UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
PPGTA - PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

VIVIANE AUGUSTA DE MEDEIROS GARCIA CUNHA

OBTENCAO DE DISPERSOES SOLIDAS CONTENDO NARINGENINA E
AVALIACAO in vitro, in vivo e ex vivo DA MODULACAO DAS ENZIMAS DO
SISTEMA COLINERGICO

CAMPO MOURAO
2022



VIVIANE AUGUSTA DE MEDEIROS GARCIA CUNHA

OBTENCAO DE DISPERSOES SOLIDAS CONTENDO NARINGENINA E
AVALIACAO in vitro, in vivo e ex vivo DA MODULACAO DAS ENZIMAS DO
SISTEMA COLINERGICO

OBTAINING SOLID DISPERSIONS CONTAINING NARINGENIN AND
EVALUATION in vitro, in vivo and ex vivo OF THE MODULATION OF ENZYMES
OF THE CHOLINERGIC SYSTEM

Dissertacao apresentada como requisito para obten¢do do
titulo de Mestre em Tecnologia de Alimentos da
Universidade Tecnologica Federal do Parana — UTFPR.

Orientador: Prof. Dr. Odinei Hess Gongalves.

Coorientadora: Dra. Vanessa Kaplum Foleis.

CAMPO MOURAO
2022

Esta licengca permite remixe, adaptagdo e criagdo a partir do trabalho,
@ @@ para fins ndo comerciais, desde que sejam atribuidos créditos ao(s)
: autor(es). Conteudos elaborados por terceiros, citados e referenciados

4.0 Internacional nesta obra nao sdo cobertos pela licenca.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.pt_BR

Ministério da Educagao
Universidade Tecnologica Federal do Parana
Campus Medianeira r PR

L L A TR SO SEA FRDARL DO PARE AL

VIVIANE AUGUSTA DE MEDEIROS GARCIA CUNHA

OBTENCAO DE DISPERSOES SOLIDAS CONTENDO NARINGENINA E AVALIACZ}O IN VITRO, IN VIVO E
EX VIVO DA MODULACAO DAS ENZIMAS DO SISTEMA COLINERGICO

Trabalho de pesquisa de mestrado apresentado como requisito para
obtengdo do titulo de Mestra Em Tecnologia De Alimentos da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR). Area de
concentragdo: Tecnologia De Alimentos.

Data de aprovagdo: 31 de Maio de 2022

Odinei Hess Goncalves, - Universidade Tecnologica Federal do Parana
Ana Paula Peron, - Universidade Tecnologica Federal do Parana
Dr. Gustavo Petri Guerra, Doutorado - Fundacao Universidade Federal do Pampa -

Unipampa (Unipampa)

Documento gerado pelo Sistema Académico da UTFPR a partir dos dados da Ata de Defesa
em 31/05/2022.

Campo Mouriao
2022



Agradecimentos
Agradeco primeiramente a Deus pela vida e por tudo que me tem dado. Agradego ao meu esposo
e minha filha que sempre estiveram me apoiando € me mantendo firme nessa conquista.
Agradeco aos meus pais, sogros, cunhadas e cunhados pela rede apoio em todo tempo que
precisei.
Agrade¢o aos amigos em especial a Valeria Maria Costa Teixeira e Dayane Alves Ledo pelo
apoio e conselhos.
Agradeco a Bruna Franzon Rossi pela contribui¢do e ajuda no desenvolvimento dos resultados.
Aos demais alunos do programa que também apoiaram e ajudaram no desenvolvimento do
trabalho.
Agradeco aos professores e em especial ao meu orientador Professor Dr. Odinei Hess
Gongalves e doutora Vanessa Kaplum Foleis por contribuirem diretamente para a eficacia do
trabalho.
Agradeco a Universidade Federal Tecnologica do Parana Campus de Campo Mourdo pela

concessao da bolsa de Recursos Proprios do Campus que fomentou a realizagao da pesquisa.



Dedico esse trabalho em memoria de José Augusto de
Medeiros e Maria da Luz de Paula Medeiros meus
amados avos que além de otimos exemplos de pessoas
foram minha inspiragdo.



RESUMO
A naringenina ¢ um flavonoide derivado da naringina, sendo considerado um polifenol
glicosado da classe dos flavanonas presentes em plantas citricas como a toranja (Citrus
paradisi). Ela apresenta propriedades antioxidantes, e estudos recentes sugerem sua
eficacia emtratamentos de patologias relacionadas ao sistema nervoso central como
isquemia cerebral. A inibi¢ao reversivel da atividade da acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE) decorrente da acdo da naringenina revelam o potencial desta
para o tratamento de doengas do sistema nervoso, como a Doenca de Alzheimer. Porém,
sua baixa afinidade pela 4gua torna seu uso em alimentos aquosos um desafio
tecnologico e os métodos de obtengdo de dispersdes solidas tem se nostrado eficazes
para contornar tais pontos negativos da naringenina. Contudo, faz-se necessario avaliar
como a encapsulacdo pode afetar a atividade da naringenina. O presente trabalho avalia
a a¢do da naringenina e dispersdes solidas contendo naringenina sobre as enzimas do
sistema colinérgico em ensaios in vitro, in vivo € ex vivo. A dispersdo soélida foi
caracterizada por Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e por Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Forier (FTIR). Os ensaios in vitro analisaram a
atividade ea cinética das enzimas AChE e BChE utilizando o método de Ellman
modificado. As anélises in vivo foram realizadas em Drosophila melanogaster (DM)
realizando o teste de taxa desobrevivéncia e andlises ex vivo da atividade das enzimas
AChE e BChE através do método Ellman modificado, além das atividades das enzimas
catalase e superdxido dismutase. Os resultados de caracterizacdo da dispersdo solida
sugerem que a nanoencapsulacdo da naringenina ocorreu de forma satisfatoria. Os
ensaios in vitro realizados demonstraram que ocorreu inibigdo ndo-competitiva da
naringenina em relagio as enzimas AChE e BChE, apresentando valores de IC50 para a
enzima AChE de 99,4 uM e para a BChE de 627,6 uM. O ensaio de taxa de
sobrevivéncia demonstrou que tanto a naringenina livre quanto a dispersdo sélida ndo
promoveram alteracdo no tempo de vida das de DM, indicando baixa toxicidade. Os
ensaios ex vivo de DM frente as enzimas AChE e BChE ndo apresentaram atividade de
inibicdo da naringenina, contudo as analises com catalase e superoxido dismutase
confirmarama atividade antioxidante da naringenina também encontrada na literatura.
Portanto os resultados obtidos da caracterizagdo da técnica de dispersdo sélida na
producdo de nanoparticulas contendo naringenina mostraram a eficiéncia a
encapsulacdo bem como os resultados das enzimas AChE e BChE frente a naringenina

livre confirmaram a inibicao destas enzimas. A naringenina entdao apresentou resultados



que corroboram com a literatura e contribui para futuras pesquisas para sua utilizagdo

em alimentos.

Palavras-chave: naringenina; nanoparticulas; dispersao solida; acetilcolinesterase;

butirilcolinesterase.



ABSTRACT

Naringenin is a flavonoid derived from naringin, being considered a glycated polyphenol of the
flavanone class present in citrus plants such as grapefruit (Citrus paradisi). It has antioxidant
properties, and recent studies suggest its effectiveness in treating pathologies related to the
central nervous system such as cerebral ischemia. The reversible inhibition of
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) activity resulting from the
action of naringenin reveals its potential for the treatment of diseases of the nervous system,
such as Alzheimer's disease. Its low affinity for water makes its use in aqueous foods a
technological challenge and methods for obtaining solid dispersions have been shown to be
effective in overcoming such negative aspects of naringenin. However, it is necessary to assess
how encapsulation can affect naringenin activity. The present work evaluates the action of
naringenin and solid dispersions containing naringenin on the enzymes of the cholinergic
system in in vitro, in vivo and ex vivo assays. The solid dispersion was characterized by
Differential Scanning Calorimetry (DSC) and by Forier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR). In vitro assays analyzed the activity and kinetics of AChE and BChE enzymes using
the modified Ellman method. In vivo analyzes were performed on Drosophila melanogaster
(DM) performing the survival rate test and ex vivo analysis of AChE and BChE enzyme activity
using the modified Ellman method, in addition to catalase and superoxide dismutase enzyme
activities. The solid dispersion characterization results suggest that the nanoencapsulation of
naringenin occurred satisfactorily. The in vitro assays performed showed that there was a non-
competitive inhibition of naringenin in relation to the AChE and BChE enzymes, presenting
IC50 values for the AChE enzyme of 99.4 uM and for the BChE of 627.6 uM. The survival
rate assay showed that both free naringenin and solid dispersion did not change the lifespan of
DM, indicating low toxicity. The ex vivo DM assays against AChE and BChE enzymes did not
show naringenin inhibition activity, however the analyzes with catalase and superoxide
dismutase confirmed the antioxidant activity of naringenin also found in the literature.
Therefore, the results obtained from the characterization of the solid dispersion technique in the
production of nanoparticles containing naringenin showed the efficiency of encapsulation as
well as the results of AChE and BChE enzymes against free naringenin confirmed the inhibition
of these enzymes. Naringenin then presented results that corroborate the literature and

contribute to future research for its use in foods.

