doses of BZ are necessary to Kill
the parasites (Table 7). This finding suggests that there is an incompatibility between
this drug and anionic system. According to Gottlieb et al. (1995), the presence of
charges appears not to support the interactions of chemical species against T. cruzi and
decreases considerably the therapeutic action of drugs. It suggests that the parasite
interacts better with uncharged systems. Chitosan system loaded with Eucalyptus
citriodora essential oil demonstrated the same ECsy of the free oil for the control of
gastrointestinal nematodes (Haemonchus contortus) (RIBEIRO et al., 2014).

On the other hand, treatment of peritoneal macrophages with chitosan
nanoparticles synthesized with the precursor of nitric oxide in mercaptosuccinic acid
decreased the number of T. cruzi infected cells and the mean number of intracellular
replicative amastigotes per infected cell (CONTRERAS et al., 2018). However, it is
known the inflammatory potential of nitric oxide and the systems could improvement
this process. Similar approach was observed by Dos Santos-Silva et al. (2017) that
cationic nanoparticles were able to improve the biological activity of BZ on the cancer
cell lines. This fact may be related to their capacity for overcoming biological
membranes, as well as particle size with nanometer scale (KANG et al., 2016;
OOSTENDORP, BEIUNEN & SCHELLENS, 2009; ZHANG et al., 2008).
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Table 7: 1C5, determination of the Trypanosoma cruzi infected L929 cells and uninfected L929 cells after
treatment with alginate and chitosan nanoparticles loaded with essential oil from Cymbopogon densiflorus
leaves and/or benznidazole and selectivity index for the anti-Trypanosoma cruzi activity.

Nanostructured 'Cs0 0N parasite Cso 0N L929 Selectivity
s (g/ mL) (g/ mL) 3
ystem z . 5 1 - 5 index
NS EO BZ NS EO BZ
ALG-NC Inactive - - Inactive - - Inactive
ALG-EO 3600 180 - 3800 190 - 11
ALG-EO+BZ 2100 105 0.21 4890 244 0.5 2.3
ALG-BZ >25000 - >2,5 16000 - 1.6 Inactive
CHI-NC 16300 - - 19100 - - 1.2
CHI-EO 2600 130 - 2620 131 - 1.0
CHI-EO+BZ 2200 110 0.22 3000 150 0.3 1.4
CHI-BZ 6800 - 0.68 17200 - 1.72 2.5
Free EO 60 230 3.8
Free BZ 1 625 625

IConcentration which reduced 50% of the proliferation of parasite cells; “Concentration cytotoxic for 50%
of L929 cells; 3ICs of L929 cells/ICs, of parasite cells; *Nanostructured system concentration;
Nanoeparticulate essential oil concentration; °Nanoparticulate benznidazole concentration; ALG:
Alginate nanoparticle; CHI: Chitosan nanoparticle; NC: Negative control; EO: Essential oil from
Cymbopogon densiflorus leaves; BZ: Benznidazole.

Interestingly, an enhanced BZ efficiency was revealed when it was encapsulated
with EO for both polymers. In this context, the FICI was determined for these drugs and
a synergistic effect was demonstrated for alginate nanoparticles (Table 8). The
isobologram analysis confirmed that the combination of EO and BZ resulted in a
remarkable synergistic effect on T. cruzi (Figure 9). The ability of the colloidal carrier
to maintain the entrapped drug into polymeric matrix in the release medium probably
would be the responsible for the desired biological activity (KHANG et al., 2016). In
addition, previous studies demonstrated the weak interaction between BZ and soybean
oil in water emulsion system (STRECK et al., 2014). Soybean and flower oils are
composed mainly for fatty acids, that differ of essential oils composition. This fact
could justify better results to EO+BZ than FO+BZ. However, further studies are
required to identify the precise molecular mechanism between these actives.

Thus, the combination of drugs is an alternative to improve the efficacy of the
drugs when they are administrated alone. This might occur due the generation of effects
on different pharmacological targets. In addition, others advantages as a reduction of
drug resistance and side effects may be observed due low drug doses and treatment
period are required. These findings have been supported by different authors (VALDEZ
et al.,, 2012; BATISTA et al., 2011; GOBBI et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010;
FAUNDEZ et al., 2008; ARAUJO et al., 2000). In this context, Cencig et al. (2012)
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also demonstrated that shorter durations of treatment combining BZ and posaconazole

or nifurtimox might cure mice acutely or chronically infected with the Tulahuen strain.

Table 8: The Fractional inhibitory concentration index and effect on anti-Trypanosoma cruzi activity of
combined use of the essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves and benznidazole

Nanostructured System FICI Effect
ALG-EO+BZ 0,6 Synergistic
CHI-EO+BZ 1,1 Indifferent

FICI — Fractional inhibitory concentration index; ALG — Alginate nanoparticle; CHI — Chitosan
nanoparticle; EO — Essential oil from Cymbopogon densiflorus leaves; BZ — Benznidazole.
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Figure 9: Isolologram describing the synergistic effect of essential oil from Cymbopogon densiflorus
leaves and benznidazole encapsulated in alginate and chitosan nanoparticles on T. cruzi. Dotted lines
below the continuous line correspond to the predicted positions of the experimental points for synergistic
effect.

Evaluation of cytotoxicity

The cytotoxicity of developed nanoparticles was assayed by colorimetric assay
using resazurin dye. This oxidized, blue and nonfluorescent compound is reduced to a
pink fluorescent dye by mitochondrial enzymes (O’BRIEN et al., 2000; DE FRIES &
MISTUHASHI, 1995). In general, the viability of fibroblasts treated with the control
formulations and BZ loaded systems was maintained during the cell culture period, but
a decay of cells number was observed when treated with formulations containing EO. In
addition, toxicity of free essential oil and benznidazole increased after encapsulation,
but alginate and chitosan are no known to be slightly toxic (Table 7). Thus, this process
probably resulted in increased of both drugs toxicity (RIBEIRO et al., 2014). However,
a slightly EO cytotoxicity was observed for ALG-EO+BZ.

Similar to our observations, Eucalyptus citriodora essential oil encapsulated in
chitosan nanoparticles were more toxic than the free oil in the in vivo toxicity test
(RIBEIRO et al., 2014). In addition, cell viability assay showed ICs, values for

quinapyramine sulfate loaded alginate nanoparticles and free drug of 567.54 and 848.33
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pg/mL, respectively (MANUJA et al., 2016). On the other hand, the same formulation
was less toxic than its non-encapsulated form in a previous work, besides blank
nanoparticles without drug were more viable than both previous treatments (MANUJA
et al., 2014). This difference may happen because in the first work the cytotoxicity
assay was evaluated at determined concentrations (10 and 5 pg/mL) and for the second
these values were higher and a drastically dropped cell viability was observed at 625
pg/mL.

Although low Sl values were showed for both formulations, polymeric systems
present advantages than free drug as increased bioavailability, gradual and controlled
release. In addition, an enhanced BZ efficiency was revealed when it was encapsulated
with EO. Thus, the nanoparticulate EO and BZ in alginate or chitosan nanoparticles are
considered a promising strategy to facilitate the application of these drugs in the

chagasic therapeutic.
CONCLUSION

In this study, the interactions of Tween 80:0il ratio and concentrations, as well
the use of crosslinking agent were monitored to produce stable systems. The developed
formulations revealed feasible physical-chemical characteristics such small and narrow
droplet size, satisfactory encapsulation efficiencies and controlled drug release. In
addition, alginate and chitosan nanoparticles were demonstrated as promising
biocompatible drug delivery systems capable of improving the BZ trypanocidal activity
for the treatment of Chagas disease when encapsulated with essential oil from C.

densiflorus leaves.
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1. INTRODUCAO
1.1. Uso de plantas medicinais no tratamento da inflamacéo

Embora muitas citocinas sejam atualmente caracterizadas com base em seus
efeitos pré ou anti-inflamatdrios, esta claro que vérias delas também apresentam
funcbes paradoxais, respondendo de diferentes maneiras na dependéncia de sua
concentracdo, do microambiente e do estdgio da resposta imune nas quais essas
proteinas sdo produzidas. Dessa forma, essas citocinas podem influenciar tanto a
atividade das células T efetoras como de células reguladoras, no sentido de estabelecer
uma resposta imune protetora ao hospedeiro (PAVANELLI, 2008).

Como detalhado anteriormente, citocinas inflamatorias sdo essenciais durante a
fase aguda da doenca de Chagas com o propdsito de estimular a resposta imune e
combater o parasito. No entanto, estas sdo produzidas em niveis elevados na fase
crbnica e acabam causando danos ao tecido devido a sua producdo tdxica as células
parasitarias, bem como, as do hospedeiro (FERREIRA et al., 2003; ABEL et al., 2001;
RIBEIRAO et al.,, 2000). Sendo assim, se a resposta imune ndo for devidamente
controlada pode induzir uma patogénese associada ao parasitismo e, com isso, O
infiltrado inflamatdrio passa a ser mais lesivo para os 6rgdos acometidos na doenca de
Chagas do que para os préprios parasitos (DUTRA et al., 2014; BORGES et al., 2009;
GOLGHER & GAZZINELLLI, 2004).

Neste contexto, diversos estudos ja revelaram a acdo anti-inflamatéria de
bioativos provenientes de plantas, sendo algumas espécies ja registradas pela Anvisa,
como: Borago officinalis, Boswellia serrata, Cassia occidentalis, Harpagophytum
procumbens, Oenothera biennis e Uncaria tomentosa para uso oral e Calendula
officinalis, Capsicum annum, Cordia verbenacea, Matricaria recutita e Uncaria
tomentosa para uso topico (CARVALHO et al., 2008).

Em revisdo feita por Tresch et al. (2019), também foram confirmadas as
atividades de C. officinalis e M. recutita sobre a inflamacéo, além de outras espécies
que demonstraram potencial semelhante, Hypericum perforatum e Salvia officinalis.
Dessa forma, trabalhos recentes reforcam a importancia das plantas medicinais e seus
metabdlitos, descrevendo a presenga de efeitos anti-inflamatérios para espécies do
género Celastrus (SHEN et al., 2019), Lamium (SALEHI et al., 2019) Sideritis
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(ANEVA et al., 2019), Opuntia (SHIRAZINIA et al., 2019), Portulaca (RAHIMI et al.,
2019), Decalepis (MISHRA et al., 2019), entre outros.

Ademais, Mamani-Matsuda et al. (2004) reportaram o efeito da quercetina na
Tripanossomiase Humana Africana (THA) causada pelo parasito T. brucei. No entanto,
a atividade desse flavonoide, que é facilmente extraido de diversas plantas, foi
observada como devido ndo apenas ao efeito tripanocida direto, mas também a
diminuicdo da resposta pré-inflamatoria das células hospedeiras, ou seja, reducdo do
TNF e sintese de NO em macrofagos humanos ativados.

Além das citocinas, podem ser avaliadas a atividade e a expressdo de enzimas
envolvidas na inflamacdo como a iNOS e as ciclo-oxigenases (COX). Como descrito
anteriormente, a iINOS € induzida por citocinas e endotoxinas como resultado de uma
resposta inflamatéria (CERQUEIRA et al., 2002; MONCADA et al., 1991). Apds sua
expressdo, quantidades elevadas de NO sdo produzidas até que os fatores essenciais
para sua sintese sejam inibidos ou ocorra morte celular (DUSTING et al., 1995).
Estudos prévios revelam que cardiomidcitos infectados com T. cruzi expressam RNAmM
para mediadores como TNF-a, IL-1B e iNOS, os quais respondem a estes estimulos
através da producdo de altos niveis de NO (MACHADO et al., 2000; TALVANI et al.,
2000). Entretanto, quando a expressdo dessa enzima é parte da inflamacdo anormal ou
ndo-adaptativa, sua acdo pode ser nociva e, portanto, ndo desejavel (CERQUEIRA et
al., 2002).