Keywords: naringenin; nanoparticles; solid dispersion; acetylcholinesterase;

butyrylcholinesterase.
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1. INTRODUCAO

Os compostos fenolicos ou polifendis possuem uma importante atuagdo na
preservacdo dos alimentos, conferindo fotoprotecdo contra micro-organismos € insetos nas
plantas, além de pigmentagao e preservagao de caracteristicas organolépticas. Os flavonoides
sao compostos fendlicos amplamente distribuidos em vegetais, frutas, ervas e nozes e alimentos
contendo flavonoides sdo amplamente consumidos por seres humanos (NAKAJIMA;
MACEDO; MACEDO, 2014; PINHO-RIBEIRO et al., 2016) . O estresse oxidativo ¢ causado
pelo excessode radicais livres os quais alguns desses sdo espécies reativas de oxigénio (EROS)
instaveis e altamente reativas, resultantes do processo metabolico aerdbico tradicional. O
interesse pela atividade antioxidante de alguns compostos como os flavonoides tém crescido,
pois dentre tantos efeitos benéficos também podem promover a inibi¢ao do surgimento de células
tumorais,na prevengao do aparecimento de outros danos celulares resultantes do desbalango

reacdo oxidante REDOX (VELLOSA et al., 2021).

Estudos sugerem a utilizagdo de naringenina em tratamentos de patologias
relacionadas ao sistema nervoso central como isquemia cerebral (AHMAD et al., 2020) e como
composto fitoterapico para tratamento do transtorno do espectro autista (BHANDARI;
PALIWAL; KUHAD, 2018). Flavonoides como a naringenina apresentam também atividade
inibitoria das enzimas colinesterases, possibilitando efeitos associados a neuroprotecdo do
tecido nervoso que sofre com o dano oxidativo. Inibidores de acetilcolinesterases (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE), que sdo enzimas analisadas para gerenciar condigdes
neurodegenerativas, melhoram a comunicacdo entre as atividades da via colinérgica e as

terminacgoes nervosas (YENER et al., 2020)

Embora a naringenina possua uma ampla gama de atividades bioldgicas, estudos
clinicos que exploram diferentes esquemas de administracao desta droga encontram dificuldade
na sua baixa solubilidade em 4gua e baixa biodisponibilidade. A naringenina ¢ solivel em
compostos organicos como etanol, dimetil formamida e dimetilsulféxido, contudo ela
apresenta-se pouco solivel em tampdes aquosos (JOSHI; KULKARNI; WAIRKAR, 2018a; KHAN
etal,2015)

A utilizagdo de dispersdes solidas tem sido amplamente estudada para obter vantagens
como maior solubilidade, reducao da dose, alta biodisponibilidade e direcionamento da droga
(ALMEIDA et al., 2018; JOSHI; KULKARNI; WAIRKAR, 2018). A dispersao solida ¢ uma
técnica usada para melhorar a solubilidade e a taxa de dissolu¢ao de compostos bioativos pouco
soluveis, através da utilizagdo de um composto bioativo, um polimero, que funciona como

um surfactante, ¢é



preparado por método de fusdo ou evaporagao do solvente. Por meio da dispersao solida,
o composto bioativo pode ter sua forma cristalina alterada e formar ou alterar o tamanho
das suasparticulas ou ainda melhorar suas propriedades umectantes (HELENO et al.,

2018; JOSHI; KULKARNI; WAIRKAR, 2018).

Existe a demanda por pesquisas que avaliam o potencial toxico de compostos
bioativos naturais que sejam transformadas por métodos ligados a Nanotecnologia para
que estas sejam empregadas de forma segura na industria alimenticia e farmacéutica.
Estudos comorganismos vivos como a mosca da fruta, Drosophila melanogaster, sao
amplamente utilizados pois possuem mecanismos metabdlicos semelhantes ao ser
humano, além da semelhanga com a sequéncia genética humana (MENESES et al.,

2019; LUSHCHAK et al., 2011).

Diante da atividade apresentada em estudos da naringenina em demais
aplicagdes este estudo visa a apresentar os resultados da naringenina frente as enzimas
do sistema colinérgico desenvolvendo também dispersoes sélidas contendo naringenina

afim de corroboras com os resultados benéficos ja encontrados na literatura.
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2.  OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a a¢do da naringenina, livre e na forma de dispersdes solidas, sobre as enzimas
do sistema colinérgico por meio de ensaios in vitro € ex vivo, além de avaliar a taxa de

sobrevivéncia de Drosophila melanogaster exposta a diferentes concentragdes de naringenina.

2.2. Objetivo especificos

- Avaliar o efeito modulador da naringenina livre sobre as enzimas acetilcolinesterase (AChE)

e butirilcolinesterase (BChE) em experimentos in vitro;

- Avaliar a cinética enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) e da butirilcolinesterase (BChE)

na presenc¢a de naringenina livre em experimentos in vitro;

- Produzir dispersdo sélidas contendo naringenina utilizando a Poloxamer 407 como polimero

encapsulante;

- Caracterizar as dispersoes solidas por meio das técnicas Calorimetria Diferencial de Varredura

(DSC) e Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);
- Avaliar o efeito da naringenina sobre a taxa de sobrevivéncia de Drosophila melanogaster;

- Avaliar os efeitos do homonegeizado de Drosophila melanogaster sobre a atividade das

enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE em experimentos ex vivo;

- Avaliar o efeito do homogeneizado de Drosophila melanogaster sobre a enzimas catalase

(CAT) e superoxido dismutase (SOD) em experimentos ex vivo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Naringenina

A naringenina (Figura 1) ¢ conhecida como 4°,5,7-trihidroxiflavona 7-ramnoglicosideo
e contém a estrutura basica de um flavonoide, juntamente com duas unidades de ramnose
ligadas a sua por¢do aglicona. Quando a naringina ¢ glicosada pela atividade do complexo
enzimatico naringenase que ¢ formado pela o— L-ramnosidase e pela f — D- glucosidade,
produz-se a naringenina (4’-5,7-tri-hidronofavonona) e glicose. A naringenina ¢ incolor e
insipida derivada do rapido metabolismo da naringina pelas enzimas hepaticas denominadas
naringinase. A naringinase existe em leveduras, plantas e fungos, ¢ comumente disponivel no
género Aspergillus e hidrolisa a naringina em naringenina, ramnose, glicose ¢ prunina. Devido
aos efeitos inibitdrios da naringina sobre as enzimas hepaticas, o consumo de suco de toranja
pode inibir o metabolismo ou aumentar a concentragdo de farmacos que sao metabolizados no
figado, podendo alterar a farmacocinética e levar a toxicidade (MOGHADDAM et al., 2020;
KARIM et al., 2018; RIBEIRO, 2011). A naringenina apresenta maior concentracao nas partes
solidas das frutas em relacao ao suco devido a sua distribui¢do depender das concentragdes de

biossintese das enzimas (Amin et al., 2020).

Figura 1: Estrutura quimica naringenina.

] OH

Naringenin
HO

Fonte: AMIN et al., (2020)

Os métodos tradicionais de extracdo e purificacdo da naringenina a partir de fontes
naturais sdo limitados por alto custo, baixo rendimento e demandam alto tempo de extragdo. A
producdo de naringenina em microrganismos ¢, nesse sentido, recomendada como um dos
métodos alternativos para obter alto rendimento com baixo custo (KARIM et al., 2018). Para

fins comerciais ou cientificos, a naringenina pode ser adquirida comercialmente com grau
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analitico (KAPOOR et al., 2019; KUMAR et al., 2015). Embora Zhou et al. (2014) tenham
avaliado que a naringenina ¢ soluvel na composi¢ao binaria dgua e etanol, a biodisponibilidade
da naringenina € inferior a 5% quando administrada oralmente, e isto pode estar relacionado a
sua solubilidade em condigdes naturais e sua suscetibilidade a degradacao por fatores fisico-

quimicos, como luz, calor, umidade e oxigénio.

Em relagdo a toxicidade da naringenina, estudos com anfibios apresentaram
resultados toxicos com altas doses (10 mg/L). Sobre seus efeitos antiestrogénicos, a naringenina
atua por meio de mecanismos mediados por receptores de estrogénio em concentragdes testadas
em ratos superiores a 40 mg/individuo apresentou toxicidade, ndo havendo relatos em testes
com concentra¢des menores (AMIN et al., 2020. Outros testes em camundongos apresentam

bons resultados com a concentragdo de 200 nmol/kg para a inibicdo de metéstases pulmonares.

(GALATI; O’BRIEN, 2004).

3.2. Encapsulacio da naringenina

Nanocépsulas sdo compostas por substancias que funcionam como surfactantes ou
polimeros que se misturam e melhoram a estabilidade de compostos e sua absor¢ao (ALMEIDA
etal., 2018b; BUDEL et al., 2020). A encapsulag@o pode possibilitar a preservagdo da atividade
antioxidante das moléculas e proporciona seu consumo. Desta forma, pode garantir uma vida
util prolongada de algumas moléculas podendo evitar sabores desagraddveis como

adstringéncia, amargura quando em alta concentracao (KERDUDO et al., 2014).

M¢étodos de encapsulamento podem ser desenvolvidos com o intuito de proteger e
aprimorar a atividade in situ desses compostos (BUDEL et al., 2020; KERDUDO et al., 2014).
Estudos mostram que a naringenina encapsulada apresenta menor toxicidade que a sua forma
livre (CHAURASIA et al., 2018). Testes em coelhos com degeneracdo macular relacionada a
idade utilizaram naringenina nanoencapsulada em matrizes de éter sulfobutil-ciclodextrina e
quitosana por gelificagdo idnica. As nanoparticulas foram avaliadas em relagdo ao tamanho,
potencial zeta, morfologia, além de caracterizacdo por Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC). Observou-se que a solubilidade da naringenina aumentou consideravelmente com a

utilizacao destes encapsulantes (ZHANG et al., 2016).



17

Quando nanoencapsulada em quitosana, alginato e sulfato de sdédio com cloreto de
calcio como reticulante (MAITY et al., 2017), a naringenina foi liberada de forma lenta e
sustentada e de acordo com a sensibilidade do flavonoide ao pH. Nos estudos in vivo, utilizando
a naringenina, nos quais ratos foram induzidos aos diabetes por estreptozotocina, observou-se

uma diminuicdo da glicemia.