As ciclo-oxigenases (COX) sdo enzimas responsaveis pela formacdo de
importantes mediadores bioldgicos chamados prostandides, os quais estdo incluidos as
prostaglandinas (PG), prostaciclina e tromboxano, e sdo fundamentais na geracao da
resposta inflamatdria. Existem pelo menos duas isoformas de COX: a COX-1,
constitutivamente (constantemente) expressa na maioria das células, e a COX-2, que é
induzida por mediadores inflamatorios, principalmente citocinas (BATLOUNI, 2010).
Estudos demonstram que durante a infeccdo desencadeada pelo T. cruzi, a COX-2 e a
PGE2 sdo essenciais para a sobrevivéncia desse patdégeno nas células hospedeiras,
através da inducéo da replicacéo e disseminacdo do patdgeno, bem como a inibicdo da
resposta do sistema imune. Dessa forma, este parasito € um potente indutor de COX-2,
uma vez que a expressao desse mediador € significativamente aumentada durante a

infeccdo pelo T. cruzi (MORAES et al., 2015). Por outro lado, apds tratamento com
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inibidores da COX-2, camundongos infectados com T. cruzi apresentaram reducdo do
parasitismo no sangue e no musculo cardiaco (ABDALLA et al., 2008; TATAKIHARA
et al., 2008; MICHELIN et al., 2005). Com isso, ativos que inibem os mediadores
inflamatorios, como iINOS e COX, sdo favoraveis ao amenizar a replicagdo do parasito e
a patogénese inflamatoria chagésica.

Ha varios relatos na literatura que comprovam a acao inibitéria de iINOS e COX-
2 para produtos naturais provenientes de plantas. Segundo Ahujaa et al. (2019), o
extrato metandlico de Protium javanicum reduziu significativamente a expresséo de
ambas as enzimas. Resultados semelhantes também foram encontrados para Garcinia
kola (WALLERT et al., 2019), Atractylodes macrocephala (JEONG et al., 2019),
Sphaeranthus africanus (TRAN et al., 2019), Vitis thunbergii (CHANG et al., 2017),
Premna integrifélia (AZAD et al., 2018), Dendropanax morbifera (HYUN et al., 2015),
Origanum vulgare e Thymus vulgaris (BARNWAL et al., 2018; XIAO et al., 2017),
sugerindo efeito anti-inflamatério para estas espécies.

Tendo em vista, portanto, o potencial de espécies vegetais sobre a mediacdo da
inflamacéo e sabendo-se que a infeccdo pelo T. cruzi pode desencadear esse processo,
substancias que apresentam ambos os efeitos, antiparasitario e anti-inflamatorio, seriam
alvos de grande interesse para o desenvolvimento de novos quimioterdpicos para a

doenca de Chagas e foi, portanto, tema de estudo para o presente capitulo.
1.2. Uso de plantas medicinais no estresse oxidativo

Um alto grau invariavel de dano oxidativo prevalece principalmente nos érgaos
infectados pelo T. cruzi, sendo proposto, entdo, que a ativacdo persistente de processos
lesivos oxidativos desempenha papel importante na lesdo tecidual especifica na doenca
de Chagas (GUPTA et al., 2009). Neste contexto, o potencial uso farmacol6gico de
plantas medicinais como antioxidante ja é comprovado e outras espécies ainda estdo
sendo exploradas (BANERJEE et al., 2018). Além disso, 0s antioxidantes naturais
podem ser mais benéficos do que os sintéticos, 0s quais causam potenciais efeitos
colaterais a satde durante os longos periodos de ingestdo (LAHMAR et al., 2017).

Reviséo feita por Banerjee et al. (2018) apresenta uma colecéo de artigos sobre o
uso de extratos medicinais na prevencdo de doencas relacionadas ao dano oxidativo.

Neste trabalho, espécies como Smallanthus sonchifolius, Carapa guianensis, Gracilaria
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lemaneiformis, Rheum tanguticum e Mentha piperita foram descritas como alvo na
busca por agentes antioxidantes. Segundo Meng et al. (2018), o efeito reportado para R.
tanguticum ocorre devido a sua capacidade em inibir a expressdo e, consequentemente,
a producdo de moléculas inflamatdrias e oxidativas, como IL-1p, TNF e NO.

Sayin et al. (2011) sugerem que o resveratrol, polifenol encontrado naturalmente
em uvas, pode auxiliar o tratamento de doencas relacionadas com o efeito prejudicial e
acumulativo das ERO, uma vez que a atividade antioxidante foi comprovada para esta
substancia. De acordo com Yan et al. (2018), este polifenol regula negativamente a
expressao do gene miR-21 que resulta no bloqueio da inducdo de ERO.

Outra via relacionada ao estresse oxidativo é a acao de terapias tripanocida sobre
a mitocéndria do parasito. A mitocondria do protozoario pode ser considerada como um
valioso alvo de farmacos devido a sua estrutura e funcdo Unicas, comparadas as células
de mamiferos (SEM et al., 2008). A funcdo fisioldgica predominante da mitocondria é a
geracdo de ATP pela fosforilacdo oxidativa e funcGes adicionais incluem a geragéo e
desintoxicacdo de ERO, o envolvimento em algumas formas de apoptose e a regulacédo
do célcio citoplasmatico e mitocondrial (BRAND et al., 2011). Diante disso, um
potencial adequado de membrana mitocondrial é essencial para a sobrevivéncia das
células e as mudancas podem resultar em uma variedade de alteracGes nocivas ao T.
cruzi. Sendo assim, como consequéncia a reducdo do potencial de membrana
mitocondrial, ocorre a elevagdo da producdo de ERO e, por conseguinte, proteinas,
lipidios e DNA sdo prontamente oxidados, resultando em disfuncdo de processos
fisioldgicos vitais, dano oxidativo e morte celular tanto do parasito quanto das células
hospedeiras (FIDALGO et al., 2011; GUPTA et al., 2009).

Em suma, a geracdo sustentada de NO e ERO de origem inflamatéria ou
mitocondrial, associada a uma resposta antioxidante inadequada, resulta na eliminacao
ineficaz desses radicais e leva ao estresse oxidativo a longo prazo e, subsequentemente,
a danos oxidativos dos componentes celulares dos 6rgdos acometidos durante a doenca
chagasica (GUPTA et al., 2009). Com isso, o estudo isolado somente da atividade anti-
inflamatdria ou da acdo sobre NO e ERO ndo estaria completo, uma vez que esses
efeitos estdo correlacionados durante a infeccdo pelo T. cruzi.

Além disso, considerando que um grande nimero de farmacos que afetam a

mitocondria também contribui para a estimulacdo de ERO, compostos que sdo efetivos
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contra o parasito, mas que ndo induzam o estresse oxidativo seriam interessantes na
busca por novas terapias seguras (CORTES et al., 2015). Como por exemplo, a
soulamarina, cumarina obtida através de Calophyllum brasiliense, induziu a
despolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial em tripomastigotas, sem
produzir efeito na geracédo de radicais livres (REA et al., 2013).

E proposto, portanto, que os antioxidantes capazes de modular ou retardar o
aparecimento desta patogénese oxidativa e possiveis deficiéncias nos orgaos afetados se

revelem Uteis na doenga de Chagas, sendo também foco de pesquisa nesse trabalho.

SEIBERT, J. B. (2019) 174



APENDICE 2. Objetivos

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro do 6leo essencial de folhas de C.

densiflorus, bem como, sugerir a via de acéo deste 6leo durante o processo inflamatorio.
2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do O6leo essencial de folhas de C. densiflorus em
culturas de macrofagos.

e Dosar citocinas presentes no processo inflamatério apds tratamento com este
6leo.

e Dosar 6xido nitrico apds tratamento com 6leo essencial de C. densiflorus.

e Dosar espécies reativas de oxigénio ap6s tratamento com este 6leo.

e Avaliar a acdo do 6leo essencial de C. densiflorus sobre a expressdo da enzima
induzivel de éxido nitrico sintase (iNOS).

e Avaliar a acdo deste 6leo sobre a expressdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-
2).

e Avaliar a atividade anti-inflamatdria in silico do dleo essencial de C. densiflorus.

e Avaliar a ligacdo molecular entre os compostos majoritarios deste 6leo e as
enzimas iINOS e COX-2.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Avaliacao in vitro da atividade anti-inflamatoria
3.1.1. Citotoxicidade

Para a avaliacdo in vitro da atividade anti-inflamatoria foi determinada
previamente, a partir do ensaio de reducé@o do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) (MOSMAN, 1983),
a citotoxicidade em macrofagos murinos do 6leo essencial que apresentou maior
potencial anti-T. cruzi, sendo este o 6leo de folhas de C. densiflorus.

Foram utilizados macréfagos murinos da linhagem J774 A.1(ATCC TIB-67™)
cultivados em garrafas em meio de cultura RPMI 1640 com vermelho de fenol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) contendo L-glutamina (0,3 g/L) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), 10% de soro fetal bovino e 60 pg/L de gentamicina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), mantido em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO..

Em seguida, em placa de 96 pocos, foi adicionado um ndmero de células
equivalente a 5x10° em um volume final de 200 pL de meio de cultura em cada poco e
incubadas por 4 horas em estufa nas mesmas condi¢cdes anteriores para aderéncia das
celulas.

Apos esse periodo, foi retirado o meio de cultura e adicionado os controles e as
amostras nas placas em triplicata. Para o controle negativo, foi utilizado apenas 200 pL
de meio de cultura sobre as células, ja para o controle positivo foi adicionado 100 pL de
meio e 100 puL de uma mistura de lipopolissacarideo (LPS) (Escherichia coli 0111:B4 -
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e IFN-y (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA) a fim de obté-los na concentracdo de 5 pg/mL e 100 ng/mL, respectivamente,
para promocdo da resposta inflamatéria. Além disso, também foi necessario 200 uL de
um controle para 0 meio, no entanto, sem a presenca de células. Por fim, as amostras
negativas foram obtidas a partir 100 pL de meio de cultura e 100 pL do 6leo essencial
(2 mg/mL), obtendo-o a partir da dilui¢do seriada 1:2 nas concentragdes finais de 1000 a
62,5 pg/mL, ja para as amostras positivas este meio foi substituido por 100 pL da
solucdo de LPS+ IFN-y.
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A placa foi, entdo, incubada por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,.
Posteriormente, o sobrenadante de cada pogo foi retirado (200 pL) e armazenado na
temperatura de -80 °C para a realizacdo conseguinte da dosagem de citocinas e de 6xido
nitrico. Depois da retirada do sobrenadante, foram adicionados 100 uL do meio RPMI
sem vermelho de fenol e suplementado e 50 pL do reagente de viabilidade celular MTT
(2 mg/mL). A placa foi novamente acondicionada em estufa ao abrigo de luz por mais 4
horas. Apos esse periodo foi adicionado 60 pL do reagente dodecilsulfato de sddio
(SDS) 10% 0,01 M HCI, responsavel por solubilizar os cristais de formazan formados e
depois de 18 horas mantida na mesmas condicGes anteriores foi realizada a leitura da
placa em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram
obtidos em triplicata e expressos pela porcentagem de viabilidade celular a partir da
equacdo 3.

% viabilidade celular = (A1 x 100)/Aq Equacéo 3

Onde, Ao representa a absorbancia do controle negativo e A; representa a
absorbancia da amostra.

Apbs os célculos, foram selecionadas as concentracdes de 6leo essencial que
apresentaram cerca de 60% ou mais de viabilidade celular para dosagem de citocinas,
Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio (VENTURA, 2011).

3.1.2. Dosagem de citocinas

Nesta etapa foi utilizado o sobrenadante dos controles e tratamentos retirados do
teste anterior, estabelecendo-se como critério de escolha das concentracfes a serem
utilizadas as que apresentaram citotoxicidade inferior a 40%. As citocinas foram, entéo,
quantificadas a partir do método Cytometric Bead Array (CBA), utilizando o kit mouse
inflammation (IL-6, 1L-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70) (BD Biosciences, San
Jose, CA) com auxilio do Dr. Fernando Augusto Siqueira Mathias (OLIVEIRA, 2014).

A principio, o padrdo foi reconstituido 15 minutos antes do uso com 2 mL de
Reagente G (diluente) e denominado de Top Standard (5000 pg/mL), sendo,
posteriormente, submetido a uma diluicdo seriada 1:2 a fim de se obter oito
concentragdes, de 2500 a 20 pg/mL. Além disso, também foi necessaria a producéo de

um controle negativo contendo apenas o Reagente G (0 pg/mL).
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As amostras foram descongeladas em banho-maria a 25 °C e centrifugadas por
10 minutos a 14000 rpm e 4 °C. Em seguida, foram recolhidos 25 pL de cada amostra
para um novo tubo separadamente.

As beads para cada uma das citocinas sdo marcadas com intensidades de
fluorescéncias distintas, de modo a serem separadas, graficamente, no momento da
aquisicdo no citdbmetro de fluxo. Dessa forma, as posi¢des das beads e as citocinas
correspondentes sdo: Al= IL-6, A2= IL-10, A3= MCP-1, A4= IFN-y, A5= TNF, A6=
IL-12p70. Sendo assim, foi preparada uma mistura desses reagentes (Al até AG6),
contendo um volume final de 3 pL de cada bead para cada amostra. Posteriormente,
foram adicionados 18 pL dessa mistura nos respectivos tubos de diluicdo do padrdo e
para cada amostra a ser analisada. Por fim, foram adicionados 18 pL de Reagente B
(reagente de deteccdo marcado com PE) em cada tubo, os quais foram incubados por 2
horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Ap0s esse periodo, 500 pL de Reagente F (Wash Buffer) foram adicionados em
cada um dos tubos, seguido de uma centrifugacdo a 1300 rpm e 18 °C por 7 minutos.
Em uma dltima etapa, o sobrenadante de todos os tubos foi aspirado, restando um
volume final de aproximadamente 100 uL e adicionado 100 pL do Reagente F para as
aquisicdes em citdmetro de fluxo, BD FACS Calibur (BD Bioscence, Sna Diego, CA,
USA). Os resultados foram obtidos em triplicata e analisados utilizando o software

FCAP Array v3 e os graficos obtidos através do software GraphPad Prism 5.0.
3.1.3. Dosagem de éxido nitrico
a) Método de Griess

A concentragdo de Oxido nitrico do sobrenadante recolhido na primeira etapa foi
mensurada a partir do método colorimétrico de Griess (LAI et al., 2013). O reagente de
Griess € obtido através de uma mistura 1:1 de sulfanilamida 1% em solucdo de acido
fosforico 2,5% (A) e de naftilenodiamina 0,1% em agua destilada (B). As solucdes
estoques A e B foram preparadas e, no momento do ensaio, misturadas para formar o
reagente.

O padrdo utilizado foi o nitrito de sddio, o qual foi obtido primeiramente numa
solucéo de 0,02 M para a producéo, posterior, de uma solucdo estoque de 1umol/mL. A

partir desta solucdo, foram preparadas doze concentracdes através de uma diluigédo
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seriada 1:2 em &gua destilada. Em seguida, foram adicionados em placa de 96 pogos 50
pL de cada concentracdo do padrdo, em triplicata, juntamente com 50 pL de reagente de
Griess em cada poco, a fim de se obter o padrdo nas concentracdes de 500 a 3,9
mmol/mL. No caso das amostras a serem analisadas, foram utilizados os sobrenadantes
dos controles e tratamentos retirados no teste de citotoxicidade, para isto foram
adicionados em cada pogo 50 pL do controle negativo (auséncia de LPS+IFN-y),
controle positivo (presenca de LPS+IFN-y) e cada concentracdo do 6leo essencial que
apresentou viabilidade celular préximo ou superior a 60% na auséncia ou presenca de
LPS+IFN-y e, por fim, foram acrescentados 50 pL do reagente de Griess para cada
amostra.

Em seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente e ao abrigo de luz por
10 minutos. Apl6s esse periodo, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram obtidos em triplicata e expressos
através da concentracdo de Oxido nitrico a partir da equacdo da reta obtida pela curva do

padréo.
b) Citometria de fluxo

A dosagem de d6xido nitrico também foi realizada através de citometria de fluxo.
Em placas de 96 pocos sem tratamento para aderéncia das células foi adicionado um
nimero de células J774 equivalente a 5x10° em um volume de 25 pL de meio de cultura
RPMI com vermelho de fenol e suplementado. Logo apds, adicionou-se 25 uL da
mistura de LPS+IFN-y a fim de obté-los na concentragdo final de 5 pg/mL e 100
ng/mL, respectivamente. No caso do controle sem estimulo para o processo
inflamatdrio, esse volume foi substituido por apenas meio de cultura. Em seguida, foi
adicionado 50 pL de dleo essencial para os tratamentos nas concentracdes de 250 a 62,5
pg/mL. O controle negativo foi composto por apenas 25 pL de células e 75 pL de meio
de cultura, enquanto que para o controle positivo 25 pL da mistura de LPS+ IFN-y ¢
somente 50 pL de meio foram adicionados além das células. A placa foi, entdo,
incubada por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO,.

Ap0s esse periodo, a placa foi mantida sob uma placa de gelo por 5 minutos para
que todo o material fosse desprendido. Em seguida, as amostras foram transferidas para

tubos de citometria e adicionou-se PBS para lavagem dos pogos e retirada de qualquer
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material ainda restante. Nos tubos de citometria com as amostras, foram adicionados 2
mL de PBS e, posteriormente, centrifugados a 1600 rpm e 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram agitados sob o vortex para ressuspender as
amostras. Logo apdés, adicionou-se 100 pL de meio de cultura e 100 pL da solucdo do
marcador fluorescente diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF2-DA - Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) (15 pmol em PBS) e os tubos foram agitados
novamente e incubados ao abrigo de luz em estufa a 37 °C por 3 horas. Posteriormente,
2 mL de PBS foram adicionados as amostras, as quais foram centrifugadas nas mesmas
condicGes anteriores. Por fim, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100 pL de
PBS para as aquisi¢es em citdmetro de fluxo, BD FACS Calibur (BD Bioscence, San
Diego, CA, USA) (MAMANI-MATSUDA et al., 2004). Os resultados foram obtidos
em triplicata e analisados utilizando o software FlowJo e os graficos obtidos através do

software GraphPad Prism 5.0.
3.1.4. Dosagem de espécies reativas de oxigénio

A dosagem de espécies reativas de oxigénio foi realizada a partir da mesma
metodologia anterior para dosagem do dxido nitrico através de citometria de fluxo. No
entanto, para este caso, o marcador fluorescente utilizado foi o diacetato de 2°,7’-
diclorodiidrofluoresceina (DCFH-DA - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)
(AMPARO et al., 2019). Sendo assim, em placas de 96 pogos sem tratamento para
aderéncia das células, foi adicionado um nimero de células J774 equivalente a 5x10°
em um volume de 25 pL de meio de cultura RPMI com vermelho de fenol e
suplementado. Logo apos, adicionou-se 25 pL da mistura de LPS+IFN-y a fim de obté-
los na concentracdo final de 5 pg/mL e 100 ng/mL, respectivamente. No caso do
controle sem estimulo para o processo inflamatdrio, esse volume foi substituido por
apenas meio de cultura. Em seguida, foi adicionado 50 pL de dleo essencial para 0s
tratamentos nas concentragOes de 250 a 62,5 pg/mL. O controle negativo foi composto
por apenas 25 pL de células e 75 pL de meio de cultura, enquanto para o controle
positivo 25 pL da mistura de LPS+ IFN-y e somente 50 pL de meio foram adicionados
alem das células. A placa foi, entdo, incubada por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de
CO..
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Ap0s esse periodo, a placa foi mantida sob uma placa de gelo por 5 minutos para
que todo o material fosse desprendido. Em seguida, as amostras foram transferidas para
tubos de citometria e adicionou-se PBS para lavagem dos pocos e retirada de qualquer
material ainda restante. Nos tubos de citometria com as amostras, foram adicionados 2
mL de PBS e, posteriormente, centrifugados a 1600 rpm e 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram agitados sob o virtex para ressuspender as
amostras. Logo apds, adicionou-se 100 pL de meio de cultura e 10 pL da solugdo do
marcador fluorescente DCFH-DA (0,5 mmol em PBS) e os tubos foram agitados
novamente e incubados ao abrigo de luz em estufa por 3 horas. Posteriormente, 2 mL de
PBS foram adicionados as amostras, as quais foram centrifugadas nas mesmas
condicdes anteriores. Por fim, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100 pL de
PBS para as aquisi¢des em citdbmetro de fluxo, BD FACS Calibur (BD Bioscence, San
Diego, CA, USA). Os resultados foram obtidos em triplicata e analisados utilizando o
software FlowJo e os gréaficos obtidos através do software GraphPad Prism 5.0.

3.1.5. Avaliacdo da expressdo da enzima iNOS

A acdo do oleo essencial de folhas de C. densiflorus sobre a producédo de 6xido
nitrico também foi verificada a partir da analise da expressdo de iINOS por
imunofluorescéncia segundo Amparo et al. (2019). Para isso, 1x10° células/poco de
macrofagos J774 em meio de cultura RPMI com vermelho de fenol e suplementado
foram adicionados em placa chamber slide, a qual foi incubada por 4 horas em estufa a
37 °C e 5% de CO,. Em seguida, o meio foi retirado e adicionou-se novamente 150 pL
de meio novo para obtencdo do controle negativo, enquanto o controle positivo continha
75 pL de meio e 75 pL da solucdo de LPS+IFN-y, a fim de obté-los na concentragdo
final de 5 pg/mL e 100 ng/mL, respectivamente. Para o tratamento com 6leo essencial
foi utilizado 0 mesmo volume de LPS+IFN-y e adicionou-se 75 pL do 6leo, obtendo-o a
250 pg/mL. A placa foi incubada novamente nas mesmas condi¢des anteriores por 24
horas.

Ap0s esse periodo, os pocos foram lavados 2 vezes com PBS e 100 pL de para-
formaldeido a 4% foram adicionados e mantidos a temperatura ambiente por 15
minutos. Os pogos foram lavados novamente com PBS e adicionou-se 100 pL de Triton

X-100 a 0,5% em PBS, mantidos durante 5 minutos a temperatura ambiente para
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permeabilizacdo das células. Essa etapa foi repetida por mais 2 vezes, seguida do
bloqueio dessa permeabilizacdo a partir da adi¢cdo de 100 pL de PBS com 1% de BSA
(Bovine serum albumin), a qual foi mantida por 1 hora.

Em seguida, os macrofagos foram corados a partir da adicdo de 100 pL de
anticorpo monoclonal anti-iNOS de murino (Abcam® - Cambridge, MA, USA) em um
suporte de parafilme, onde foi colocada a lamina retirada da chamber slide. As amostras
foram entdo transferidas para uma placa Petri Umida contendo papel e algodéo
umedecidos e incubadas ao abrigo da luz overnight a temperatura de 4° C.

Apobs a incubacdo, os pogos foram lavados 3 vezes com PBS e incubados
novamente a temperatura ambiente com 100 pL do anticorpo secundario Alexa Fluor
488 (1:200 em PBS com 1% de BSA) (Abcam® - Cambridge, MA, USA) durante 2
horas para obtencdo das amostras (controle negativo, controle positivo e tratamento com
6leo essencial) coradas apenas com esse marcador. Para a marcacao somente com DAPI
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), 100 pL desse reagente a 0,2 pg/mL em
PBS foram adicionados aos po¢os e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos.
Estas duas etapas foram efetuadas para as amostras com adi¢cdo de ambos 0s corantes.
Apo6s as marcagdes, os pogos foram lavados 3 vezes com PBS e uma laminula contendo
solugéo de fluoromount (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) (10 pL) foi anexada
a lamina. As imagens foram geradas e capturadas através de microscopio confocal
(Zeiss LSM780) a partir de uma objetiva de 63x. A fluorescéncia foi quantificada pelo
software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA).

3.1.6. Avaliagdo da expressdo da enzima COX-2

A expressdo da enzima COX-2 foi avaliada por Western Blotting apos
tratamento com 6leo de C. densiflorus, sob supervisdo da Dra. Kéatia Michelle Freitas,
no Laboratério de Substdncias Antitumorais (LSAT) - ICB, Universidade Federal de
Minas Gerais. A dosagem de proteinas foi realizada através do método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

Nesta anélise, macréfagos (7,5 x 10° células por poco) foram plaqueados em
placas de 6 pocos e incubados por 4 horas para adesdo. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 2 mL de uma solugéo de LPS (10 pg/mL) + IFN-y (200

ng/mL) e 2 mL da amostra (6leo essencial 500 pug/mL). Para o controle negativo, foram
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adicionados somente 4 mL de RPMI e para o controle positivo, 2 mL de RPMI e 2 mL
de LPS + IFN-y. O experimento foi realizado em quadruplicata.

ApOls incubacdo por 24 horas, o sobrenadante foi descartado, as células
removidas com cell scraper e transferidas com PBS para tubos. Os tubos foram
centrifugados a 370 g e 4 °C por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 80 pL de tampéo de lise (solugdo aquosa de NaCl 0,22%, Tris base 0,15%,
desoxicolato de sodio 0,12%, Triton-X100 0,25%, contendo 2,5 mg/mL de coquetel de
inibidores de protease P-8340 - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Apos, foi
realizada a incubagdo dos tubos por 30 minutos em gelo, com agitacdo em vortex em
intervalos de 5 minutos. Ao final deste periodo, os tubos foram centrifugados a 14000
rpm e 4°C por 20 minutos, e entdo o sobrenadante foi recolhido e transferido para tubos
tipo eppendorf que foram armazenados a -80°C.