Malgarim et al. (2016) compararam nanocapsulas preparadas pela técnica de
deposicao interfacial de polimero pré-formado utilizando Eudragit L 100, monoestearato de
sorbitano, etanol, adipato de diisopropila e 4gua. A naringenina e a naringina foram adicionadas
até concentragdes de 2 mg/mL. Foram avaliadas as propriedades fisico-quimicas, o teor nas
suspensdes ¢ a eficiéncia de encapsulagdo da naringina e da naringenina. As nanocapsulas
foram submetidas a teste in vivo com a linhagem celular Vero. Devido as suas caracteristicas
lipofilicas e a baixa solubilidade em 4agua, a naringenina apresentou menor taxa de liberagdo e
indicou que teve afinidade pela matriz polimérica e pelas goticulas de 6leo constituintes da
formulagdo. Tais resultados denotam que diversos fatores podem afetar a libera¢ao de fArmacos
como a degrada¢do da matriz polimérica, massa molar, afinidade entre o ativo e o polimero e a

estrutura quimica do composto.

A B-lactoglobulina, uma abundante proteina do soro do leite, foi avaliada para
encapsulacdo da naringenina através de fortes ligagcdes entre naringenina e a proteina
(SHPIGELMAN et al., 2014). A formagdo de tais complexos permitiu a solubilizacdo da
naringenina e impediu a cristaliza¢do do flavonoide até trés vezes o seu limite de solubilidade.
Como a naringenina ¢ absorvida no célon apds a desglicosilagdo da naringina por enzimas
bacterianas, sugere-se que absor¢do da naringenina se inicie no comego do trato digestivo para
isto € necessario pesquisas que avaliem a biodisponibilidade dessa absor¢do em nanocapsulas

e propriedades sensoriais da naringenina quando solubilizada com B-lactoglobulina.

Outra alternativa para melhorar a estabilidade e dissolu¢do da naringenina foi
apresentada por GRATIERI et al. (2020) que por meio do procedimento de precipitagdo com
mudanga de solvente, obtiveram complexos de inclusdo de ciclodextrina com naringenina,

sugerindo o aumento da viabilidade industrial da utilizagdo da naringenina.

3.3.Dispersao Solida
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A dispersdo solida surgiu pela primeira vez em 1961 com a formag¢do de uma mistura
eutética proposta por Keiji Sekiguchi e Norobu Obi. Tal mistura composta por um farmaco
(sulfatiazol) pouco soliivel e uma matriz altamente soluvel e cristalina (ureia) preparada por
meio do processo de fusao da mistura fisica do medicamento e da matriz que logo sofreu uma
rapida solidificagdo. Outros pesquisadores relataram a utilizagdo da solugdo so6lida na qual um
medicamento fosse disperso molecularmente em meio soluvel e as vantagens da mistura
eutética (CHIOU; RIEGELMANT, 1971) Nesse contexto, a técnica de dispersao solida consiste
na mistura de um polimero encapsulante e o composto bioativo a ser encapsulado (hidrofébico)
que sdo solubilizados em um solvente organico comum (etanol ou uma solug¢do hidro-
alcodlica). Em seguida, sdo submetidos a sonicacdo, para inducdo da interagdo por ligacdo de
hidrogénio entre o polimero e as moléculas a serem encapsuladas, finalizando com a evaporagao

de todos os solventes utilizados (HELENO et al., 2018).

O Poloxamer 407 ¢ um dos copolimeros em bloco que contém aproximadamente 70%
de unidade de polioxietileno e 30% de blocos de polioxipropileno. Em concentragdes de 20%
ou mais em solugcdo aquosa o Poloxamer 407 apresenta propriedade de gelificacdo térmica
reversivel. Essas preparacdes transformam-se de solucdes de baixa viscosidade em géis semi-
solidos apds aquecimento de 4 °C até a temperatura corporal (37 °C). Essas propriedades
tornam o Poloxamer 407 um veiculo promissor para liberagdo controlada (WHITE;

CALABRESE, 2022).

3.4. Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico ¢ formado por uma extensa rede de neurdnios de projecao
denominados de neurdnios colinérgicos que possuem mecanismos que sintetizam e liberam
acetilcolina (Ach) (PEPEU; GRAZIA GIOVANNINI, 2017). O sistema colinérgico ¢
responsavel por regular varios aspectos da funcdo cerebral, como processamento sensorial,
atencdo, sono, aprendizagem, memoria e excitacdo, além de modular a atividade neural via
receptores de Ach (LI et al., 2017). A Ach € o neurotransmissor mais abundante no corpo € o
neurotransmissor primario no cérebro, responsavel pela transmissdo colinérgica

(ANJANEYULU; DHARMA RAO; BAJAJ, 2021).

As enzimas colinesterases também compdem o sistema colinérgico e t€ém por fungao
hidrolisar o neurotransmissor Ach em acetato e colina. Dentre as enzimas presentes no sistema

nervoso central, hda a familia das colinesterases (ChEs) que sdo representadas pela
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acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e pela butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.18)
(ARAUIJO et al., 2016). A AChE ¢ a BChE sdo chamadas também de enzimas irmis, sendo
responsaveis pela hidrolise da Ach em colina e acido acético (ORHAN et al., 2018). A AChE
possui alta atividade catalitica e se localiza principalmente em jung¢des neuromusculares e
sinapses cerebrais colinérgicas, bem como eritrocitos (ARAUJO et al., 2016). Ela possui um
papel fundamental no funcionamento neural por meio das vias colinérgicas, além de finalizar

os impulsos nervosos ao catalisar a hidrolise da Ach (ORHAN et al., 2018).

A enzima AChE desempenha um papel fundamental na hidrolise do neurotransmissor
Ach e tende a se depositar dentro dos emaranhados neurofibrilares e placas amildides
relacionadas com a doenga de Alzheimer (DA) (ANJANEYULU; DHARMA RAO; BAJAJ,
2021).

Inibidores das colinesterases podem ser utilizados como agentes farmacologicos de
primeira linha para o tratamento de doencas (DA). Existem varios medicamentos aprovados
baseados na inibi¢do reversivel das ChEs, como tacrina, rivastigmina, donepezil e galantamina.
No entanto, o uso dos presentes inibidores das ChEs possui algumas limita¢cdes devido aos seus
efeitos colaterais como nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal, anorexia (KHAN et al., 2018;

LEMES et al., 2016; ORHAN et al., 2018).

A BChE, também conhecida como pseudocolinesterase, ¢ expressa na glia e em areas
selecionadas do sistema nervoso central e periférico. Ela se diferencia da AChE por seu
substrato butirilcolina (BCh) e sua sensibilidade a inibidores seletivos (MARINHO et al., 2019;
ROCHE et al., 2009). A func¢ao principal da BChE ¢ hidrolisar os varios ésteres de colina que
sao formados durante processos metabolicos, como a BCh que possui uma poderosa acao
nicotinica e € o substrato ideal para a BChE (BECKETT; VAUGHAN; MITCHARD, 1968). A
BChE ¢ encontrada em maior parte no plasma sanguineo sendo por este motivo conhecida
também como colinesterase plasmatica, e possui menor seletividade em relagdo a AChE

hidrolisando tanto a Ach quanto a BCh (ARAUJO et al., 2016).

A AChE e a BChE apresentam semelhangas em suas estruturas, sendo seus aminoacidos
homologos em aproximadamente 50%. A heterogenia ¢ responsavel em conferir seletividade
tanto aos substratos quanto aos inibidores destas enzimas (ARAUJO et al., 2016). Varios
eventos celulares e moleculares participam na progressdo de doengas neurodegenerativas,
incluindo ativagao de apoptose neuronal, comprometimento de fungdes mitocondriais,
depositos de proteinas agregadas, citotoxicidade e aumento de dano oxidativo (LIAQUAT et

al., 2018). Estudos indicam que alguns flavonoides podem atuar na inibi¢do reversivel da
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atividade da AChE, aumentando a concentra¢do desse neurotransmissor colinérgico (KHAN et
al., 2018). A descoberta de novos inibidores das enzimas AChE, a BChE que podem estar
relacionadas com a DA tem por objetivo aumentar os niveis de Ach para melhorar a transmissao
e cognicao colinérgica, pois a inibi¢do das principais enzimas colinesterases podem diminuir

os sintomas da DA (MEHTA; ADEM; SABBAGH, 2012).

Estudos sobre a inibi¢do da atividade da AChE e BChE decorrente da agdo da
naringenina revelam o potencial da naringenina para o tratamento de doencgas do sistema
nervoso (LEE et al., 2018; UMUKORO et al., 2018). Na literatura, ha descricio da
concentragdo que inibe 50% da atividade das ChEs (ICso), sendo que a naringenina apresentou
uma faixa de inibi¢do da AChE entre 28,2 a 1345 uM (SARKAR; ULLAH; PROTTOQOY, 2020).
Conforme Lee et al. (2018) a naringenina apresentou ICso para a AChE igual a 42,66 uM e
para a BChE o valor foi maior que 100 uM.

3.5 Atividade Enzimatica

Nesse item estdo compiladas informagdes sobre o modo de a¢dao das enzimas e sobre
como determinadas substincias podem agir como inibidoras enzimaticas, pois elas sao
importantes para o entendimento da acdo da naringenina como modulador enzimatico. Salvo
quando indicado, esse item foi embasado nas obras de Liberato; Oliveira (2019), Marzzooco

(2015) e Nelson; Cox (2014).