Para andlise da expressdo de COX-2, 30 ug dos lisados proteicos foram
fracionados em gel de poliacrilamida para a separacdo por eletroforese utilizando-se o
sistema Mini-Protean Il Eletrophoresis Cell (Bio-Rad® Laboratories). Inicialmente,
pelo periodo de 30 minutos a corrida foi realizada sob voltagem de 80 V, ap0s esse
periodo, a voltagem foi alterada para 90 V. Apds a eletroforese, o gel foi incubado a
temperatura ambiente durante 10 minutos com o tampdo de transferéncia sob lenta
agitacdo. Concomitantemente, uma membrana de PVDF (Fluoreto de polivinilideno)
(Bio-Rad® Laboratories) de mesma dimensdo do gel foi lavada por 1 minuto com
metanol absoluto e depois incubada em tampdo de transferéncia. As proteinas separadas
foram transferidas para a membrana utilizando-se o sistema de transferéncia Trans-Blot
turbo-Transfer System (Bio-Rad® Laboratories). As membranas foram entdo coradas
com Ponceau 0,5% em 4cido tricloroacético 3% para verificar a eficiéncia da
transferéncia e para confirmar a quantidade de proteinas em cada canaleta.

Apos a transferéncia, a membrana de PVDF foi incubada na solucéo de bloqueio
por 1 hora. Posteriormente, lavou-se a membrana seis vezes por 5 minutos em TTBS
(Solugéo salina tamponada com tris) seguindo-se a incubacgédo a 4 °C overnight com 5
mL dos anticorpos primarios COX-2 (Abcam® - Cambridge, MA, USA). Ao final da
incubacéo, lavou-se 6 vezes a membrana por 5 minutos em TTBS, sendo posteriormente
incubada por 1 hora com 5 mL de anticorpo anti-lgG de coelho com peroxidase
conjugada (Abcam® - Cambridge, MA, USA) (diluido 1:10.000 em TTBS) nas mesmas
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condicGes anteriores. Lavou-se novamente a membrana, e procedeu-se a revelacdo por
quimioluminescéncia utilizando o Luminatta Forte (Invitrogen®) como revelador em
Fotodocumentador ImageQuant® (GE Healthcare Life Sciences, USA).

Apos a revelacdo, as membranas foram recuperadas pela incubacdo das mesmas
por 10 minutos com soluco comercial de stripping buffer (SEPPRO®, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, EUA). O procedimento de blot foi repetido, agora utilizando
anticorpo anti-f caderina (1:10.000). Os resultados foram expressos como COX-2/B-

actina.
3.2. Avaliacao in silico da atividade anti-inflamatoria
3.2.1. Atividade anti-inflamatéria

Os compostos majoritarios do 6leo essencial de folhas de C. densiflorus também
foram analisados in silico quanto ao seu potencial anti-inflamatério utilizando a
ferramenta PASS online (Prediction Activity Spectra of Substances), com auxilio da
Msc. Tatiane Roquete Amparo (www.pharmaexpert.ru/passonline) (AMPARO, 2016).

Nesta andlise, visou-se identificar os constituintes que seriam responsaveis pela
a acdo do Oleo durante o processo de inflamacdo. Sendo assim, os efeitos bioldgicos e
mecanismos de acdo avaliados foram: (1) Anti-inflamatério; (2) Agonista de
Interleucina 10; (3) Antagonista de Interleucina 10; (4) Antagonista de Interleucina 6;
(5) Antagonista de Interferon gama; (6) Sequestrador de 6xido nitrico; (7) Antagonista
de o6xido nitrico; (8) Sequestrador de oxigénio.

Os resultados das analises foram expressos pela diferenca da probabilidade do
composto ser ativo (Pa) e inativo (Pi) e foram classificados como: Pa-Pi < 0,2: Baixo
potencial; Pa-Pi < 0,5: Moderado potencial; Pa-Pi > 0,5: Alto potencial.

3.2.2. Avaliacdo da ligacdo molecular

Estudos in silico de ligacdo molecular foram realizados com o intuito de
compreender 0 modo de ligagdo das enzimas INOS e COX-2 com 0s compostos
majoritarios do 6leo essencial de folhas de C. densiflorus e identificar o possivel
inibidor através do programa PyRx docking tool (DALLAKYAN & OLSON, 2015).
Inicialmente estruturas cristalinas da iNOS (PDB codigo 1dd7) e COX-2 (PDB codigo
4fm5) de murinos foram obtidas a partir do banco de dados de proteinas (PDB)
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(MURUGESU et al., 2019) e as estruturas 3D dos compostos majoritarios e do controle
positivo (Quercetina) foram obtidas pelo banco de dados PubChem. Antes de avaliar a
ligacdo, os arquivos foram convertidos para o formato apropriado (*.pdb) por meio do
Biovia Discovery Studio software (San Diego, USA). Em seguida, um método de
algoritmo foi utilizado para calcular as energias de ligacdo entre as enzimas e 0S
compostos ativos no programa PyRx docking tool. Os parametros de iNOS foram
ajustados para centro x = 65,2440; y = 16,981 e z = 50,6350 e tamanho x = 57,60; y =
59,83 e z = 72,29. No caso da COX-2, os parametros para centro e tamanho foram x =
48,2589; y = 33,9550 e z = 25,5684 e x = 112,6305; y = 89,2199 e z = 140,8334,
respectivamente. Por fim, os diagramas 3D sobreposto dos ligantes e as enzimas foram

obtidos por meio do programa Biovia Discovery Studio (2.1.0).
3.3. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram representados pelas médias = desvio
padrdo. A comparacdo entre os controles e as amostras foi realizada a partir do teste
One-way ANOVA seguido do teste de comparacdo multipla de Bonferroni, com nivel

de significancia para p<0,05, através do programa GraphPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Avaliacdo in vitro da atividade anti-inflamatoria
4.1.1. Citotoxicidade

A avaliacdo do efeito toxico é de suma importancia na fase inicial de pesquisa
para novos principios ativos e desenvolvimento de farmacos, uma vez que permite
determinar a concentracdo que pode ser utilizada sem danos celulares (ARAUJO et al.,
2008). Visto que somente o 6leo essencial de folhas de C. densiflorus apresentou efetiva
atividade tripanocida, este foi selecionado para ser avaliado também quanto ao seu
efeito anti-inflamatorio.

O gréafico presente na figura 25 exibe a concentracdo deste 6leo essencial na
auséncia e presenca do estimulador inflamatério (LPS+IFN-y) pela porcentagem de
viabilidade das células J774.

120+
-¥- Sem LPS+IFN-y
—o- Com LPS+IFN-y

100+
80-
I e E T,
404
20

Viabilidade celular (%)

0

625 125 250 500 1000
Concentragdo (pg/mL)

Figura 25: Porcentagem da viabilidade celular de macrofagos J774 de acordo com as concentragdes de
6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus na auséncia e presenca de LPS (5 pg/mL) + IFN-y
(100 ng/mL).

De acordo com Ventura (2011), concentracOes de ativos que apresentam
viabilidade celular superior a 60% podem ser utilizadas na avaliagdo in vitro do efeito
anti-inflamatoério sem que haja danos as células, assim, o efeito medido nédo seria devido
a morte celular. Dessa forma, pode-se observar que as trés menores concentragdes (62,5
a 250 pg/mL) revelaram valores superiores ao estabelecido, independentemente da
presenca ou ndo de LPS+IFN-y. Sendo assim, estas concentra¢des de 6leo permitiram a

manutencdo da viabilidade celular e, no caso da presenga de LPS+IFN-y, promocgao da
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resposta inflamatoria, fato este que as tornam vidveis para os posteriores testes de
dosagem de citocinas, espécies reativas de oxigénio e dxido nitrico.

4.1.2. Dosagem de citocinas

Na sequéncia estdo representados os graficos obtidos a partir da dosagem das
citocinas TNF (Figura 26-A), IFN-y (Figura 26-B), MCP-1 (Figura 26-C), IL-10 (Figura
26-D) e IL-6 (Figura 26-E) nas diferentes concentracfes do 6leo essencial de folhas de
C. deniflorus, na auséncia ou presenca de LPS+IFN-y, comparando-se com 0s controles
negativo e positivo, respectivamente. Em relacdo a citocina IL-12p70, ndo foi possivel a
quantificacdo da mesma, uma vez que os valores encontrados foram abaixo do alcance
padrdo e fora do intervalo de inversao.

Sabe-se que a resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi é multifatorial, ou seja, pode
ser influenciada tanto por fatores genéticos do hospedeiro quanto por citocinas. A
producédo de IFN-y inibe a replicagdo do parasito através da inducdo da sintese de NO
em macrofagos e, de forma sinérgica, o TNF controla o crescimento do parasito
(GAZZINELLI et al., 1992; MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992). Neste contexto,
niveis de TNF e IFN-y capazes de controlar o T. cruzi na doenca de Chagas por meio da
estimulagcdo de macrofagos sdo requeridos. Ao analisarmos os graficos contidos nas
figuras 26-A e 26-B, podemos observar que ndo houve diferenca estatistica entre o
controle e as concentracBes do dleo de C. densiflorus na auséncia ou presenca do
estimulador inflamatério para essas citocinas, indicando que este ativo ndo intensificaria
a inflamacdo, bem como, manteria o efeito antiproliferativo desempenhado por TNF e
IFN-y.
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Figura 26: Dosagem de TNF (A), IFN-y (B), MCP-1 (C), IL-10 (D) e IL-6 (E) ap0s tratamento nas
diferentes concentrac@es de 6leo essencial (OE) de folhas de Cymbopogon densiflorus na auséncia (-) e
presenca (+) de LPS (5 pg/mL) + IFN-y (100 ng/mL). “Diferenca estatistica em relacdo ao controle

negativo, p<0,05. *Diferenca estatistica em relagio ao controle positivo, p<0,05. *N&o foi possivel a
quantificag&o.

Além das citocinas, diferentes quimiocinas também estdo envolvidas no
processo inflamatorio desencadeado pela infeccdo de T. cruzi. Estudos demonstram que
CCL2/MCP-1 induzidos por TNF pode aumentar a resposta inflamatdria por induzir a
producédo de IL-1pB e IL-6, e consequentemente, de altos niveis de NO (DAMAS et al.,
2001). Outros trabalhos também tém demonstrado que algumas quimiocinas, como por
exemplo, RANTES, JE/MCP-1, MIP-1a e MIP-1p, podem induzir a produc¢ao de NO e
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consequentemente a atividade tripanomicida dependente do NO pelos macréfagos e
midcitos cardiacos (ALIBERT et al., 1999; VILLALTA et al., 1998).

Como informado na dosagem de TNF, ndo houve alteracdo na sua producdo na
presenca do Oleo em estudo, mesmo apos o estimulo inflamatério. Sendo assim, é
esperada a manutencdo na obtencdo de MCP-1 por essa citocina. Este fato pode ser
comprovado ao analisarmos que as quantificacfes de ambas apresentaram o0 mesmo
perfil, ou seja, o nivel de MCP-1 ndo revelou mudancas quando comparados com 0s
respectivos controles e, portanto, também seria mantido o efeito anti-T. cruzi
desempenhado por essa quimiocina (Figura 26-C).

A IL-6 é outra importante citocina em respostas inflamatérias agudas que
apresenta efeitos locais e sistémicos, incluindo a inducao da sintese hepética de diversos
outros mediadores, a estimulacdo da producdo de neutréfilos na medula Ossea e a
diferenciacdo de linfécitos T auxiliares produtores de IL-17 (DUTRA et al., 2014;
FRICK, GRUNEBACH & AUTENRIETH, 2010). No caso da doenca de Chagas, esta
por sua vez induz a producdo de NO a fim de combater o parasito, o0 que,
consequentemente, intensificaria o processo inflamatdrio. As informaces descritas para
a citocina TNF e quimiocina MCP-1 corroboram com o encontrado para IL-6, uma vez
que esta também ndo sofreu um aumento na sua producéo (Figura 26-E).

Por outro lado, as citocinas IL-10 e TGF-p, ditas supressoras, estdo relacionadas
a suscetibilidade a infeccdo pelo T. cruzi através da inibicdo da ativacdo de macrofagos
mediada por IFN-y (DUTRA et al., 2014; MACHADO et al., 2012). Na figura 26-D foi
possivel observar que o 6leo reduziu de forma significativa a obtencdo de IL-10 apds a
adicdo de LPS+IFNy. Diante desses resultados, podemos realcar que Oleo de C.
densiflorus ndo estimula o processo inflamatorio, embora também nédo seja capaz de
reduzir a producédo de citocinas pré-inflamatorias por intermédio da citocina reguladora.

A apresentacdo das diferentes manifestacdes clinicas da doenca de Chagas pode
estar relacionada com a resposta imune do hospedeiro, a qual protege contra a
disseminacéo do parasito, em contrapartida, com um potencial de causar lesdo (DUTRA
et al., 2014; GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). Estudos prévios ja revelaram que o
infiltrado inflamatorio parece ser mais lesivo para as fibras cardiacas, 6rgdo mais
acometido na doenca de Chagas, do que para os préprios parasitos (BORGES et al.,

2009). Diante desta realidade, seria almejado que o ativo tripanocida utilizado na
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terapéutica da doenga ndo demonstrasse perfil pro-inflamatério exacerbado, fato este
que pode ser observado nos resultados encontrados em nosso trabalho.

Pesquisas avaliando o perfil anti-inflamatério de espécies do género
Cymbopogon vém sendo realizadas. Rungqu et al. (2016) demonstrou propriedades
efetivas dos Oleos essenciais de folhas e flores de C. validus sobre a inflamagéao
induzida por albumina de ovo fresca. Em adigdo, a administracdo oral e a aplicacéo
topica do 6leo de capim-limdo (C. citratus) também resultaram em atividade anti-
inflamatdria potente in vivo (BOUKHATEM et al., 2014), dado este que foi
reproduzido por Gbenou et al. (2013) para esta mesma espécie, bem como, para C.
flexuosus (CHANDRASHEKAR E PRASANNA, 2010) e C. winterianus (LEITE et al.,
2010).

Estudo feito por Ocheng et al (2016) com o objetivo de avaliar o efeito de dleos
essenciais sobre mediadores pré-inflamatorios demonstrou que o 6leo de C. nardus nao
revelou nenhuma acdo sobre a secrec¢do basal de IL-6, IL-8 e PGE,. Este relato confirma
os dados demonstrados anteriormente, em que nenhuma citocina pro-inflamatéria sofreu
interferéncia do 6leo de C. densiflorus ap6s adicdo de LPS+IFN-y. No entanto, a
secrecdo de IL-6 induzida por IL-1fB apresentou uma diminuigdo estatisticamente
significativa apenas na concentracdo de 15 pg/mL do 6leo de C. nardus em comparagao
com o controle contendo somente IL-1p. Apesar dessa diferenca, o dado encontrado néo
representa o esperado, visto que as concentracbes inferior e superior testadas ndo
revelaram esse mesmo perfil. No presente trabalho, apenas a concentracdo de 250
pg/mL foi capaz de reduzir a concentracao de IL-6 na presenca do estimulo.

Atividade do capim-limdo (C. citratus) e citral, principal composto desta
espécie, sobre a producdo in vitro de citocinas antes e depois da incubacdo com LPS foi
reportada por Bachiega e Sforcin (2011). Segundo o autor, todas as concentraces do
terpeno inibiram a producéo de IL-6 na auséncia do estimulo, o que corrobora com 0s
nossos dados. Esse efeito foi reproduzido para o citral apds adicdo de LPS, entretanto,
apenas a concentracdo de 100 e 250 pg/mL de C. citratus e C. densiflorus,
respectivamente, revelaram mesmo resultado. Em relacdo & producdo de IL-10 na
auséncia de LPS, nenhuma alteracdo significativa foi observada para C. citratus e C.
densiflorus, exceto na concentracdo de 62,5 ug/mL para esta Ultima espécie. Por outro

lado, reducdo na obtencdo dessa citocina foi encontrada para o citral em concentragdes
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superiores a 25 pg/mL. Esta acdo foi mantida para este composto e ambas as espécies
apos adicdo do estimulo inflamatorio. Estes resultados indicam, portanto, que o dleo de
C. densiflorus apresenta um efeito sobre a inflamagéo proxima ao composto isolado.

Concentragbes do 6leo de C. martinii e geraniol ndo mostraram efeitos
citotdxicos sobre mondcitos humanos, assim como, ndo afetaram a produgdo de TNF,
fato que também p6de ser observado em nosso estudo. Por outro lado, os tratamentos
utilizando C. martinii e geraniol aumentaram a producao de IL-10, exercendo, assim,
uma acdo anti-inflamatoria (ANDRADE et al., 2014), resultado este que ndo foi
encontrado para a espécie C. densiflorus.

Outro dado ja descrito é a inibicdo da sintese de mediadores inflamatoérios
envolvidos na migracdo celular, tal como TNF, pelo citronelol. Este composto é um
alcool monoterpénico prevalente em espécies como C. citratus e C. winterianus, o qual
de forma similar foi capaz de diminuir a produgdo de NO (BRITO et al., 2012b).
Resultado semelhante foi demonstrado por Francisco et al. (2013) para o extrato de C.
citratus, em que tanto a citocina TNF quanto a quimiocina CCL5 tiveram seus niveis
reduzidos.

Em adigdo, infecgbes causadas por microrganismos, como Candida albicans,
provocam aumento significativo de citocinas inflamatérias, TNF e IL-1B. Tratamento
com Oleo essencial de C. nardus mostrou niveis reduzidos destes marcadores
inflamatdrios comparados com animais ndo tratados, indicando, portanto, reducdo da
infeccdo, bem como, da progressdo da cicatrizacdo e reparacdao (KANDIMALLA et al.,
2016).

Tsai et al. (2011) também determinou a acdo anti-inflamatéria de C. martinii, a
qual reprimiu a acdo enzimatica de 5-LOX. Além disso, 0 ensaio de secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias a partir da dosagem de TNF, IL-1B ¢ IL-8 ndo exibiu
nenhuma diferenca notavel quando comparado com o controle negativo, corroborando
com 0s nossos dados. Por outro lado, essas citocinas foram reduzidas significativamente
pelo 6leo apds a estimulagdo por LPS, o que ndo estd de acordo para a espécie C.
densiflorus. Similarmente, extrato hidroetandlico de C. citratus mostrou uma reducéao
significativa na geragdo de TNF (TIWARI, DWIVEDI & KAKKAR, 2010). Estes
achados informam, portanto, que apesar de pertencerem ao mesmo Qgénero, essas

espécies reproduziram respostas sobre TNF de forma distinta.
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4.1.3. Dosagem de oxido nitrico

Durante o curso da infecgdo por T. cruzi e desenvolvimento da doenga, espécies
reativas podem ser produzidas como consequéncia da destruicdo de tecidos causados
por secrecbes toxicas do parasito, reacdes citotoxicas imunomediadas e danos
secundarios as mitocondrias (GUPTA, WEN & GARG, 2009). Dessa forma, a dosagem
de NO se revela importante como indicativo de um possivel desequilibrio oxidativo e,
por conseguinte, determinante na patogénese do paciente chagasico.

A producdo de NO foi estimada indiretamente, medindo-se a concentracdo de
nitrito para cada amostra a partir da equacdo da reta revelada pelo padrdo nitrito de
sodio (y= 8,5938x + 0,0389, R’= 0,9972), bem como, a analise intracelular deste radical
através do reagente fluorescente DAF2-DA. Na figura 27 estdo apresentados o0s
resultados dos niveis de NO para as concentragdes de 6leo essencial de C. densiflorus
que obtiveram viabilidade celular superior a 60% na auséncia ou presenca de LPS+IFN-
Y e os respectivos controles. Observa-se que ndo houve diferenga entre o controle e o0s
tratamentos que ndo foram estimulados quanto a resposta inflamatéria. Entretanto, ao
compararmos o controle positivo e as amostras contendo LPS+IFN-y, foi possivel
constatar reducdo estatisticamente significativa deste reativo em ambas as
metodologias. Dessa forma, pode-se inferir que este 6leo essencial ndo promove um
processo inflamatdrio nas concentracbes testadas, ao passo que também é capaz de
minimizar a inflamagdo estabelecida, uma vez que reduz a concentracdo de NO e
consequentemente a resposta pro-inflamatéria. Além disso, esse resultado também pode

sugerir um possivel poder redutor deste 6leo no desequilibrio oxidativo.
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Figura 27: Dosagem de dxido nitrico (NO) a partir do método de Griess (A), porcentagem de células
produtoras de 6xido nitrico (B) e intensidade média de fluorescéncia (C) através da citometria de fluxo,
apos tratamento de macrofagos J774 com diferentes concentraces de 6leo essencial (OE) de folhas de
Cymbopogon densiflorus na auséncia (-) ou presenca (+) de LPS (5 pg/mL) + IFN-y (100 ng/mL).
*Diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo, p<0,05.

Dentre as caracteristicas da fase aguda da doenca de Chagas é possivel observar
uma elevada parasitemia juntamente com um intenso processo inflamatério, o qual €
promovido como um mecanismo de defesa do proprio hospedeiro. Dessa forma, a
destruicdo das formas tripomastigotas na fase aguda da infeccdo é dependente, além de
outros fatores, da producdo de NO que é catalisado pela enzima iNOS (LIEKE et al.,
2006).

Entretanto, o NO, através do seu potencial oxidativo, pode ter um papel maléfico
na patogénese da doenca de Chagas. Concentracfes excessivas deste composto tém
efeitos nocivos devido a sua atividade pro-inflamatéria, causando, por exemplo, a perda
de neurdnios do plexo mientérico durante a fase aguda, o0 que posteriormente pode estar
relacionado com o0 megaesofago na fase cronica da doenga (ARANTES et al., 2004).
Além disso, estudos também demonstraram que niveis elevados de NO provocam dano
no DNA das células do coragdo e bago, levando a destruicdo das mesmas (RIBEIRO et
al., 2007).
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Sendo assim, na fase crénica a parasitemia é subpatente, devido ao controle da
proliferagdo do parasito pelo sistema imune. Em contrapartida, as sequelas das lesdes
desenvolvidas na fase inicial da doenca podem ter consequéncias patofisioldgicas,
principalmente no sistema cardiaco e digestivo. Ha evidéncias crescentes que sugerem
que a miocardite chagésica é resultado de lesbes induzidas por estresse oxidativo
sustentado que podem contribuir para a progressdao da doenca (GUPTA, WEN &
GARG, 2009).

Neste contexto, intervencfes que reduzam a geracdo ou os efeitos de espécies
reativas podem exercer um papel benéfico na prevencdo ou detencdo dos danos
oxidativos (GUPTA, WEN & GARG, 2009). Com isso, devem ser considerados o
tratamento especifico (erradicacdo do parasito) e o tratamento sintomatico (manejo de
lesbes e distdrbios produzidos pela parasitose), sendo ambos igualmente importantes
nas fases aguda e cronica da doenca de Chagas. Esta perspectiva pode ser em partes,
observada para o 6leo essencial de folhas de C. densiflorus, o qual, além de reduzir os
niveis de NO e possivelmente os danos por ele causado, também foi capaz de manter
seu efeito tripanocida, no entanto, por um mecanismo ndo dependente deste composto.

Mamani-Matsuda et al. (2004) reportaram o efeito da quercetina na
Tripanosomiase Humana Africana (THA) causada pelo parasito T. brucei. A atividade
desse flavonoide, que € facilmente extraido de diversas plantas, foi observada como
devido ndo apenas a sua acdo tripanocida direta, mas também a uma diminuicdo da
resposta pré-inflamatoria das células hospedeiras (diminuicdo do TNF e sintese de NO
em macrofagos humanos ativados).

Tsai et al. (2011) avaliou o potencial do 6leo de C. martinii em sequestrar
radicais através de metodologias variaveis, DPPH, B-caroteno e NO, encontrando
valores de Clsp equivalentes a 51,42; 0,99 e 56,93 pug/mL, respectivamente. Isto quer
dizer que atividades antioxidantes ndo sdo comparaveis quando sistemas de ensaios
diferentes sdo usados. Esta afirmativa esta de acordo para 0s nossos achados, uma vez
que foi possivel observar uma reducao significativa de NO pelo 6leo de C. densiflorus,
embora os dados encontrados por Seibert et al. (2019) para o teste de DPPH ndo tenham
sido satisfatorios (Clso = 14,6 mg/mL).