3.5.1. Cinética Enzimatica

As enzimas sdo proteinas que possuem atividade catalisadora, ou seja, atuam
aumentando a velocidade das reagdes quimicas, que na auséncia de uma catdlise seriam
extremamente lentas. A reacdo catalisada por enzima pode ser esquematizada da seguinte

forma:

Substrato (S) + Enzima (E) — (ES) — Produto (P) + Enzima (E)
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Muitas enzimas apresentam fendas com dimensdes fixas que permitem a insercao
somente de compostos com determinada configurag¢do, ou seja, o substrato se ajusta a esses
sitios de ligagdo como uma chave se ajusta a fechadura. Esse conceito ¢ denominado de modelo
chave-fechadura que foi proposto por Fisher em 1980. Outro modelo de ligagdo de enzima-
substrato proposto por Koshland em 1958 mostra-se mais flexivel pois define que os sitios
ativos dessas enzimas ndo estdo completamente pré-formados e que a interagdo enzima-
substrato promove uma alteragao conformacional da enzima que forma o sitio ativo de a

estrutura correta para interagir com os grupos funcionais do substrato.

A estrutura tridimensional e a forma das enzimas podem ser afetadas por fatores que
promovam a mudancas conformacionais das proteinas. Com isso, a atividade enzimatica
depende da concentracdo e especificidade da enzima, natureza do substrato e do meio como
fatores de temperatura e do pH (KUROZAWA; PARK; HUBINGER, 2009). A eficiéncia da
catalise depende do encontro da enzima com substrato com conformagao e cargas adequadas
que promovam a interacdo entre eles. Considera¢des em relacdo a pH e temperatura sdao

pertinentes quando ocorrem principalmente estudos de atividade enzimatica in vitro.

A reagdo catalitica ocorre em duas etapas: na primeira, a enzima (E) se liga ao substrato
ou substratos ¢ forma um complexo denominado enzima-substrato (ES). Na segunda fase o
produto ¢ liberado e a enzima volta a sua forma livre e pode entdo se ligar a outra molécula de
substrato (CERONI; VANIN, 2021). Durante a cinética enzimatica, partindo de uma reagdo em

que hé apenas um substrato (S) e um produto (P), tem-se que:

Ky
E+S 2ES
K,
K3
ES —E+S
Ky K3

E+S2ES —-E+P

K>
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a formagdo do complexo enzima-substrato (ES), que acontece na primeira fase, ocorre em uma

velocidade maior que a sua decomposicao, segunda fase, e as equagdes de velocidades dessas

fases sdo:
Vi = K1 [E][S]
Vs = K; [ES]
comK, > K, > K;
Onde,

K = constante da velocidade de formagao do complexo ES;
K> = constante de velocidade de dissociagdo de ES em E+S;
K3 = constante de velocidade da formagdo do produto.

Com isso, a velocidade da formacgdo do produto ¢ igual a V3 ja que esta € a etapa mais
lenta e limitante do processo. A atividade de uma enzima pode ser determinada de acordo com
a velocidade de conversdo do substrato em produto pela agcdo enzimatica, podendo ser obtido
pela variagdo da concentragdo do substrato ou por integragdo da equagdo de Michaelis-Menten
que permite a determinacdo dos parametros cataliticos a partir de um ensaio (OLIVEIRA;
SILVA, 2017) . A determinag¢do pela equacdo de Michaelis-Menten se d4 por ajuste ndo linear
de modelos cinéticos aos dados de uma curva progressiva de formacdo do produto ou de
decaimento do substrato ao longo do tempo. Ajustes ndo lineares possuem vantagens sobre o
tratamento linear de dados de catdlise enzimdtica, como por exemplo, os graficos de

Lineweaver-Burk.

3.5.2 Equacoes de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk

A equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 2) pode ser alterada algebricamente na forma

da Equacgdo e, conhecida como Equacao de Lineweaver-Burk (Equagao 3).

_ Vmax [S] 2
° Km+[s)
1 K 1
T 3)
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A utilizagdo da equagdo de Lineweaver-Burk produz uma representagdo duplo-reciproca,
que também ¢ chamado de grafico de Lineweaver-Burk (Figura 2) que tem por vantagens
permitir uma determinagao mais assertiva de Vimax obtida apenas aproximadamente nos graficos
mais simples de Vo versus [S], além de auxiliar na diferenciacdo dos mecanismos de reagao

enzimatica (NELSON; COX, 2014).

Figura 2. Grafico de duplo-reciproco de Liweaver-Burk.

Inclinacao

Va [n'.l.- mm}

Fonte: NELSON; COX, (2014)

A determinagdo do tipo de inibidor ou inibi¢do de uma reagdo enzimatica pode partir da
realizacdo de dois conjuntos de experimentos. Nos primeiros experimentos deve-se manter a
concentracdo do substrato [S] e altera-se a concentra¢do do inibidor [I] permitindo medir o
efeito do aumento da [I] sobre a velocidade inicial, j& no segundo experimento mantem a [I] e

a constante [S]. Os resultados sdo usados para construir um grafico 1/Vo versus 1/[S].

3.5.3. Inibidores Enzimaticos

As enzimas catalisam quase todos os processos celulares, porém existem moléculas que
interferem na catalise e sdo chamados de inibidores enzimaticos. O estudo de inibidores

enzimaticos fornece informacdo sobre os mecanismos enzimaticos e ajuda a desvendar algumas
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vias metabdlicas. Existem duas amplas classes de inibidores enzimaticos: reversiveis e

irreversiveis, classificados segundo a estabilidade de sua ligagdo com a molécula.

Os inibidores irreversiveis reagem quimicamente com as enzimas inativando-as
definitivamente e ocorre de forma progressiva, aumentando com o tempo até que se atinja a
maxima inibicdo (MARQUES; YAMANAKA, 2008). Como exemplo, tem-se 0s compostos
organofosforados, que formam ligagdes covalentes com o grupo hidroxila de residuos do
aminoacido serina ou de iodoacetamida reagindo com o grupo -SH de residuos do aminoacido
cisteina. Porém, estes inibidores se tornam toxicos ao organismo pois podem inibir a acao de
qualquer enzima ja que se ligam a aminoacidos que comumente aparecem na estrutura das
enzimas. Outro inibidor irreversivel, porém, com baixa toxicidade, ¢ a penicilina que inibe as
enzimas da sintese da parede celular bacteriana, desestruturando a parede celular que fica sujeita
a lise. Esta acdo inibitéria da penicilina torna-se ideal pois o agente terapéutico atua

especificamente sobre uma enzima bacteriana.

A inibicdo reversivel das enzimas é um processo caracterizado por taxas de
ativacdo/desativacao altas de modo que o equilibrio entre enzima (E), inibidor (I) e enzima-
inibidor (EI) se estabelece em segundos e pode ocorrer com dois tipos de inibidores, os

competitivos e nao competitivos (LUSHCHEKINA; MASSON, 2020).

Os inibidores competitivos sdo aqueles que competem com o substrato pelo sitio ativo
da enzima, pois por apresentarem caracteristicas semelhancas ao substrato, sdo capazes de se
ligar a enzima formando um complexo EI que ¢ semelhante ao complexo ES, porém ndo gera
produto, decrescendo a atividade enzimatica. Por se tratar de um processo reversivel, a ligacao
deste tipo de inibidor ao mesmo sitio de ligagcdo do substrato e a molécula da enzima ¢ liberada,
seja por dissociacdo do complexo EI ou ES esta ira associar-se a moléculas de substrato ou
inibidor e essa probabilidade depende das concentra¢des e das afinidades relativas entre a
enzima e o substrato e a enzima e o inibidor. Neste caso, ocorre a alteracdo do valor de Ky, que
aparece maior do que o da reacdo normal. No entanto, este valor ndao pode ser utilizado como
uma medida de K, que deve ser realizada na auséncia de inibidores. Assim o novo valor da
constante medido na presenca de inibidores ¢ chamado de K aparente e este ¢ comparado com

o valor do K para determinagao do tipo do inibidor.

Os inibidores competitivos sdo muito empregados por sua atividade terapéutica, por
inibirem as reacdes que ocorrem especialmente em organismos parasita, virus ou bactéria.

Como exemplo dessa inibicao temos a utilizagdo do medicamento zidovudina (AZT) que atua
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como inibidor da DNA polimerase (transcriptase reversa) que ¢ necessaria para a replicacao do

virus HIV causador da AIDS.

Os inibidores nao-competitivos nao sao semelhantes aos substratos, agem se ligando a
radicais que nao pertencem ao sitio ativo e alteram a estrutura da enzima inviabilizando a
catalise. O ponto de ligacdo do inibidor ndo-competitivo (Inc) com a enzima s3o os grupos de
cadeia laterais dos aminoacidos com o grupo OH de serina ou o grupo SH de cisteina. Como
estes grupos de radicais sdo comuns nas enzimas o inibidor ndo-competitivo € inespecifico em

relagdo a enzimas, podendo atuar em varias delas.

Mesmo sendo reversivel a sua ligagdo a molécula da enzima, a acdo do inibidor nao-
competitivo ndo ¢ diminuida devido ao equilibrio entre a enzima e o inibidor que durante o
tempo em que determinada porcentagem de enzima est4 ligada ao inibidor ela se torna inativa,
diminuindo sua a¢do sobre o substrato. A enzima que se liga ao inibidor ndo-competitivo pode
encontrar-se livre e ativa no outro momento, ja quando esta se liga a um inibidor irreversivel

ela se torna inativa permanentemente.

3.6. Enzimas oxidativas

O oxigénio ¢ um elemento fundamental para os organismos aerdbios. O oxigénio €
responsavel pela oxidacdo que causa alteragdes organicas e funcionais nas células. Em baixa
concentracao, os radicais livres ndo sdo nocivos para nosso organismo, mas conforme aumenta
a concentracao resulta em estresse oxidativo devido as altas concentracdes de espécies reativas
de oxigénio (EROS), sendo este um coadjuvante para a progressao de doencas degenerativas
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018; MORA AGUERO; ZELEDON AGUILERA; VARGAS
RUBIO, 2019; POETINI et al., 2018).

Dentre as enzimas reguladoras da concentracdo de EROS presentes destacam-se a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e as glutationa transferase (GST) (ARAUJO et
al., 2018).

A naringenina possui atividade antioxidante eficaz devido aos seus grupos OH que tem
alta afinidade por EROS. Os efeitos antioxidantes da naringenina ocorrem tanto eliminando
diretamente os radicais livres como aumentando o sistema antioxidante apds a regulacdo da
expressdo celular de enzimas antioxidantes como a SOD, CAT, glutationa peroxidase (GPx) e

glutationa transferase (GST) (LUTU et al., 2019).
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A superodxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) € a primeira enzima de desintoxicacao e
antioxidante mais efetiva da célula pois atua como componente de primeira defesa contra as
EROS. Esta presente em organismos aerdbicos e € responsavel por catalisar a dismutacao de
duas moléculas de anion superdxido ("O2) em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular
(O2) tornando o anion superdxido potencialmente menos toxico. SOD ¢ uma enzima que requer
um cofator para sua atividade, e com base no tipo de ion metalico requerido ocorre a variagao
da forma da enzima. Os ions que normalmente se ligam a SOD sao: ferro (Fe), zinco (Zn), cobre
(Cu) e manganés (Mn). E encontrada em procariontes e cloroplastos, em mitocondrias e citosol
de eucariotos IGHODARO; AKINLOYE, 2018; STEPHENIE et al., 2020).

A catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) ¢ uma enzima presente em organismos aerobicos e
anaerobicos. Utiliza o ferro ou o manganés como cofator e catalisa a degradagao ou redugdo do
peroxido de hidrogénio (H202) em dgua e oxigénio molecular completando o processo de
desintoxica¢ao imitado pela SOD. A CAT esté presente principalmente nos peroxissomos, mas
ausentes em mitocondrias de mamiferos, com exce¢do das mitocondrias encontradas em
coragao de ratos (IGHODARO; AKINLOYE, 2018; SEPASI TEHRANI; MOOSAVI-
MOVAHEDI, 2018).

3.7. Drosophila melanogaster

O uso de animais em experimentos, testes de farmacos e rastreios toxicologicos para
desenvolvimento de novos tratamentos que possam beneficiar a sociedade vém sendo
questionado e debatido hé anos, devido a dor, anglistia e morte causada a estes animais (DOKE;
DHAWALE, 2015). Organizagdes nacionais € internacionais tém incentivado pesquisas para
que utilizem 3Rs (do inglés reduzir, refinar e substituir) como estratégia para diminuir o uso
modelos de mamiferos em experimentos e utilizem metodologias complementares e
alternativas e o uso de modelos nao mamiferos (ADEDARA et al., 2022; JONG, 2019; DOKE;
DHAWALE, 2015).

As Drosophila melanogaster ou moscas-da-fruta tem sido amplamente utilizada como
organismo modelo em pesquisas de genética e alimentos e para avaliagdo de toxicidade ou
efeitos benéficos de varios produtos quimicos e de derivados de plantas. Elas apresentam ciclo
de vida relativamente curto (60 a 80 dias), o que a torna atraente para estudos de expectativa de
vida. Além disso, aproximadamente 60% dos genes da mosca da fruta sdo ortdlogos ou
homologos para mamiferos (KLIMACZEWSKI et al., 2018; LI et al., 2020; STAATS et al.,
2018).
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As Drosophila melanogaster apresentam vantagens em estudos que envolvem
distarbios cerebrais devido a semelhanga de seus genes com genes humanos, principalmente
para funcgdes cognitivas. Em razdo de D. melanogaster apresentarem comportamentos
complexos relevantes para os seres humanos como por exemplo, aprendizagem e memoria
(ARAUJO et al., 2015; POETINI et al., 2018). As colinesterases encontradas em D.
melanogaster estdo presentes principalmente no sistema nervoso central e possuem homologias
as encontradas em seres humanos (FOURNIER et al., 1989). Estudos utilizam homogeneizados
de D. melanogaster para a verificagdo de atividade da acetilcolinesterase (ARAUJO et al., 2015;

KLIMACZEWSKI et al., 2018; POETINI et al., 2018)

Estudos com com dispersoes solidas contendo 6leo de cravo apresentaram resultados
que indicam que essas formulag¢des apresentam bom potencial quando analisados sobre a

atividade bioldgica em DM (DE MENESES et al., 2019).

A avalia¢do de nanoparticulas carregadas de luteina apresentou bons resultados ao
analisar a luteirna frente as enzimas colinérgicas e demais indicadores de estresse oxidativo,
promovendo evidéncias destas nanoparticulas como tratamento alternativo para danos que

envolvem o sistema colinérgico (GRELLA MIRANDA et al., 2020).

4.1. Material

A naringenina e o Poloxamer 407 foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Para
andlises de Espectroscopia de Infravermelho utilizou-se brometo de potassio (grau
espectroscopico, Sigma-Aldrich). Para as andlises da atividade sobre as enzimas
acetilcolinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7 de Electrophorus electricus (enguia), Sigma-Aldrich
Sigma C3389-500UN) e butirilcolinesterase (BChE, E.C. 3.1.1.8 de soro equino, Sigma-
Aldrich C7512-1.2KU) foram utilizados Tris (hydroxymethyl) aminomethane hidrocloridrato
(Tris-HCI), 5,5-ditio-bis- (4cido 2-nitrobenzoico) DTNB; 98%, Sigma-Aldrich)), iodeto
de acetiltiocolina (ASCh; 99%, Sigma-Aldrich A5751) e iodeto de butiriltiocolina (BSCh; 99%,
Sigma-Aldrich 20820) e tampao fosfato de potassio (TFK; pH 7.5, Neon).

4.2. Atividade e cinética enzimatica in vitro da acetilcolinesterase (AChE)
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A atividade da AChE foi determinada de acordo com o método de Ellman (1959) com
modifica¢des. Em placa de 96 pogos foram adicionados: 90 pL de tampao Tris-HCI 0,5 M (pH
7,5), 45 uL de agua ultrapura e 15 pL da enzima AChE (0,09 U/mL). Além disso, adicionou-
se 10 uL diferentes concentragdes de naringenina (20, 40, 80 ¢ 160 uM). No grupo controle
(CT) foi adicionado agua ultrapura. Ap6s incubagdo por 10 minutos a 25°C, adicionou-se 20
uL de 5,5’-Dithiobis (acido 2-nitrobenzéico) (DTNB) 2 mM. Em seguida, foram acrescentados
20 puL de iodeto de acetiltiocolina (ASCh; 800 uM). A quantificacdo da absorbancia foi
realizada em 405 nm a cada 1 minuto durante 4 minutos por meio do espectrofotometro de
microplaca (Thermoplate TP-Reader). A atividade da AChE foi calculada com base na
concentragdo capaz de inibir 50% da atividade da AChE (ICso) em relagdo ao controle (CT)

utilizando regressao nao-linear.

A avaliagdo da cinética enzimatica foi realizada de acordo com modifica¢des no método
proposto por Miranda et al. (2020). Foram seguidos os mesmos passos descritos acima, com
acréscimo de variagdes na concentragdo do substrato, ou seja, foram avaliadas diferentes
concentragdes de iodeto de acetiltiocolina (ASCh; 25, 50, 100, 400 e 800 uM). A constante de
inibi¢do do complexo enzima-substrato-inibidor (K;) foi obtida por meio da andlise do grafico
de Lineweaver-Burk utilizando o software Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA,
2007).

4.3. Atividade e cinética enzimatica in vitro da butirilcolinesterase (BChE)

A atividade da BChE foi determinada de acordo com o método de Ellman (1959) com
modifica¢des. Em placa de 96 pogos foram adicionados 90 pL de tampao Tris-HC1 0,5 M (pH
7,5), 45 pL de agua ultrapura e 15 pL da enzima BChE (1,25 U/mL). Além disso, também
adicionou 10 pL diferentes concentragdes de naringenina (40, 80, 160, 320 e 640 uM). No
grupo controle (CT) foi adicionado 4gua ultrapura. Apos incubagdo por 10 minutos a 25°C,
adicionou-se 20 pL de 5,5’-dithiobis (4acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) 2 mM. Em seguida,
foram acrescentados 20 uL de iodeto de butiriltiocolina (BSCh; 800 uM). A quantificagdo da
absorbancia foi realizada em 405 nm a cada 1 minuto durante 4 minutos por meio do
espectrofotometro de microplaca (Thermoplate TP-Reader). A atividade da BChE foi calculada
com base na concentracdo capaz de inibir 50% da atividade da BChE (ICs0) em relagao ao

controle (CT) utilizando regressao nao-linear.
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A avaliagdo da cinética enzimatica foi realizada de acordo com modificagdes no método
utilizado por Miranda et al. (2020) . Foram seguidos os mesmos passos descritos acima, com
acréscimo de variagdes na concentracdo do substrato, ou seja, foram avaliadas diferentes
concentragdes de iodeto de butiriltiocolina (BSCh; 25, 50, 100, 400 e 800 uM). A constante de
inibicdo do complexo enzima-substrato-inibidor (K;) foi obtida por meio da analise do grafico
de Lineweaver-Burk utilizando o software Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA,
2007).

4.4. Obtencio e caracterizacido da dispersao solida contendo naringenina

A dispersdo solida contendo a naringenina foi obtida pela técnica de dispersdo sélida
descrita previamente por Almeida et al (2018b) e Serajuddin (1999), com pequenas
modificac¢des. Poloxamer 407 (0,9 g) e Tween 80 (0,009 g) foram adicionados ao etanol (37,5
mL) sob agita¢do branda a 60°C por 5 minutos. Logo apos, foi adicionada a naringenina (0,090
g) e agitada por mais 5 minutos e, em seguida, submetida a sonica¢do (Fisher Scientific, 120
W, ponteira de 1/8” de diametro) por 3 minutos (pulsos de 30 segundos e 10 segundos de pausa)
em banho de gelo. O etanol foi entdo evaporado em estufa com circulagdo e renovagdo de ar a
40°C por aproximadamente 24 horas. As amostras secas foram armazenadas refrigeradas a

10°C ao abrigo de luz.