Em adigdo, Alitonou et al. (2006) pesquisou concomitante a atividade anti-

inflamatdria e antioxidante do 6leo de C. giganteus, encontrando valores de Clso 40 ppm
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e 1,18g/L, respectivamente. Mesmo que esta atividade antiradical observada seja fraca,
sua combinacdo com o efeito anti-inflamatério significativo poderia explicar as
atividades interessantes descritas para esta espécie botanica na medicina tradicional, em
particular no tratamento de doencas da pele. Citral € um aldeido isomérico de neral e
geranial, majoritamente encontrado no capim-liméo (C. citratus), o qual, segundo Lee et
al. (2008), foi capaz de inibir de forma significativa a produgédo de (NO) induzida por
LPS. Efeito semelhante foi comprovado por Tavares et al. (2015), Francisco et al.
(2011), Figueirinha et al. (2010) e Tiwari et al. (2010) apds adicdo do extrato
hidroetandlico, infusdo ou extrato aquoso obtidos através da hidrodestilagdo de C.
citratus, corroborando com o presente estudo.

Em humanos, a gravidade da doenca cardiaca foi correlacionada com altos
niveis plasmaticos de TNF e NO. O nivel de NO também foi aumentado em individuos
indeterminados em comparacdo com controles saudaveis. Apesar de estes oxidantes
reativos serem importantes para o controle do T. cruzi, 0s mesmos podem provocar
toxicidade aos componentes celulares dos hospedeiros (GUPTA, WEN & GARG,
2009). No entanto, essa problematica seria minimizada com o uso do 6leo de C.
densiflorus, uma vez que este, embora ndo tenha demonstrado efeito sobre as citocinas
pré-inflamatoérias, foi capaz de reduzir a concentracdo desta espécie reativa sugerindo,
assim, que seu efeito tripanocida ndo é dependente das citocinas dosadas, bem como,

um menor dano causado pelo estresse oxidativo seria esperado.
4.1.4. Dosagem de espécies reativas de oxigénio

Relatdrios recentes mostraram que a apoptose induzida em T. cruzi envolve
disfuncdo mitocondrial que causa um aumento na formacao de O; e leva a condicdes de
estresse oxidativo celular, o qual desencadeia o inicio das reacbes de morte celular
programada (DESOTI et al., 2012; PIACENZA et al., 2007). Além disso, niveis de
antioxidantes diminuidos (GPx e SOD) foram correlacionados com aumento nos niveis
de TNF e NO em pacientes humanos. Todas estas observagbes sugerem que uma
resposta antioxidante ndo é suficientemente ativada para eliminar as ERO durante a
doenca chagésica progressiva. O dano oxidativo agudo, portanto, parece ser um efeito
espectador de respostas inflamatorias suscitadas por T. cruzi, e pode ocorrer em todos 0s
tecidos musculares (GUPTA, WEN & GARG, 2009).
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Para avaliar se 0 dleo essencial de C. densiflorus poderia afetar o estado redox
intracelular, foi realizado um ensaio de citometria de fluxo usando a sonda DCFH-DA.
Esta sonda ndo é fluorescente até que seja hidrolisada pela estearase intracelular e
prontamente oxidada a diclorofluoresceina (DCF), altamente fluorescente na presenca
de ERO (PUENTE et al., 2019). Interessantemente, nenhuma diferenca estatistica foi
observada para a porcentagem de células produtoras de ERO, bem como, para a
intensidade média de fluorescéncia (IMF) apds adi¢cdo do Oleo essencial em relacdo ao
controle de células ndo tratadas, tanto na auséncia quanto na presenca do estimulo
inflamatorio LPS + IFN-y (Figura 28).

Segundo Sinha et al. (2014), anélises do Oleo essencial de C. martini
(Palmarosa) e C. winterianus (Citronela java) indicou a presenca de geraniol como o
componente majoritario. Analises da acdo dessas espécies, bem como, do monoterpeno
sobre a geracdo de ERO ndo indicaram mudanca alguma em comparagdo com o
controle para palmarosa e seu terpeno, 0 que esta de acordo com o presente estudo. No
entanto, um aumento significativo na geracdo desses radicais foi encontrado para
citronela. Este efeito elevado também foi relatado para o capim-limédo (C. citratus) e seu
principal constituinte, o citral. Contudo, estudo in vivo realizado por Li et al. (2018)
demonstrou que os tratamentos com C. flexuosus ou citral reduziram o estresse
oxidativo, assim como, 0 observado por Tiwari, Dwivedi e Kakkar (2010) para C.
citratus.

Adicionalmente, deoximikanolido, lactona sesquiterpénica isolada a partir de
Mikania micrantha e M. variifolia, ndo afetou o estado redox intracelular (PUENTE et
al., 2019). De forma semelhante, nenhuma alteracdo na producdo de EROs foi
observada para soulamarina, cumarina obtida através de Calophyllum brasiliense (REA
et al.,, 2013). Em outro trabalho, a pré-incubacdo com ciclosporina A reduziu
significativamente a producdo de ERO quando foi adicionado H,O, na cultura de
parasitos para induzir o estresse oxidativo (BUSTOS et al., 2015). Todos esses relatos
corroboram com 0s nossos achados e confirmam a existéncia de substancias eficazes
contra o parasito sem que haja um aumento do estresse oxidativo durante a infeccao.

Em contraste, um aumento de mais de 90% de células positiva para DCF-DA foi
verificado apos adi¢do de um derivado da B-lapachona sobre epimastigotas (ANJOS et

al., 2016). Similarmente, o tratamento com lactonas sesquiterpénicas obtidas a partir de
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Ambrosia spp. induziu o aumento da fluorescéncia desse marcador em epimastigotas
(SULSEN et al., 2016), assim como, 0 sesquiterpeno extraido de Drimys winter, em que
foi observado uma elevacdo dose-dependente na producdo de EROs em comparacéao
com o0s protozoarios nao tratados (BOMBACA et al., 2018). Estes resultados estdo de
acordo com os estudos feitos com o (-)-elatol, sesquiterpeno obtido através de
microalgas vermelhas Laurencia dendroidea (DESOTI et al., 2012), bem como, o
citronelal, um dos monoterpenos majoritarios do género Cymbopogon (SINGH,
FATIMA & HAMEED, 2016). Segundo Philion et al. (2017), extratos do capim-liméo
(C. citratus) também provocaram efetivamente um aumento na porcentagem de

readicais livres oxigenados.
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Figura 28: Dosagem de espécies reativas de oxigénio (EROs) apds tratamento de macrdfagos J774 com
diferentes concentracdes de 6leo essencial (OE) de folhas de Cymbopogon densiflorus na auséncia (-) ou
presenca (+) de LPS (5 pg/mL) + IFN-y (100 ng/mL) a partir da citometria de fluxo. A — Porcentagem de
células produtoras de ¢xido nitrico e B — Intensidade média de fluorescéncia. “Diferenca estatistica em
relacdo ao controle negativo, p<0,05. *Diferenga estatistica em rela¢do ao controle positivo, p<0,05.

Além disso, os tripanosomatideos contém uma mitocondria Unica que esta
associada as defesas antioxidantes rudimentares do parasito, tornando essa organela e
moléculas oxidativas alvos interessantes para a intervencdo terapéutica. A cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial € um ponto de verificacdo crucial para processos
redox, representando uma das principais fontes de ERO no parasito (MENNA-
BARRETO et al., 2014; SOEIRO et al., 2011). Segundo Andreu et al. (2011), derivado
do &cido cindmico induziu diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, o qual
estd associado ao aumento da producdo intracelular de ERO. O efeito tripanocida de
nafitofuranquinonas também foi associado a uma disfungdo mitocondrial, levando a
uma geracdo de ERO elevada (MENNA-BARRETO et al., 2009b). No entanto, uma
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acdo nessa organela acarretaria um desnivel no balanco redox e consequentemente
danos tanto no parasito quanto nas células de mamiferos.

Em adicdo, a peroxidacdo lipidica € uma consequéncia classica do aumento das
quantidades de ERO celulares, o que também pode levar a ruptura da membrana
plasméatica (MENNA-BARRETO et al., 2015). Contudo, j& foi proposto que uma
alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica induzida por um farmaco néo é
necessariamente acompanhada por alteracbes da funcdo mitocondrial e,
consequentemente, elevacgédo dos niveis ERO (REA et al., 2013). Segundo Vercesi et al.
(1991), a digitonina, glicosideo natural obtido da Digitalis sp., demonstrou aumentar a
permeabilidade da membrana plasmatica no T. cruzi, sem afetar a mitocondria. Todos
esses fatos esclarecem, portanto, a acdo do 6leo na superficie da membrana de forma
concomitante a auséncia de efeito sobre a geracdo de ERO, sugerindo que 0 mesmo atue
por uma via independente de espécies reativas como consequéncia de um dano na
membrana mitocondrial e que a inibicdo da biossintese do ergosterol ainda € o provavel
alvo de acéo.

Por outro lado, estudos recentes também vém demonstrando permeabilizacédo da
superficie plasmética, bem como, despolarizacdo do potencial da membrana
mitocondrial, no entanto, sem acarretar no aumento dos niveis ERO (ALEXANDRE et
al., 2017). Esta afirmacdo pdde ser comprovada por Philion et al. (2017), em que o
extrato do cha branco (Camellia sinensis) provocou uma disfungdo mitocondrial,
embora nenhum aumento na producdo desses radicais tenha sido observado. Dito isto, é
possivel que uma substancia leve a danos a mitocondria sem consequéncia de um
estresse oxidativo, sendo esta acdo de grande valia na descoberta de novas terapias
tripanocida, uma vez que seria mais segura as células de mamiferos. Como descrito
anteriormente, nenhum efeito foi demonstrado para éleo essencial de C. densiflorus
sobre a geracdo de ERO, indicando, portanto, que este ativo ndo age sobre a membrana
mitocondrial, apesar de que estudos posteriores devam ser efetuados para confirmar
esse relato.

A partir desta observagdo associada com os resultados obtidos na anélise in
silico para 0s compostos majoritarios deste 6leo essencial, também é possivel propor
que a inibicdo da proteina dissulfeto redutase (Glutationa) ndo seja o0 mecanismo

responsavel pelo efeito antiproliferativo do parasito. Embora esta propriedade tenha
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apresentado os maiores valores quando comparados com as outras a¢des bioldgicas, ndo
foi observado um aumento na producdo de radicias oxigenados apos tratamento com o

oleo, indicando, assim, a manutencdo funcional da glutationa.
4.1.5. Avaliacdo da expressdo da enzima iNOS

Sabe-se que citocinas como IFN-y, TNF e IL-12 ativam direta ou indiretamente
o principal mecanismo de controle da proliferacdo intracelular do parasito, o qual ocorre
através da geracdo de NO. Este radical é produzido pela isoforma induzivel de NO
sintase em resposta a IFN-y e em sinergismo com TNF (BORGES et al., 2009;
PAVANELLI, 2008). Sendo assim, a inducdo da iNOS € regulada positivamente por
citocinas pro-inflamatérias (DINARELLO, 2000) e negativamente por citocinas anti-
inflamatdrias como o TGF-f (VODOVOTZ, 1997) e a IL-10 (MOORE et al., 2001).
Além disso, complexos imunes, produtos virais e microbianos também induzem a iNOS
(MOORE et al., 2001; DINARELLO, 2000).

Ao contrério do efeito na producdo de ERO, uma reducdo significativa nos
niveis de NO foi relatada, sugerindo, dessa forma, que o 6leo essencial de C. densiflorus
atue especificamente nessa molécula nitrogenada durante o processo de estresse
oxidativo gerado pela condicdo inflamatéria da doenca de Chagas. Diante desses
relatos, avaliou-se a expressao da enzima iNOS e foi possivel observar uma reducao
estatisticamente significativa na sua intensidade de fluorescéncia em relacdo as células
ndo tratadas na presenca do estimulo inflamatério (Figura 29). Adicionalmente,
nenhuma diferenca foi encontrada entre o tratamento e as células ndo estimuladas,
confirmando, assim, que o 6éleo ndo induziu a expressao de iNOS, bem como, foi capaz
de reduzir a producdo de NO a partir da inibicdo dessa enzima.