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Perkin Elmer 4000) foi utilizada para
avaliar o estado fisico da naringenina e da dispersdo so6lida. Cerca de 5 a 10 mg do analito foram
alocadas em porta-amostras de aluminio fechadas e aquecidas de 0 a 400°C com taxa de

20°C.min"! e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™".

A existéncia de possiveis interagdes quimicas entre os reagentes utilizados no processo
da obtencdo da dispersdo solida foi analisada por Espectroscopia no Infravermelho por
Transformacdo de Fourier (FTIR, Shimadzu, modelo IR Affinity-1). Utilizou-se cerca de 1 mg
de composto para producgdo de pastilhas de brometo de potassio (100 mg) que posteriormente

foram analisadas com resolucdo de 2 cm™ entre 4750 e 450 cm™ e 32 scans cumulativos.

4.5. Experimentos in vivo
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4.5.1. Manutengao de Drosophila melanogaster

Foram utilizadas Drosophila melanogaster (linhagem Harwich) adultas e de ambos os
géneros, que foram mantidas em frascos de vidro sob condigdes controladas de luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas), temperatura (24 £ 1°C) e umidade (45 %). Foram alimentadas com
meio padrdo contendo 78,72% de dgua e 21,0% de mistura composta por 96,2% de farinha de
milho, 2% de sacarose, 1,6% de leite em po6, 0,2% de cloreto de sédio (NaCl), 0,05%
metilparabeno, 0,23% alcool etilico, 0,05% metilparabeno e fermento bioldgico preparados de

acordo com protocolo estabelecido do laboratério.

4.5.2. Taxa de sobrevivéncia

Foram utilizadas moscas jovens (2-3 dias), sendo a primeira etapa a sincronizagdo do
tempo de vida das moscas. Neste procedimento, os vidros contendo meio padrdo em boas
condi¢cdes de sobrevivéncia e com maior numero de larvas foram separados e todas as moscas
vivas contidas no vidro serdo removidas, sobrando apenas as larvas. Apos a eclosao das larvas
(2-3 dias), as moscas foram mantidas nos vidros por um periodo de 2 dias até tornarem-se
adultas. No terceiro dia apos a eclosdo, as moscas foram adormecidas sob refrigeragdo por 30
segundos e 100 moscas (ambos os sexos) e transferidas para meio de analise (1% de agar; 1%
de levedura; 0,05% de sacarose; 1% de leite em po; 0,08% de metilparabeno). Além disso,
adicionou-se no meio de controle diferentes concentragdes de naringenina (160, 210 e 250
png/mL) ou da dispersdo sélida contendo naringenina (160,210 e 250 pug/mL). As concentragdes
para o teste de sobrevivéncia foram utilizadas em pg/mL para facilitar a dilui¢cdo e calculo e sdo
superiores as utilizadas nos testes em vitro se comparadas a unidade de concentragdo em pM a
saber temos para a 160 pg/mL a concentra¢do de 587,7 uM; a concentracdo de 210 pg/mL de
771.35 uM e a concentragdao de 250 ug/mL de 918.3 uM. O grupo controle nao recebeu a
suplementagdo de naringenina ou nanoparticulas. A taxa de sobrevivéncia foi avaliada pela
contagem didria do numero de moscas vivas até o final do periodo experimental (5 dias) apos
a exposicao a estas diferentes concentracdes. Apds as analises diarias da taxa de sobrevivéncia
foi preparado homogeneizados de DM sendo separados em microtubos de centrifugacdo e
congelados para posteriores andlises. Cada frasco avaliado foi armazenado em microtubos de

centrifugagao especificos.



31

4.6. Experimentos ex vivo

4.6.1 Obtengdo do homogeneizado de Drosophila melanogaster

O homogeneizado de moscas da espécie D. melanogaster (S1) foi preparado a partir da
maceragdo manual de 80 moscas em 800 pL de solugdo Tris-HC1 50 mM pH 7,0, respeitando
a proporc¢do de 1 mosca:10 pL de solugdo. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a

10.000 rpm durante 10 minutos e, o sobrenadante foi armazenado a -20 °C.

4.6.2. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) presente no homogeneizado de D.
melanogaster

A atividade da AChE das D. melanogaster foi determinada espectrofotometricamente
através do método modificado de Ellman (1959), com algumas adaptagdes. O meio da reagdo
composto por tampao TFK 100 mM (pH 7,5), 5,5’-Dithiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB)
2 mM e a solugdo de sobrenadante (S1). Adicionou-se o substrato ASCh 800 uM ao meio
contendo o S1. A analise foi realizada em moscas suplementadas com diferentes concentragdes
de naringenina (160, 210 e 250 pg/mL) ou da dispersao s6lida contendo naringenina (160, 210
e 250 pg/mL), além do grupo controle. A atividade da AChE foi medida através do aumento da
absorbancia em leitor de placa (Thermoplate TP-Reader) em comprimento de onda de 405 nm,
com leituras a cada minuto durante 4 minutos. A atividade dos grupos tratados foi expressa em

relacdo a porcentagem (%) do grupo controle.

4.6.3. Atividade da butirilcolinesterase (BChE) presente no homogeneizado de D.
melanogaster

A atividade da BChE das D. melanogaster foi determinada espectrofotometricamente
através do método modificado de Ellman (1959), com algumas adaptagdes. O meio da reagdo
foi composto por tampao TFK 100 mM (pH 7,5), 5,5’-Dithiobis (acido 2-nitrobenzdico)
(DTNB) 2 mM e a solucao de sobrenadante (S1). Adicionou-se o substrato BSCh 800 uM ao
meio contendo o S1. A analise foi realizada em moscas suplementadas com diferentes

concentragdes de naringenina (160, 210 e 250 pg/mL) ou da dispersdo sdlida contendo
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naringenina (160, 210 e 250 pg/mL), além do grupo controle. A atividade da BChE foi medida
através do aumento da absorbancia em leitor de placa (Thermoplate TP-Reader) em
comprimento de onda de 405 nm, com leituras a cada minuto durante 4 minutos. A atividade

dos grupos tratados foi expressa em relagdo a porcentagem (%) do grupo controle.

4.6.4. Atividade inibitoria da catalase (CAT) de homogeneizados de Drosophila melanogaster

O método utilizado para determinagdo da atividade enzimatica da catalase foi descrito por
(AEBI, 1984). A leitura foi feita no equipamento de UV-Vis (OceanOptics, Red Tide USB 650
UV). As amostras homogeneizadas foram descongeladas para a realizagdo das analises. Em
tubos de ensaio foram adicionados o tampao TFK 50 mM pH 7,0 (1800 uL) e a amostra
homogeneizada (20 pL). O equipamento foi zerado e a leitura das amostras ocorreram em 240
nm em cubeta de quartzo. A primeira leitura foi apenas de solucdo tampao e amostra
homogeneizada proveniente do tubo de ensaio, uma segunda leitura foi realizada imediatamente
apods a adicdo de peroxido de hidrogénio 30% (H202) (180 pL), diretamente na cubeta de
quartzo e a terceira leitura foi feita apds a agdo de 3 minutos da substancia.

O procedimento descrito acima foi realizado em duplicata para cada uma das amostras
homogeneizadas. O resultado foi expresso em peroxido de hidrogénio consumido/ min.

A solucao utilizada de perdxido de hidrogénio 30% ¢ resultado da adicao de TFK 50 mM
pH 7,0 (5 mL) com peroxido de hidrogénio (170 pL), a preparagdo desta solugdo foi realizada
no dia da andlise e armazenada em frasco ambar.

As amostras utilizadas foram provenientes dos homogeneizados de Drosophila
melanogaster sendo 25 amostras dos homogeneizados de naringenina livre e 20 amostras dos

homogeneizados de nanoparticulas contendo naringenina

4.6.5. Atividade inibitoria da superoxido dismutase (SOD) de homogeneizados de Drosophila
melanogaster

A atividade da superdxido dismutase ¢ determinada pelo monitoramento da auto-
oxidagdo da quercetina (decréscimo da absorbancia) (AFANAS et al., 1989). A leitura das
amostras ocorreu na leitora automatica de microplacas (marca Thermoplate). Para a analise de
cada uma das amostras homogeneizadas, foram adicionados TFK 100 mM pH 7,5 (50 pL), 4gua

destilada (30 uL), TEMED (40 uL), amostra homogeneizada/tecido (20 puL) e por ultimo foram
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adicionados NaOH (20 pL) e a quercetina (20 pL), respectivamente. A reacdo comega com a
adi¢do da quercetina, a leitura ocorreu em 405 nm no momento da adigdo (tempo zero), apos
10 minutos e por fim, apos 20 minutos.

Foi realizada uma leitura “em branco”, sem a presenca da amostra homogeneizada
(tecido). TFK 100 mM pH 7,5 (50 uL), agua destilada (50 uL), TEMED (40 uL) e por ultimo
foram adicionados NaOH (20 pL) e a quercetina (20 pL), respectivamente. A leitura ocorreu
da mesma maneira das outras amostras € no mesmo comprimento de onda (405 nm).

O resultado foi expresso em quantidade de enzima requerida para inibir 50% da auto-
oxidagdo da quercetina. As amostras utilizadas foram provenientes dos homogeneizados de DM
sendo 25 amostras dos homogeneizados de naringenina livre e 20 amostras dos

homogeneizados de nanoparticulas contendo naringenina.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade e cinética da enzima AChE sob acido da naringenina

A Figura 3 apresenta atividade enzimatica realizada in vitro com a naringenina e a enzima
acetilcolinesterase (AChE). O substrato utilizado foi iodeto de acetiltiocolina (ASCh; 800 uM).
A AChE foi incubada com diferentes concentragdes de naringenina (20, 40, 80 ¢ 160 uM). O
controle (CT) foi incubado com agua ultrapura. Diferenca significativa entre o grupo controle
e o tratamento com naringenina foi determinada por andlise de varidncia unidirecional

(ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey.

Figura 3. Atividade enzimatica in vitro da naringenina frente a enzima acetilcolinesterase (AChE)

O substrato utilizado foi iodeto de acetiltiocolina (ASCh; 800 pnM). A AChE foi incubada com diferentes
concentracdes de naringenina (40, 80, 160, 320 e 640 pM). O controle (CT) foi incubado com agua
ultrapura. Diferenca significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi
determinada por analise de varidncia unidirecional (ANOVA) seguida pelo po6s-teste de Tukey. * p <

0,05 em comparacio ao grupo controle
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Fonte: Proprio Autor (2022)

A naringenina foi capaz de inibir de forma dose-dependente a atividade da enzima AChE,
sendo a concentragdo de naringenina responsavel por inibir 50% da atividade da AChE (ICso)
igual a 99,4 + 59,25 uM. Na literatura, a faixa de inibi¢do da enzima AChE pela naringenina
varia entre 28,2 e 1345 uM (SARKAR; ULLAH; PROTTOY, 2020). Resultados semelhantes
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também foram encontrados por UMUKORO et al. (2018) e por ORHAN et al. (2018) que

apresentam resultados de ICso > 100 uM e de 86,58 + 3,74 uM de concentracao de naringenina.

A Figura 4 apresenta os graficos da avaliagdo da cinética enzimatica para a

acetilcolinesterase (AChE) e a naringenina.

Figura 4. Cinética enzimatica in vitro da naringenina frente a enzima acetilcolinesterase (AChE).

Diferentes concentrac¢oes do substrato iodeto de acetiltiocolina foram utilizadas (ASCh; 25, 50, 100, 400 e 800
uM). A AChE foi incubada com diferentes concentracéoes de naringenina (20, 40, 80 e 160 pM). O controle
(CT) foi incubado com agua ultrapura. (a) Grafico de Michaelis-Menten. (b) Grafico de Lineweaver-Burk. Os

dados representam a média + DP de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata
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(a) Grafico de Michaelis-Menten para demonstracio da cinética enzimatica da AChE com as diferentes

concentracoes de substrato acetiltiocolina (ASCh) e naringenina
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(b) Grafico de Lineweaver-Burk para demonstracio da inibicdo nio-competitiva da naringenina frente a

AChE

Fonte: Préprio Autor (2022)
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A cinética enzimatica da AChE foi realizada por meio da incubacao da naringenina com
diferentes concentragdes de ASCh (0 a 800 uM). O grafico de Michaelis-Menten (Figura 4?)
demonstrou que o aumento na concentragdo de naringenina reduziu a velocidade (V,) da reagao
enzimatica, indicando que a naringenina foi capaz de inibir a enzima AChE na presenca de

quantidades crescentes do substrato ASCh.

O mecanismo de inibi¢do da enzima AChE foi determinado por meio do grafico de
Lineweaver-Burk (Figura 4b). O tipo de inibi¢do enzimatica ¢ determinado pela posi¢cao em
que as linhas do grafico de Lineweaver-Burk se cruzam. Portanto, a inibicdo enzimatica da
naringenina sobre a enzima AChE pode ser considerada do tipo ndo-competitiva, pois a
interse¢do ocorreu sobre o eixo x do grafico e a constante de inibi¢do do complexo enzima-
substrato-inibidor (K;) da naringenina foi igual a 79,25 pM. Resultado semelhante foi

apresentado em estudos desenvolvidos por SARRIA et al. (2016) e WU et al. (2021).

5.2. Atividade e cinética da enzima BChE sob acio da naringenina

A Figura 5 apresenta a inibicdo da atividade enzimética da naringenina frente a enzima
butirilcolinesterase (BChE). Na Figura 6 encontram-se os graficos da avaliacdo da cinética

enzimatica.

A constante de inibi¢do foi calculada com base na concentragdo capaz de inibir 50% da
atividade da BChE (ICso) em relagdo ao controle, sendo igual a 627,6 + 120,1 uM. Conforme
descrito na literatura, a naringenina inibe a enzima BChE em concentragdes superiores a 100

uM (LEE et al., 2018).



37

Figura 5. Atividade enzimatica in vitro da naringenina frente a enzima butirilcolinesterase (BChE)

O substrato utilizado foi iodeto de butiriltiocolina (BSCh; 800 pM). A BChE foi incubada com
diferentes concentragdes de naringenina (40, 80, 160, 320 e 640 pM). O controle (CT) foi incubado com
agua ultrapura. Diferenca significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi
determinada por analise de varidncia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. * p <

0,05 em comparacio ao grupo controle
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Fonte: Préprio Autor (2022)

O grafico de Michaelis-Menten (Figura 6a) demonstrou que houve reducio na velocidade
(Vo) da reacdo enzimatica conforme a concentracdo de naringenina foi aumentada. A andlise da
intersecado das retas no grafico de Lineweaver-Burk (Figura 6b) permitiu concluir que a inibigao
enzimatica da naringenina sobre a enzima BChE também ¢ do tipo ndo-competitiva. Em seu
estudo com naringenina e derivados WU et al. (2021) encontrou atividade de inibi¢cdo nao-
competitiva para a enzima BChE. Além disso, a constante de inibi¢dao (K;) da naringenina foi

igual a 624,3 uM.
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Figura 6. Cinética enzimatica in vifro da naringenina frente a enzima butirilcolinesterase (BChE)
Diferentes concentracdes do substrato iodeto de butiriltiocolina foram utilizadas (BSCh; 25, 50, 100, 400 e
800 uM). A BChE foi incubada com diferentes concentra¢oes de naringenina (40, 80, 160, 320 e 640 nM).
O controle (CT) foi incubado com agua ultrapura. Os dados representam a média = DP de pelo menos

trés experimentos independentes realizados em duplicata
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(a) Grafico de Michaelis-Menten para demonstracio da cinética enzimatica da BChE frente as diferentes

concentracdes de naringenina
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(b) Grafico de Lineweaver-Burk para demonstracio da inibicio nao-competitiva apresentada pela

naringenina frente a enzima BChE

Fonte: Préprio Autor (2022)
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5.3. Caracterizacio das nanoparticulas contendo naringenina

Apos a realizagao dos ensaios in vitro visando a verificar a atividade da naringenina livre,
foi realizada a obtencao de dispersdes solidas contendo naringenina para avaliacdo destas frente
as enzimas colinesterases. A Figura 7apresenta o termograma de Calorimetria de Varredura
(DSC) para as dispersdes solidas, incluindo a mistura fisica (MF) produzida na mesma

propor¢ao de encapsulante e naringenina encontrada nas particulas.

Figura 7. Termogramas de DSC da naringenina, mistura fisica, Poloxamer 407 ( P407),

nanoparticulas contendo naringenina (NPs)
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Fonte: Préprio Autor (2022)

Nos termogramas apresentados dos compostos puros ¢ possivel identificar os picos de fusdao
do P407 em 58°C, enquanto a naringenina apresentou um pico de fusdo em 258°C (CUI et al.,
2019; GUAN et al., 2020; SZAFRANIEC et al., 2018). O pico de temperatura de fusao da
naringenina ndo foi detectado na dispersdo solida contendo naringenina, além de haver
deslocamento do pico de fusdo do P407, sugerindo que a naringenina esta efetivamente

encapsulada (SILVA-BUZANELLO et al., 2016; SZAFRANIEC et al., 2018).
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A Figura 7 apresenta os espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
da naringenina, Poloxamer 407 (P407), da dispersdo so6lida e da mistura fisica (obtida com
naringenina e P407).

Figura 8. Espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da naringenina, Poloxamer

407 (P407), das nanoparticulas contendo naringenina e da mistura fisica
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Fonte: Préprio Autor (2022)

No espectro apresentado da  naringenina pode-se notar bandas caracteristicas da
naringenina em 3040 cm™ (OH), 1628 cm™ (C=0) E 831-730 (C=CH) de acordo com o0s
encontrados em literatura(AMIN et al., 2020; CUI et al., 2019; YANG et al., 2020) e no espectro
apresentado do P407 puro observou-se bandas caracteristicas em 2882 cm™ (C-H), 1345 cm™

(O-H) e 1100 cm’! (C-O) (KHAN; AKHTAR; MINHAS, 2020).

O espectro de FTIR da dispersdo sélida contendo naringenina apresentou picos com
intensidades menores em comparacao a mistura fisica sugerindo interacao entre os compostos,

também ¢ possivel observar que os picos caracteristicos da naringenina ndo estdo bem
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definidos, também sugerindo a encapsulag¢do da naringenina (CUI et al., 2019; GUAN et al.,
2020; LEMES et al., 2017; SILVA DE SA et al., 2019).

5.4.Taxa de sobrevivéncia de Drosophila melanogaster (DM)

O efeito da dieta suplementada com naringenina livre e nanoparticulas contendo
naringenina, foi determinado pela taxa de sobrevivéncia de DM conforme apresentado na

Figura 9.

Figura 9a. Efeito da dieta suplementada com naringenina livre na taxa de sobrevivéncia de D. melanogaster
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As DM mantidas em dieta suplementada contendo naringenina ou a dispersdo solida
contendo naringenina, como esperado, ndo apresentaram alteracdes significativas na taxa de
sobrevivéncia em nenhuma das concentragdes quando comparadas aos seus respectivos
controles. Também foi observado que tanto o controle e os tratamentos ndo apresentaram
interrupcao do ciclo de vida das moscas pois em todos os frascos foram encontradas larvas em
estagios iniciais, demonstrando que atividade bioldgica se manteve.