Em concordancia aos resultados descritos para a producdo de NO, células
tratadas com a infusdo e o extrato aquoso obtido apds hidrodestilacdo de C. citratus
também revelaram inibicdo da expressdo de iNOS induzida por LPS (TAVARES et al.,
2015; FRANCISCO et al., 2011; FIGUEIRINHA et al., 2010). Estudo feito por Yu,
Yan e Sun (2017) reproduziu este resultado para o D-limoneno, um monoterpeno
presente em numerosas plantas, incluindo C. densiflorus. Outros compostos naturais
também vém demonstrando acdo modulatdria negativa sobre a expressédo desta enzima,

como o carvacrol, derivado dos géneros Origanum e Thymus (BARNWAL et al., 2018;
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XIAO et al., 2017), bem como, 4-O-methilbenzoilpaeoniflorino, isolado de Paeonia
lactiflora (Bl et al., 2017).
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Figura 29: Anélise da expressdo da enzima éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) em macrofagos J774
na auséncia (CN - controle negativo) ou presenca (CP - controle positivo) de LPS (5 pg/mL) + IFN-y
(100 ng/mL) apés tratamento com Oleo essencial (OE) de folhas de Cymbopogon densiflorus (250
pg/mL). A — Imagens obtidas através da microscopia confocal e B — Intensidade média de fluorescéncia
obtida através do software Image J. *Diferenca estatistica em relagéo ao controle positivo, p<0,05.

O fator de transformacdo de crescimento (TGF-B) inibe a expressdo de iNOS
através dos mecanismos de transcri¢do, pos-transcri¢do e pos-traducdo (VODOVOTZ et
al., 1993). Ja a IL-10 inibe a via dependente de arginina que leva a sintese do NO
(OSWALD et al., 1992), a qual, provavelmente, ndo € o alvo de acdo, uma vez que esta
citocina foi reduzida apés adicdo do 6leo essencial.

Posto isto, a expressao de citocinas pro-inflamatdrias é principalmente regulada
pela via NF-xB. Este fator nuclear leva a fosforilagdo da proteina inibitoria kB (IkB)
pela quinase IkB, com subsequente ubiquitinagdo e degradagdo pelo sistema de
ubitiquina-proteasoma. Esta degradacdo permite uma translocacdo rapida do NF-xkB
para o nucleo e a transcricdo de mediadores inflamatdrios, como citocinas, quimiocinas
e INOS (VITIELLO et al., 2012). De acordo com Francisco et al. (2013), o extrato de

C. citratus manteve a fosforilagdo de IkB e inibiu sua degradacdo, sugerindo acdo
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inibitoria sobre este fator. Este efeito havia sido demonstrado anteriormente por este
mesmo autor (FRANCISCO et al., 2011), no entanto, além da via NF-kB, C. citratus
inibe seletivamente a producdo de NO através das cascatas de sinalizacdo pro-
inflamatdrias p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) e JNK 1/2 (C-Jun NH2-
Terminal Kinase). Adicionalmente, segundo Lee et al. (2008), o citral, aldeido
isomérico de neral e geranial encontrado em C. citratus, inibiu eficazmente a atividade
transcricional e a expressdo de iNOS, suprimiu potentemente a atividade de ligacdo ao
DNA e a translocacdo nuclear de NF-xB, bem como, a fosforilagdao de IxB. Estes
resultados sugerem que este terpeno é um anti-inflamatorio potente e seus efeitos

N = =y =

NF-kB, possibilidade esta que também poderia ser aplicada ao 6leo de C. densiflorus.
4.1.6. Avaliacdo da expressdo da enzima COX-2

Os papéis da COX-2 e da PGE2 durante as infeccGes desencadeadas pelo T.
cruzi sdo amplamente discutidos na literatura, ja que ambos sdo mencionados como
indutores da imunossupressdo observada na fase aguda da doenca de Chagas,
favorecendo a persisténcia do parasita em células hospedeiras (PINGE-FILHO et al.,
1999). Em contrapartida, os inibidores de COX-2 diminuiram a internalizacdo do T.
cruzi nos macrofagos peritoneais de camundongos €, a0 mesmo tempo, aumentaram a
expressdo de IL-1p e nitrito, demonstrando a potencial a¢do desta enzima em favorecer
a infeccdo pelo parasito por modulacdo negativa dos mediadores pro-inflamatorios
(MALVEZI et al., 2014).

Assim como encontrado para a enzima iNOS, a expressdo de COX-2 apresentou
reducdo estatiscamente significativa quando comparada com as células ndo tratadas na
presenca do estimulo inflamatério (Figura 30). Por outro lado, nenhuma diferenca foi
demonstrada entre o tratamento e as células ndo estimuladas, indicando, assim, que o
6leo ndo induziu a expressdo desta ciclo-oxigenase, bem como, foi capaz de reduzir sua
atividade enzimética.

Diversos relatos na literatura j& comprovam a acdo de produtos naturais na
modulacdo de enzimas inflamatorias. D-limoneno é um monoterpeno encontrado em
especies vegetais variadas como do género Cymbopogon e demonstrou ser efetivo na

reducdo dos niveis de expressdo para COX-2 e, consequentemente para producdo de

SEIBERT, J. B. (2019) 201



APENDICE 4. Resultados e Discussao

PGE2 (YU, YAN & SUN, 2017). Outros terpenos como carvacrol (BARNWAL et al.,
2018; XIAO et al., 2017) e alcool perilico (TABASSUM et al., 2015) também
suprimiram efetivamente a atividade enzimatica desta ciclo-oxigenase. Os resultados do
estudo feito por Li et al. (2016) indicaram que a-pineno, linalol e 1-octanol contribuem
para a atividade anti-inflamatéria do 6leo de Boswellia carterii por meio da inibicdo da
expressdao de COX-2.

Em contrapartida, trabalho realizado por Francisco et al. (2011) revelou que o
extrato de C. citratus, assim como, suas fragcdes ricas em polifendis ndo afetaram a
expressdo de COX-2 induzida por LPS em macréfagos. Além disso, foi avaliada a
atividade inibitoria desta enzima para 16 iridoides isolados de quatro espécies
(Penstemon barbatus, Castilleja tenuiflora, Cresentia alata e Vitex mollis), no entanto,
apenas a loganina exibiu acdo contra COX-2 (RAMIREZ-CISNEROS et al., 2015).
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Figura 30: Analise da expressdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) em macréfagos J774 na auséncia
(CN - controle negativo) ou presenca (CP - controle positivo) de LPS (5 pg/mL) + IFN-y (100 ng/mL)
apos tratamento com 6éleo essencial (OE) de folhas de Cymbopogon densiflorus (250 pg/mL). A —
Imagens obtidas através do gel de Western blot e B — Grafico da razdo COX-2/p-actina. *Diferenca
estatistica em rela¢do ao controle positivo, p<0,05.

Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARs - Peroxisome
proliferator-activated receptors) sdéo membros de uma familia de receptores nucleares
de fatores de transcricdo dependente de ligantes. A subfamilia PPAR compreende trés
isotipos, PPARa, B/6 e y que desempenham diversos papéis no metabolismo de lipidios
e carboidratos, proliferacdo e diferenciacdo celular e inflamacdo (SONODA, PEI &
EVANS, 2007). Um metabdlito da prostaglandina PGE2 tem sido identificado como um
ligante natural potente para PPARy (FORMAN et al., 1995), suprimindo a expresséo de

COX-2 estimulada por LPS em macrdfagos. Esta agcdo é, portanto, regulada por um
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processo de retroalimentagédo (feedback) negativa (INOUE, TANABE & UMESONO,
2000). Carvacrol, extraido do 6leo essencial de Thymus vulgaris, foi identificado como
um supressor da expressao desta enzima inflamatoria e um ativador de PPARa e vy
(HOTTA et al., 2010), sendo este resultado reproduzido pelo 6leo de C. citratus e seu
componente majoritério, citral (KATSUKAWA et al., 2010). Sendo assim, é esperado
que 0s monoterpenos presentes no 6leo em estudo revelem seu potencial sobre COX-2
como consequéncia de sua atuacao neste receptor.

Todos esses prévios resultados sugerem que, em adicdo ao aumento da
permeabilidade da membrana plasmaética do parasito, o dleo essencial de folhas de C.
densiflorus também exerceu um efeito direto na reducéo do 6xido nitrico, bem como, na
expressao das enzimas INOS e COX-2, embora a geracao de citocinas pré-inflamatorias
analisadas ndo tenha sido alterada. Com isso, pode-se indicar que este O0leo apresenta
acOes tripanocida e anti-inflamatoria, sendo vantajoso seu uso na melhora da patogénese
chagaésica.

4.2. Avaliacao in silico da atividade anti-inflamatoria
4.2.1. Atividade anti-inflamatéria

Diante das andlises anteriores, foi possivel sugerir que o 6leo essencial de C.
densiflorus apresenta atividade anti-inflamatdria, uma vez que os niveis de NO foram
reduzidos, bem como, a expressdo das enzimas iNOS e COX-2. No entanto, os 6leos
essenciais sdao uma mistura natural complexa, contendo diversas substancias em
diferentes concentracfes, sendo que um ou dois compostos estdo presentes em maior
quantidade (BAKKALI et al., 2008). Sendo assim, foi conduzida a andlise in silico dos
constituintes majoritarios com o intuito de identificar os compostos deste 6leo essencial
responsaveis por esse efeito bioldgico.

Conforme pode ser observado na tabela 16, os compostos trans-p-menta-1(7),8-
dien-2-ol, cis-piperitol e cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol demonstraram alto potencial
como anti-inflamatorio (1), além de uma acdo, mesmo que pequena, como agonista de
IL-10 (2). Acdo de outros terpenos em conter a inflamacdo também ja foi relatada,
como D-limone (YU, YAN & SUN, 2017), carvacrol (BARNWAL et al., 2018; XIAO
et al., 2017), citral (LEE et al., 2008), alcool perilico (TABASSUM et al., 2015), o-
pineno, linalol e 1-octanol (LI et al., 2016), o que confirma os resultados encontrados
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para a espécie em estudo. Além disso, geraniol demonstrou um efeito estimulatorio na
producdo de IL-10, exercendo, assim, uma agdo anti-inflamatéria (ANDRADE et al.,
2014).

Por outro lado, todas as substancias mostram ser antagonista de 1L-10 (3). Essa
citocina anti-inflamatoria é importante na regulacdo da inflamacgdo e apesar de serem
baixos os valores, ndo seria desejavel sua inibi¢do. No entanto, este dado est4 de acordo
com os achados do presente trabalho, uma vez que foi demonstrada acdo anti-
inflamatdria do 6leo mesmo com o efeito inibitdrio para esta citocina. Fato semelhante
também foi comprovado para o citral, monoterpeno majoritario de C. citratus, em que
foi observado reducdo de IL-10 apds estimulo com LPS (BACHIEGA & SFORCIN,
2011).

Tabela 16: Previsfes in silico dos potenciais efeitos bioldgicos e mecanismos de ac¢do anti-inflamatéria

dos compostos majoritarios de O6leo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus, utilizando a
ferramenta PASS online.

Constituinte Potencial efeito biolgico e mecanismo de acdo
Folhas de Cymbopogon densiflorus 1 2 3 4 5 6 7 8
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,086 - 0,034 - 0,161 0,298 0,199 0,100
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,086 - 0,034 - 0,161 0,298 0,199 0,100
trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,587 0,180 0,145 - 0,301 0,305 0,390 0,061
cis-piperitol 0,696 0,118 0,153 0,113 0,207 0,391 0,028 0,280
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,587 0,180 0,145 - 0,301 0,305 0,390 0,061

*Valores da diferenca Pa-Pi (http: //www. pharmaexpert. ru/passonline), - Nao indicado ou insatisfatorio
(Pa < Pi). 1- Anti-inflamatorio; 2- Agosnista de Interleucina 10; 3- Antagonista de Interleucina 10; 4-
Antagonista de Interleucina 6; 5- Antagonista de Interferon gama; 6- Sequestrador de Oxido nitrico; 7-
Antagonista de 6xido nitrico; 8- Sequestrador de oxigénio.

Valores de baixo potencial foram apresentados em relagdo ao antagonismo de
IL-6 (4) apenas para cis-piperitol e no caso de antagonismo de IFN-y (5) para os
isbmeros de p-menta-2,8-dien-1-ol. Neste ultimo caso, acdo moderada foi relatada aos
outros compostos. Ambos os efeitos sdo esperados na atividade anti-inflamatoria,
porém, resultados prévios ndo demonstraram que o 6éleo atuasse sobre essas citocinas.
Segundo Bachiega e Sforcin (2011), o monoterpeno citral foi capaz de reduzir IL-6
tanto na auséncia quanto na presenca do estimulador inflamatério. Resultado
semelhante para a modulagdo de IL-6 foi demonstrada apds tratamento com D-limoneno
(YU, YAN & SUN, 2017), alcool perilico (TABASSUM et al., 2015) e carvacrol
(ARISTATILE, AL-ASSAF & PUGALENDI, 2013). Em adicdo, foi observada a
capacidade do timol em reduzir os niveis de IFN-y em ratos infectados por Toxoplasma
gondii (OLIVEIRA et al., 2016).
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Em relag&o as espécies reativas, todos 0s terpenos mostraram nimeros medianos
para atuarem como sequestrador de NO (6) e este dado foi reproduzido para 0s isdmeros
p-menta-1(7),8-dien-2-ol na acdo como antagonista de NO (7). No entanto, estes valores
foram superiores ao demonstrado para o sequestro de oxigénio (8), fato que esta de
acordo com o presente estudo, o qual revelou uma reducéo significativa na geragéo de
NO e manutencéo dos niveis de ERO.

Estudo avaliando acdo do carvacrol, monoterpeno fenolico presente em
Origanum vulgare e Thymus vulgaris, sobre o processo inflamatorio indicaram que este
composto inibiu a producdo de NO (XIAO et al., 2017), assim como, os resultados
encontrados para o citronelol (BRITO et al., 2012b). Adicionalmente, Bi et al. (2017)
avaliaram a capacidade de sequestrar esse radical de nove monoterpenos isolados de
Paeonia lactiflora e os resultados mostraram que os derivados de paeoniflorinos e
paeonidaninos foram claramente eficientes para esta agdo, assim como, na redugéo dos
niveis de IL-6.

Analise do geraniol, componente majoritario de C. martini e C. winterianus, ndo
indicou nenhuma alteracdo sobre a geracdo de ERO, corroborando assim, com o
resultado descrito anteriormente. Uma modulagéo negativa sobre a geragdo de radicais
oxigenados foi demonstrada por Li et al. (2018) apds tratamento com citral. Por outro
lado, C. citratus também é rico em citral e tanto a espécie quanto 0 monoterpeno isolado
intensificaram a producdo desses radicais (SINHA et al., 2014). Resultado semelhante
foi demonstrado para o citronelal, um dos monoterpenos majoritarios do género
Cymbopogon e que foi capaz de induzir o estresse oxidativo (SINGH, FATIMA &
HAMEED, 2016).

Diante desta andlise, foi confirmada a acdo sobre a inflamacéo e a inibicdo de
radicais livres desempenhadas pelos terpenos e pode-se sugerir, entdo, que 0s
compostos trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, cis-piperitol e cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol
sdo os principais responsaveis pelo efeito anti-inflamatério demonstrado para o 6leo
essencial de C. densiflorus, sendo esta atividade possivelmente relacionada com o seu

potencial em inibir os niveis elevados de NO.
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4.2.2. Avaliacéo da ligagdo molecular

A avaliagdo da ligagdo molecular forneceu vérios tipos de ligacdo entre as
principais substancias do 6leo essencial de C. densiflorus e as enzimas iNOS e COX-2.
Toda a andlise foi calculada pelo programa PyRx e as energias relativas foram usadas
para determinar a estabilidade relativa.

Na figura 31 estdo representados os sitios de ligacdo entre as enzimas iNOS (A)
e COX-2 (B) com os possiveis inibidores. Os principais resultados relacionados a
estrutura e energia dos complexos formados entre essas enzimas e 0S COMpOStos
majoritarios estdo descritos nas tabelas 17 e 18, respectivamente. Quercetina foi
utilizada como padrdo, uma vez que sua interacdo com iNOS e COX-2 ja é bem
elucidada (GOU et al., 2018; LESCANO et al., 2018; SINGH & KONWAR, 2012).

A energia intermolecular dos monoterpernos apresentou valores inferiores ao
padrdo e, apesar da pequena diferenca entre eles, os complexos mais estaveis foram
formados a partir dos compostos (a) e (e) (-5,9 kJ/mol) no caso da iINOS (Tabela 17). J&
para COX-2 essa interagdo é ainda mais favoravel, uma vez que valores entre -6,1 e -6,4
kJ/mol foram encontrados, sendo os constituintes (c) e (d) os provaveis responsaveis

pela inibicdo dessa enzima (Tabela 18).

Figura 31: Diagrama 3D demonstrando o sitio de ligacdo dos compostos majoritarios do dleo essencial
de folhas de Cymbopogon densiflorus e as enzimas 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (A) e ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) (B). a) trans-p-menta-2,8-dien-1-ol; b) cis-p-menta-2,8-dien-1-ol; c) trans-p-menta-
1(7),8-dien-2-ol; d) cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol; e) cis-piperitol.
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Tabela 17: Andlise da ligacdo molecular entre os compostos majoritarios do 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus e a enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS).

. Energia de x Interacéo ot s
Ligante ligacio (kd/mol) Interacdo de H eletrostatica Interacdo hidrofébica
MET325, TRP340,
a 9 MET368 i VALA416, TYR367, PHE420
-5,5 MET368 - VAL416, TYR367, TRP340
HI1S493, ARG252, PRO489,
c -5,6 ILE494 - LYS248
TRP340, PHE420, TYR367,
d .6 MET368 ILE427, VALA416, LEU417
e -5,9 TRP340 - TRP340, VAL416, TYR367
Quercetina 7.8 LEU203, ASN443, | ys439 ASN202

ASN233

a) trans-p-menta-2,8-dien-1-ol; b) cis-p-menta-2,8-dien-1-ol; c) trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol; d) cis-p-
menta-1(7),8-dien-2-ol; e) cis-piperitol.

Segundo Zhang et al. (2012), os residuos MET368, TRP366, GLY 365, TYR367,
PHE363, PRO344, GLN257, VAL346, ASN364, MET349, THR370 GLU371 e
TYR485 sdo aminoacidos essenciais para a atividade enziméatica da iINOS e uma agéao
dos inibidores dessa enzima € consistente com a capacidade de alterar a posi¢ao desses
importantes residuos. De acordo com a tabela anterior, uma interacdo com MET368
e/ou TYR367 foi encontrada para todos os compostos, exceto para (c), o que confirma o
potencial anti-inflamatorio encontrado previamente.

Sendo assim, a combinagdo da triagem virtual e produtos naturais representa
uma poderosa ferramenta para a identificacdo econdmica de moléculas bioativas. Em
trabalho feito por Zhong et al. (2014), uma abordagem de ligacdo molecular para
identificar inibidores da iNOS a partir de um banco de dados de produtos naturais ou
similares foi realizada. Posteriormente, 0S compostos que apresentaram os valores mais
altos nessa triagem foram avaliados in vitro quanto ao seu potencial em inibir a
producdo de NO, o que confirmou a acdo predita. Neste contexto, Wang et al. (2014)
também avaliaram a interacdo de diferentes compostos naturais e iNOS, indicando alta
confiabilidade na reproducdo do modo de ligagcdo experimentalmente observado para 0s
inibidores desta enzima. O monoterpeno a-terpineol é encontrado no 6leo essencial de
varias espécies pertencentes ao género Eucalyptus, sendo caracterizado pela sua
habilidade em inibir COX-2 e modular os niveis de NO. Estudo da ligacdo molecular
entre esse composto e a enzima iNOS foi conduzido e foram encontrados valores de
energia de ligacdo préximos a farmacos ja conhecidos pela agdo inibitdria dessa enzima,
como dexametasona e L-NAME (GOUVEIA et al., 2018).
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Tabela 18: Andlise da ligacdo molecular entre os compostos majoritarios do 6leo essencial de folhas de
Cymbopogon densiflorus e a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2).

. Energia de ligacio Interacéo . -
Ligante (ka/mol) cletrostatica Interacdo hidrofébica
a -6,3 - VAL291, LEU294
b -6,1 - VAL291, HIS207
c -6,4 - VAL291, LEU294
d -6,4 - VAL291, LEU294, HIS207
o 6.2 i ARG43, ARG469, LEU152,
' LYS468, PRO153
Quercetina -9,5 ASP125, ARG469 ARG43

a) trans-p-menta-2,8-dien-1-ol; b) cis-p-menta-2,8-dien-1-ol; c) trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol; d) cis-p-
menta-1(7),8-dien-2-ol; e) cis-piperitol.

Ramirez-Cisneros et al. (2015) avaliaram diferentes iridoides sobre acdo da
COX-2, sendo o &cido loganico o mais promissor com inibi¢éo acima de 80%. O estudo
da ligagdo molecular entre esse composto e a enzima demonstrou que a interacdo C4-
COOH com os residuos SER530 e TYR385 de COX-2 podem ser criticos para uma
potencial inibicdo enzimatica. TYR385 é conhecida por ser importante na manutencao
catalitica de COX-2 e esse tipo de interagdo também foi demonstrada por Zhang et al.
(2011). Além disso, os resultados de complexacdo entre um derivado de genipina e
COX-2 revelaram uma ocupagao no sitio “R” da enzima, o qual é composto pelos
residuos PHE518, HIS90, ARG513, VAL523 e SER353 (SUN et al., 2016). No entanto,
pode-se sugerir que outras regides também sdo cruciais para a reproducdo desse efeito,
uma vez que foi possivel observar uma inibicdo da COX-2, embora essas unidades
sejam diferentes das encontradas no presente trabalho. Esta variedade de residuos foi
observada por Shukla et al. (2014), os quais demonstraram a interacdo de mais de 20
compostos naturais com a COX-2 e foi possivel observar diferentes tipos de ligacdes de
acordo com o ligante, sendo destacadas as regides SER516 e TYR371.

Em sintese, os resultados da modelagem molecular do cis-piperitol e iINOS estdo
de acordo com a analise in silico da atividade anti-inflamatoria descrita anteriormente,
indicando seu potencial tanto na inibicdo da enzima quanto na reducdo dos niveis de
NO. Além deste componente, trans-p-menta-2,8-dien-1-ol também seria o responsavel
por impedir a acdo dessa enzima. Por outro lado, os isdmeros p-menta-1(7),8-dien-2-ol
atuariam sobre a COX-2 e juntamente com 0s outros compostos produziriam o efeito
anti-inflamatorio revelado pelo dleo. Esses resultados reforcam as vantagens do uso de

Oleos essenciais como principios ativos, uma vez que sua estrutura complexa permite a
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atuacdo em sitios bioldgicos distintos e, consequentemente a apresentacdo de diversos
efeitos.

No entanto, embora varios estudos reportem extratos e compostos isolados
obtidos a partir de plantas e algas com potencial para o tratamento da doenca de Chagas,
pouco € conhecido sobre seus mecanismos de acdo. Sendo assim, nenhum dado na
literatura referente ao efeito tripanocida do 6leo essencial de C. densiflorus e a atividade
anti-inflamatoria foi encontrado, bem como, a relacdo das vias envolvidas durante esses
processos. Esta realidade justifica a importancia do projeto desenvolvido e impulsiona

cada vez mais o interesse nesta linha de pesquisa.
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5. CONSIDERACOES

Na avaliagdo da atividade anti-inflamatoria in vitro do 6leo de C. densiflorus néo
foi possivel observar aumento nos niveis de TNF, IFN-y, MCP-1 e IL-6 entre o0s
controles e tratamentos mesmo apos estimulo com LPS+IFN-y. Em contrapartida, a
producdo de IL-10 foi reduzida significativamente. Dessa forma, espera-se que o efeito
dessas citocinas inflamatorias contra o parasito poderia ser mantido mesmo na presenca
do farmaco.

Por outro lado, as concentracbes de Oxido nitrico foram reduzidas
significativamente, assim como, a expresséo das enzimas iINOS e COX-2. Estes achados
sugerem um efeito anti-inflamatério do 6leo de C. densiflorus independente das
citocinas dosadas, bem como, um possivel efeito modulador no estresse oxidativo, uma
vez que a acdo tripanocida ndo estaria relacionada a presenca desses radicais livres.

O estudo in silico indicou que os compostos trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, cis-
piperitol e cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol devem ser os principais responsaveis pelo efeito
anti-inflamatorio demonstrado para o 0Oleo esencial de C. densiflorus, o qual ocorre
principalmente devido ao seu potencial em inibir os niveis elevados de NO. Além disso,
a avaliacdo da ligacdo molecular entre os compostos majoritarios deste Oleo e as
enzimas iINOS e COX-2 confirmou a capacidade do 6leo em impedir a atividade dessas

enzimas.
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