Um estudo apresentado com a utilizacdo de ratos e nanoparticulas contendo uma
concentracdo de 50 mg/Kg de naringenina também ndo encontraram toxicidade ao uso de
naringenina (MAITY et al., 2017). Porém estudos com embrides de anfibios que utilizaram
uma concentracio de naringenina de 10 mg/L indicam que ocorreram alteragdes na formacgao
embrionaria (PEREZ-COLL; HERKOVITS, 2004).

A atividade da naringenina inserida em nanoparticulas ainda ¢ pouco conhecida, porém
diante dos resultados encontrados na literatura a naringenina encapsulada apresenta menor
toxicidade que sua forma livre (CHAURASIA et al., 2018). Neste estudo pode se observar que
o processo da encapsulacdo da naringenina nao alterou a bioatividade da naringenina, embora

tenha melhorado sua solubilidade em é4gua.

5.5. Atividade da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase em homogeneizados de Drosophila
melanogaster

A Figura 10 apresenta os resultados obtidos das andlises ex vivo dos homogeneizados
avaliados pelo método de ELLMAN, (1959), utilizando a Ach como substrato. A Figura 11
apresenta os resultados obtidos das analises ex vivo dos homogeneizados utilizando a BSCh
como substrato.
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Figura 10. Efeito da naringenina eda dispersao solida contendo naringenina sobre a atividade da enzima
AchE ex vivo do tecido de D. melanogaster

Para avaliar a atividade da AchE foi utilizado homogeneizados de D.melanogaster tratados com

diferentes concentracdes (160, 210 e 250 ng/ML) de naringenina livre diluida em etanol (destaque
em verde no grafico) oude nanoparticulas contendo naringenina diluidas em agua (destaque em

azul no grafico). O controle (CT) foi incubado com etanol ou 4gua de acordo com a suplementacio

utilizada. Diferenca significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi

determinada por analise de variincia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey
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Figura 11.Efeito danaringenina e da dispersio sélida contendo naringenina sobre a atividade da
enzima BchE ex vivo do tecido de D. melanogaster.
Para avaliar a atividade da BchE foram utilizados homogeneizados de D.melanogaster tratados com
diferentes concentracdes (160,210 e 250 pg/mL) de naringenina livre diluida em etanol (destaque em
verde no grafico) ou de nanoparticulas contendo naringenina diluidas em dgua (destaque em azul no
grafico). O controle (CT) foi incubado com etanol ou 4gua de acordo com a suplementacio utilizada.
Diferenca significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi determinada por
analise de varidncia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey
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Fonte: Préoprio Autor (2022)

Nos experimentos in vitro realizados, a naringenina apresentou inibicdo nao-

competitiva em relacdo a AChE e a BChE. Os inibidores nao-competitivos nao apresentam
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semelhanca estrutural em relagao ao substrato e a ligacdo com a enzima ocorre por grupamentos
que ndo pertencem ao sitio ativo, porém a ligagdo do inibidor ndo-competitivo a enzima altera
sua estrutura enzimatica inviabilizando a catélise. O ponto de ligagdo do inibidor enzimatico
ndo competitivo ¢ a cadeia lateral de um aminoacido o grupo OH de serina, ou o grupo OH de
cisteina por exemplo que sdo comumente encontrados em enzimas, ou seja, este tipo de inibidor
¢ bastante inespecifico, podendo atuar sobre outras enzimas (MARZZOOCO, 2015). Contudo,
na analise ex vivo do tecido de DM ndo foi encontrada atividade significativa de inibicao da
naringenina livre e da naringenina encapsulada frente as enzimas AChE e BChE.

Conforme Orhan et al. (2018), a hidrogena¢ao de flavonoides como a naringenina pode
diminuir sua a atividade inibitéria contra a AChE. Além disso, compostos fenolicos e
flavonoides apresentam baixa atividade como inibidores naturais de colinesterases devido a sua
capacidade e de se ligar ao sitio ativo da AChE (TAMFU et al., 2021), da mesma forma
metabolitos de flavonoides apresentam bioatividade reduzida em comparacdo aos seus

compostos originais (LEE et al., 2018) .

5.6. Atividade das enzimas oxidativas SOD e CAT em homogeneizados de Drosophila
melanogaster

A Figura 12 apresenta os resultados obtidos da analise da atividade da enzima SOD
dos homogeneizados suplementados com naringenina livre e com a dispersdo solida contendo
naringenina, respectivamente. Foram realizados cinco experimentos independentes de acordo
com as amostras obtidas no teste de sobrevivéncia. A Figura 13 apresenta o perfil antioxidante
da naringenina livre e das nanoparticulas contendo naringenina determinado usando a atividade

da enzima catalase (CAT).
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Figura 12. Efeito da naringeninalivre e nanoparticulas contendo naringenina sobre a atividade da
enzima SOD ex vivo no tecido de D. melanogaster
A avaliacio da atividade da SOD utilizou homogeneizado de D. melanogaster tratado com diferentes
concentracdes (160, 210 e 250 pg/mL de naringenina livre diluida em etanol (destaque em verde no
grafico) ou da dispersiao sélida contendo naringenina diluidas em agua (destaque em azul no grafico).
O controle (CT) foi incubado com etanol. A linha tracejada indica o controle realizado com a
quercetina. Diferenca significativa entre o grupo controle e o tratamento com naringenina foi
determinada por analise de varidncia unidirecional (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. * p <
0,05 em comparacio ao grupo controle
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Figura 13. Efeito da naringenina livre e nanoparticulas contendo naringeninasobre a atividade da
enzima CAT ex vivo no tecido de D. melanogaster

O homogeneizado de D. melanogaster foi utilizado para avaliar a atividade da CAT, sendo que foi

tratado com diferentes concentracdes (160, 210 e 250 ng/mL) de naringenina livre diluida em etanol
(destaque em verde no grafico) ou da dispersao solida contendo naringenina diluidas em dgua (destaque
em azul no grifico). O controle (CT) foi incubado com etanol. Diferenca significativa entre o grupo
controle e o tratamento com naringenina foi determinada por analise de varidncia unidirecional
(ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey. * p < 0,05 em comparacio ao grupo controle
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Pode-se observar que em ambos 0s experimentos tanto os grupos com suplementacao
de naringenina livre e de naringenina nanoencapsulada aumentou a auto-oxidagdo da
quercetina, sugerindo que a enzima SOD ndo foi inibida pelas diferentes concentragdes
avaliadas. Resultados também obtidos por Ahmad et al. (2020) que observou aumento da
atividade da SOD em tecidos de ratos tratados com a utilizagdo de um gel formado pelo uso de

quitosana, Poloxamer e naringenina.

Da mesma forma, tratamento de ratos hipertensos com naringenina observou uma
melhora significativa no status antioxidante ndo enzimatico tanto nos tecidos renais quanto
neuronais, respectivamente, promovendo a diminuigao significativa nos produtores de estresse
oxidativo e melhora no antioxidante em ratos hipertensos que receberam naringenina,

confirmando a a¢do antioxidante da naringenina (OYAGBEMI et al., 2020).

Na andlise da acdo da CAT em relacdo com a naringenina livre e as nanoparticulas
contendo naringenina foi observado um aumento de sua atividade, embora na analise com as
nanoparticulas as concentragdes de 210 e 250 pug/mL nao tenha ocorrido o aumento
significativo de atividade de CAT esta diferenca ndo se mostrou significativa em relacdo ao

controle.

O estresse oxidativo pode induzir a uma resposta especifica em cada organismo. Existe
um mecanismo antioxidante que inclui, entre outras fatores, enzimas antioxidantes que
convertem EROS em H, O+ Oze a CAT remove H»>O», quando ocorre em altas
concentracoes. Estudos com ratos diabéticos, observou-se um aumento em ambas as enzimas,
e sugere-se entdo que esta resposta ¢ um mecanismo compensatério que elimina os radicais

toxicos. As diferencas observadas na atividade enzimatica da SOD e CAT podem estar

relacionadas ao fato de que a resposta ao estresse oxidativo pode variar e depende, entre outros
fatores, do nivel e duracdo da exposi¢do as EROs, bem como do contexto celular que
acompanha esse estresse (WOINAR; ZYCH; KACZMARCZYK-SEDLAK, 2018).

Embora a naringenina nao seja o antioxidante natural mais potente em comparacao com
outros flavonoides, como a quercetina, sua capacidade de regular os fatores de transcricdo com
efeitos antioxidantes o torna superior e pode ser como primeira escolha na mitigagao do estresse

oxidativo que causa distirbios metabdlicos (LUTU et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/catalase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/enzyme-activity
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6. CONCLUSOES

A naringenina testada in vitro frente as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE) apresentou inibi¢ao do tipo ndo-competitiva, concordando com os
dados ja reportados na literatura. A caracterizacdo das nanoparticulas contendo naringenina
demonstrou que a matriz polimérica aprisionou a naringenina de forma eficaz. Os testes de
sobrevivéncia realizados com as Drosophila melanogaster nao apresentaram letalidade nas
doses que foram testadas, o que sugere baixa toxicidade da naringenina e sua dispersdo sélida.
Os testes ex vivo, visando confirmar a atividade da naringenina e sua dispersdo sélida, ndo
apresentaram diferengas significativas frente as enzimas AChE e BChE. Os testes com as
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) confirmam os resultados
encontrados na literatura e corroboram para a atividade antioxidante da naringenina ja
apresentada. Diante desses resultados concomitantes com os apresentados na literatura, a
naringenina apresenta potencial para ser utilizada em tratamento alternativo juntamente com

tratamentos ja utilizados para doencgas como a DA.
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